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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 

4.1. การวิเคราะห์หาตาํแหน่งกรดอะมิโนของโปรตนี PhyA170 ที่จะศกึษา 
 
      จากรายงานการวิจยัของ Tomschy และคณะ ซึง่ได้ทําการศกึษาเอนไซม์ phytase  จาก
เชือ้รา A. fumigatus  โดยใช้โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger 
NRRL 3135   เป็นโครงสร้างต้นแบบในการวิเคราะห์หาตําแหนง่กรดอะมิโนท่ีมีความแตกตา่ง
กนัระหวา่งเอนไซม์ phytase  จากเชือ้ราทัง้ 2  ชนิด เพ่ือท่ีจะจําแนกหากรดอะมิโนท่ีอาจจะมี
สว่นช่วยในการเพิ่ม catalytic  activity  ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. fumigatus  โดย 
Tomschy และคณะ ได้ทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27  (ตรงกบั 
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170 ) 
เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ ด้วยเทคนิค site-directed  mutagenesis  ซึง่จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นวา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27 (กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 
ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170 )  มีความสําคญัตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ 
ความจําเพาะตอ่คา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ และความหลากหลายตอ่สบัส
เทรตของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  โดยเม่ือทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน 
Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50  เป็น Leucine พบวา่เอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  
มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรต phytic acid ท่ี pH 5.0  สงูขึน้ 4 
เท่า  เม่ือเทียบกบัเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  ดัง้เดมิ นอกจากนีผ้ลจากการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. 
fumigatus เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน พบวา่เอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. fumigatus มี
คณุสมบตัท่ีิดีขึน้ โดยให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสงูขึน้เม่ือทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรตชนิดอ่ืน 
ณ ท่ี ระดบั pH อ่ืน 
 ดงันัน้ในงานวจิยันีไ้ด้ทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเพ่ือศกึษาความสําคญัตอ่
ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170  จงึได้เลือกเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50  (Q50) เพ่ือศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโนตําแหนง่
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นีว้า่มีความสําคญัตอ่ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170  
อยา่งไร   
 โดยจากผลการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytases ระหวา่งเชือ้รา  
4 สายพนัธุ์  ได้แก่ A. niger TR170 A. fumigatus A. japonicus TR86 และ A. niger  
NRRL 3135 (เป็นสายพนัธุ์ท่ีทราบโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase แล้ว) โดยใช้
โปรแกรม CLUSTAL 2.0.8 จากเว็บไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ พบวา่เอนไซม์ 
phytases  ท่ีต้องการศกึษา จากเชือ้รา A. niger  TR170  มีกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่
ท่ี 50 เชน่เดียวกบัเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  โดยผลการเปรียบเทียบลําดบั
กรดอะมิโนของเอนไซม์ phytases  ระหวา่งเชือ้ราทัง้ 4 สายพนัธุ์ แสดงในภาพท่ี  4.1  
 

ภาพท่ี 4.1 
ผลการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytases  ระหวา่งเชือ้รา  4 สายพนัธ์ 

 

 
โดยบริเวณท่ีลกูศรชีคื้อ กรดอะมิโน Glutamine  ท่ี  50 (Q50) 

 
 จากการจําลองโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phyase จากเชือ้รา  A. niger  TR170 โดย
ใช้โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135   เป็นโครงสร้าง
ต้นแบบ  พบวา่กรดอะมิโน  Q50  ของเอนไซม์ phyase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  จะอยูใ่กล้
กบักรดอะมิโนท่ีอยูใ่นบริเวณสว่น active site ของเอนไซม์ซึง่ประกอบด้วยสว่นของบริเวณเร่ง
ปฏิกิริยา (catalytic site) ได้แก่ R81 H82 R85 R165 H361 และ D362 (Kostrewa et al. 1997) 
และ บริเวณท่ีจบักบัสารตัง้ต้น (substrate binding site) ได้แก่ K91 K94 E228 D262 K300 และ 
K301 (Mullaney et al. 2002) 
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ภาพท่ี 4.2 
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170 โดยใช้โครงสร้างสามมิติ

ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135   เป็นโครงสร้างต้นแบบ  
 

ดงันัน้ จงึมีความคาดหวงัวา่กรดอะมิโน Q50 อาจจะเป็นตําแหนง่ท่ีมีความสําคญัตอ่
ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. niger  TR170  จงึได้เลือกเปล่ียนแปลงกรดอะ
มิโน Q50 ซึง่มีหมูข้่างท่ีไมมี่ประจแุตมี่ขัว้  ด้วยกรดอะมิโนชนิดอ่ืน 9 ชนิด ด้วยเทคนิค site-
directed mutagenesis ดงัตารางท่ี   4.1 
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ตารางท่ี  4.1 
ชนิดกรดอะมิโนทัง้  9 ชนิด และคณุสมบตัท่ีิต้องการเปล่ียนแปลง 

 
ชนิดของกรดอะมิโน คุณสมบัต ิ

Alanine ขนาดของกรดอะมิโนเลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น hydrophobic  
Glycine ขนาดของกรดอะมิโนเลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น hydrophobic 
Isoleucine มีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น hydrophobic 
Leucine มีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น hydrophobic 
Asparagine ขนาดกรดอะมิโนให้เลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเหมือนเดมิ 
Proline โครงสร้างของหมูข้่างมีลกัษณะเป็นวงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น 

hydrophobic 
Serine ขนาดของกรดอะมิโนเลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเหมือนเดมิ 
Threonine ขนาดของกรดอะมิโนเลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเหมือนเดมิ 
Valine ขนาดของกรดอะมิโนเลก็ลงและมีคณุสมบตัทิางเคมีเป็น hydrophobic 
 
 ดงันัน้ในการศกึษานีมี้การสงัเคราะห์ยีน phyA170  กลายซึง่แสดงออกเป็นโปรตีน
กลายทัง้หมด  9 ชนิดได้แก่  โปรตีนกลาย  Q50A Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P Q50S Q50T 
และ Q50V   
 

4.2. การวิเคราะห์พลาสมิดสายผสม pPICZαA-rPhyA170จาก E. coli  DH5α 
  

 จากการสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pPICZαA -rPhyA170จาก E. coli DH5α  เพ่ือ
ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการสงัเคราะห์ยีน phyA170 กลายด้วย QIAprep spin miniprep kit  
แล้ววิเคราะห์ด้วย ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ดงัภาพท่ี 4.3 ปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 4 kb โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ Lamda DNA/HindIII  marker 
(Fermentas) (100 ng)  เน่ืองจากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมท่ีสกดัได้มีลกัษณะโครงสร้างเป็นวง 
ซึง่ขนาดของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pPICZαA-rPhyA170 ท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรงจะมีขนาด
ประมาณ 5 kb   
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ภาพท่ี 4.3 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis ของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 

pPICZαA -rPhyA170ท่ีสกดัได้จาก E. coli  สายพนัธุ์ DH5α 
 
          1       2         
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

Lane ท่ี 1:  Lamda DNA/HindIII  marker (Fermentas) (100 ng) 
Lane ท่ี 2: พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 

 
4.3. การทาํเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ที่ตาํแหน่งจาํเพาะของยีน phyA170 

 
  เพ่ือให้มีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตําแหนง่จําเพาะต้องทําการเปล่ียนแปลงรหสันิ

วคลีโอไทด์ท่ีจําเพาะในยีน phyA170 โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นสายผสม pPICZαA-rPhyA170ท่ี
สกดัได้จาก E. coli  สายพนัธุ์ DH5α เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการทําให้เกิดการกลาย Q50A 
Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P Q50S Q50T และ Q50V  ด้วยเทคนิค site-directed 
mutagenesis โดยวิธีพีซีอาร์ โดยการใช้ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบมาเพ่ือเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนใน
ตําแหนง่ท่ีต้องการศกึษาให้เป็นกรดอะมิโนท่ีต้องการ ซึง่จะมีการกลายเพียง 2 ชนิดท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนหลงัจากสิน้สดุปฏิกิริยาพีซีอาร์แล้วให้ตําแหนง่ตดัจําเพาะของเอนไซม์  
ได้แก่ Q50L และ Q50T ซึง่จะช่วยในการใช้แยกความแตกตา่งระหวา่งพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ กบั พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZα-mPhyA170 เม่ือนําผลติภณัฑ์
พีซีอาร์ท่ีได้ มาวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis  โดยเปรียบเทียบขนาด

4.36 kb 

2.32 kb 

23.13 kb 
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ของชิน้ดีเอ็นเอกบั DNA marker Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas)  ดงัแสดง
ในภาพท่ี  4.4  พบวา่แถบดีเอ็นเอของผลติภณัฑ์พีซีอาร์จากทกุคูไ่พร์เมอร์มีขนาดประมาณ  5 
kb  ซึง่เป็นขนาดเดียวกบัพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ และเพ่ือเป็นการ
ยืนยนั วา่ดีเอ็นเอท่ีได้นีเ้ป็นผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ไมใ่ช่พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-
rPhyA170 ต้นแบบ และไพร์เมอร์ท่ีออกแบบเพ่ือเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตําแหน่งจําเพาะ
ของยีน phyA170 สามารถเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอได้ จงึใช้เอนไซม์ DpnI ซึง่สามารถตดัเฉพาะ
นิวคลีโอไทด์ท่ีมีการเตมิหมูเ่มทธิลจากการเกิดปฏิกิริยา methylation เพ่ือกําจดัพลาสมิดดีเอ็น
เอต้นแบบ ซึง่มีการเกิดปฏิกิริยา methylation แตผ่ลติภณัฑ์พีซีอาร์ไมเ่กิดปฏิกิริยา 
methylation จงึไมมี่การเตมิหมูเ่มทธิล  จงึไมถ่กูตดัด้วยเอนไซม์ DpnI ดัง้นัน้เม่ือนํามา
วิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอกบั 
DNA marker Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas)  จะพบชิน้ดีเอ็นเอซึง่มีขนาด
ประมาณ 5 kb เท่ากบัผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดัด้วยเอนไซม์ DpnI  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.5 

 
ภาพท่ี 4.4 

ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZ pPICZαA-
mPhyA170 ท่ีมีการกลายในตําแหนง่จําเพาะท่ีต้องการศกึษาด้วยเทคนิค  

site-directed mutagenesis โดยวิธีพีซีอาร์ 

  
 

       6 kb 
       3 kb 
       1 kb 

       5 kb

1        2       3        4       5       6         7      8       9        10  
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 Lane ท่ี  1 =  Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50A_f และ Q50A_r  
 Lane ท่ี  3 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50G_f และ Q50G_r 
 Lane ท่ี  4 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50I_f และ Q50I_r 
 Lane ท่ี  5 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50L_f และ Q50L_r 
 Lane ท่ี  6 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50N_f และ Q50N_r 
 Lane ท่ี  7 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50P_f และ Q50P_r 
 Lane ท่ี  8 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50S_f และ Q50S_r 
 Lane ท่ี  9 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50T_f และ Q50T_r 
 Lane ท่ี  10 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50V_f และ Q50V_r 
 

ภาพท่ี 4.5 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ  pPICZαA-

mPhyA170 ท่ีมีการกลายในตําแหนง่จําเพาะ ซึง่ถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์ DpnI  
ด้วยเทคนิค site-directed mutagenesis โดยวธีิพีซีอาร์   

 
 

5 kb 

  1        2         3        4        5         6        7       8         9       10 

       3 kb 

       1 kb 

       6 kb 
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 Lane ท่ี  1 =  Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50A_f และ Q50A_r  
 Lane ท่ี  3 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50G_f และ Q50G_r 
 Lane ท่ี  4 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50I_f และ Q50I_r 
 Lane ท่ี  5 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50L_f และ Q50L_r 
 Lane ท่ี  6 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50N_f และ Q50N_r 
 Lane ท่ี  7 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50P_f และ Q50P_r 
 Lane ท่ี  8 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50S_f และ Q50S_r 
 Lane ท่ี  9 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50T_f และ Q50T_r 
 Lane ท่ี  10 = ผลติภณัฑ์พีซอีาร์จากคูไ่พร์เมอร์ Q50V_f และ Q50V_r 

   
 จากนัน้ถ่ายชิน้ผลติภณัฑ์พีซีอาร์เข้าสูค่อมพีเทนต์เซลล์ E. coli สายพนัธุ์  JM109
และคดัเลือกโคลนท่ีได้รับพลาสมิดดีเอ็นสายผสม pPICZαA-mPhyA170 โดยเลีย้งเซลล์บน
อาหารแข็ง LB ท่ีมี  zeocin  ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร  แล้วจงึคดัเลือกโคลนท่ี
ได้รับพลาสมดิดีเอ็นเอสายผสมกลาย pPICZαA-mPhyA170 แตล่ะชนิด โดยในสว่นของตําแหน่ง
กลาย Q50L  และ Q50T  จะสามารถตรวจสอบได้ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะก่อน เพ่ือแยกความ
แตกตา่งระหวา่งพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ และพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสม pPICZαA-mPhyA170 กลาย  จากจํานวนชิน้ดีเอ็นเอและขนาดของดีเอ็นเอ โดยภาพท่ี 
4.6  แสดงภาพเจลจําลองของจํานวนและขนาดชิน้ดีเอ็นเอหลงัจากการยอ่ยพลาสมิดดีเอ็นสาย
ผสม pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L และ Q50T ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะด้วยโปรแกรม 
NEBcuter v2.0 (Biolab)  และผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis ของพ-
ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L และ Q50T ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ
แสดงได้ดงัภาพท่ี  4.7  ซึง่พบวา่จํานวนชิน้และขนาดของดีเอ็นเอท่ีได้จากการยอ่ยพลาสมิดดีเอ็น
เอสายผสม pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L และ Q50T  มีขนาดและจํานวนชิน้ดีเอ็นเอตรง
กบัผลท่ีวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NEBcuter v2.0 (Biolab)   
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ภาพท่ี 4.6 
ภาพเจลจําลองของจํานวนและขนาดชิน้ดีเอ็นเอหลงัจากการยอ่ยพลาสมิดดีเอ็นสายผสม

pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L และ Q50T ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ  
 RsaI ด้วยโปรแกรม NEBcuter v2.0 (Biolab)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 66

  ภาพท่ี 4.7 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L และ Q50T    
และพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 

 ต้นแบบ ท่ีมีการยอ่ยด้วยเอนไซม์ RsaI  
 

 
 
 Lane ท่ี  1 = Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 

 Lane ท่ี  2 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ 
                           ท่ีตดัด้วยเอนไซม์  RsaI 

 Lane ท่ี  3 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L โคลนท่ี 1  
      ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ RsaI  

Lane ท่ี  4 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L โคลนท่ี 2  
                    ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ RsaI 
Lane ท่ี  5 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA -mPhyA170 กลาย Q50T โคลนท่ี 3  
                    ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ RsaI  
Lane ท่ี  6 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA -mPhyA170 กลาย Q50T โคลนท่ี 3  
                    ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ RsaI 
 
 

       6 kb
       3 kb

       1 kb

   1       2      3      4      5      6 



 

 67

จากนัน้นําโคลนของ  Q50L และ Q50T   ซึง่ได้จากการตรวจสอบด้วยการตดัด้วย 
เอนไซม์ตดัจําเพาะ RsaI และ โคลนของ Q50A Q50G Q50I Q50N Q50P Q50S และ Q50V ซึง่
ไมมี่ตําแหนง่จดจําของเอนไซม์ตดัจําเพาะชนิดใดๆ หาลําดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA 
sequencing เพ่ือตรวจสอบผลการกลายของยีน phyA170 เป็นกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ  
เปรียบเทียบกบัยีน phyA170 ดัง้เดมิ โดยตําแหนง่ท่ีต้องการให้มีการเปลียนแปลงชนิดกรดอะมิโน
ชนิดตา่งๆ แสดงด้วยแถบสดํีา ดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 
 

ภาพท่ี 4.8 
ผลโครมาโทแกรมของลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน phyA170 กลาย ทัง้ 9 ชนิด  เปรียบเทียบกบัยีน 

phyA170 ดัง้เดมิ แสดงตําแหนง่ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนด้วยแถบสดํีา 
 

 

 
 

 
 

Q27A Q27G 

Q27I Q27L 

Q27N Q27P 
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 ผลการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดในภาคผนวก ค พบวา่ลําดบันิวคลีโอไทด์
ทัง้หมดมีความถกูต้องแสดงวา่โคโลนีดงักลา่วเป็นโคโลนีท่ีมีพลาสมดิดีเอ็นเอสายผสม 
pPICZαA-mPhyA170 กลาย 
 
4.4. การเตรียมพลาสมิดดเีอน็เอสายผสมกลายสาํหรับการถ่ายเข้าสู่ยีสต์ P.  pastoris 
 

ในการเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมกลายสําหรับการทรานสฟอร์มเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน 
P.  pastoris  ต้องใช้ความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเอประมาณ 5 ถงึ 10 นาโนกรัม ดงันัน้จงึทํา
การเตรียมพลาสมิดให้ได้ปริมาณความเข้มข้นท่ีสงูโดยเลีย้งโคโลนีเด่ียวของ E. coli JM109  ท่ี
บรรจพุลาสมดิ pPICZαA ท่ีมียีน phyA170กลาย และยีน phyA170 ดัง้เดมิ ในอาหารเหลว 
Luria-Betani (LB broth) 25  มิลลลิติร  ท่ีมี zeocin  เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ทําการ
สกดัพลาสมิดด้วยชดุสกดัพลาสมิด QIAprep spin miniprep kit  และวิเคราะห์ด้วย 0.8% 
agarose gel electrophoresis ซึง่พบวา่พลาสมดิดีเอ็นเอท่ีได้มีความเข้มข้นเพียงพอในการ
นําไปใช้ในการทรานสฟอร์มเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน P.  pastoris  ดงัภาพท่ี  4.9  

 
 
 

 

Q27S Q27T 

Q27V
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ภาพท่ี  4.9 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ  pPICZαA-

mPhyA170 ทัง้  9 ชนิด และ พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ 
 

 
 
 Lane ท่ี  1 = Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ 

 Lane ท่ี  3 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50A 
 Lane ท่ี  4 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50G 
 Lane ท่ี  5 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50I 
 Lane ท่ี  6 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L 
 Lane ท่ี  7 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50N 
 Lane ท่ี  8 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50P 
 Lane ท่ี  9 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50S  
 Lane ท่ี  10 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50T 

 Lane ท่ี  11 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50V 
 
 

       6 kb 
       3 kb 

       1 kb 

1       2       3       4       5       6         7      8       9      10       11 

       5 kb
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 เม่ือนําพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-rPhyA170
มาทําการ  linearized  ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ PmeI  ท่ีมีบริเวณจดจําอยูใ่นพลาสมิด  pPICZαA 
เพ่ือใช้ในทรานสฟอร์มเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน P.  pastoris  และวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel 
electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอกบั Gene RulerTM 1 kb  DNA Ladder 
(Fermentas)  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.10  พบวา่แถบชิน้ดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นท่ีถกูยอ่ยด้วย
เอนไซม์ตดัจําเพาะจะอยูใ่นตําแหนง่ท่ีสงูกวา่ พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไมไ่ด้ยอ่ยด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ
ซึง่จะมีโครงสร้างเป็นวงแหวนทําให้เคล่ือนท่ีได้เร็วกวา่ พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีถกูยอ่ยซึง่จะมีรูปร่าง
เป็นเส้นตรง โดยพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย สามารถทําการ linearized  ได้
ครบทัง้  9  ชนิด  
 

ภาพท่ี  4.10 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ  pPICZαA-

mPhyA170 กลายทัง้  9 ชนิด และ พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ  
ท่ีถกู linearized ด้วยเอนไซม์ PmeI 

 

 
 
 Lane ท่ี  1 = Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ 
 Lane ท่ี  3 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 

       6 kb 
       3 kb 

       1 kb 

1      2       3       4       5      6        7      8       9      10     11    12 

       5 kb
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 Lane ท่ี  4 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50A 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  5 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50G 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  6 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50I 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  7 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  8 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50N 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  9 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50P 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  10 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50S 
                                        ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  11 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50T 
                                          ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 
 Lane ท่ี  12 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50V 
                                          ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ PmeI 

 
4.5. การทาํพลามดิดเีอน็เอที่ทาํการ linearized ให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Wizard DNA  

Clean-Up System (Promega) 
 
     ในการนําพลาสมิดดีเอ็นเอ  pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-rPhyA170
เข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน P.  pastoris ด้วยวิธี electroporation  จะต้องทําให้พลาสมิดดีเอ็นเอท่ี
ผา่นการ linearized  มีความบริสทุธ์ิก่อน เพ่ือกําจดัสารตา่งๆ ท่ีอาจปนเปือ้นอยูใ่น
สารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอ เชน่ เอนไซม์ตดัจําเพาะ ซึง่อาจรบกวนการทํา electroporation 
โดยใช้ชดุ Wizard DNA  Clean-Up System (Promega)  จากนัน้นํามาวิเคราะห์อีกครัง้ ด้วย 
0.8% agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอกบั Gene 
RulerTM 1 kb  DNA Ladder (Fermentas) พบวา่แถบชิน้ดีเอ็นเอพลาสมิดดีเอ็นเอทัง้หมดมี
แถบเดียว จงึสามารถนําไปใช้ในการทรานสฟอร์มตอ่ไป  ดงัภาพท่ี  4.11 
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ภาพท่ี  4.11 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZ αA-

mPhyA170 กลายทัง้  9 ชนิด และพลาสมดิดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ  
ท่ีถกู linearized และทําให้บริสทุธ์ิด้วยชดุ Wizard DNA   

Clean-Up System (Promega) 
 

 
 
 Lane ท่ี  1 = Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170ต้นแบบ 

 Lane ท่ี  3 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50A 
 Lane ท่ี  4 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50G 
 Lane ท่ี  5 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50I 
 Lane ท่ี  6 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50L 
 Lane ท่ี  7 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50N 
 Lane ท่ี  8 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50P 
 Lane ท่ี  9 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50S  
 Lane ท่ี  10 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50T 

 Lane ท่ี  11 = พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย Q50V 
 
 

       6 kb 

       1 kb 

1      2       3       4       5       6      7        8      9     10     11  

       5 kb
       3 kb 
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4.6. การตรวจสอบการแทรกตวัของพลาสมิดดเีอน็สายผสมกลายเข้าสู่โครโมโซมอล
ดเีอน็เอของยีสต์ P. pastoris  ด้วยวธีิพีซีอาร์ 

 
           เม่ือทํา pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-rPhyA170ท่ีผา่นการ linearized 
ให้บริสทุธ์ิแล้ว จงึนําพลาสมดิเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน P.  pastoris  ด้วยวธีิ  electroporation  ซึง่ผล
การตรวจสอบการแทรกตวัของพลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-
PhyA170 เข้าสูโ่ครโมโซมดีเอ็นเอของยีสต์  P.  pastoris  ด้วยวธีิพีซีอาร์ โดยใช้ไพร์เมอร์  5’AOX1 
และ 3’AOX1 เม่ือวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis  พบวา่ทกุชนิดการกลาย
ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเดียวกนัประมาณ  1.8  kb ซึง่เป็นขนาดเดียวกบัยีน phyA170 
ดัง้เดมิ แสดงวา่พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-PhyA170 
สามารถแทรกตวัเข้าโครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสต์  P.  pastoris  ได้สําเร็จ แสดงดงัในภาพท่ี  
4.12 
 

ภาพท่ี  4.12 
ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis  ของการแทรกตวัของพลาสมิด pPICZαA-

mPhyA170 กลายทัง้  9 ชนิด และพลาสมดิ pPICZαA-rPhyA170 ต้นแบบ 
เข้าสูโ่ครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีพีซีอาร์ 

โดยใช้คูไ่พร์เมอร์ 5’AOX1 และ 3’AOX1 
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 Lane ท่ี  1 =  Gene RulerTM  1 kb  DNA Ladder (Fermentas) (100 ng) 
 Lane ท่ี  2 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 ดัง้เดมิ 
 Lane ท่ี  3 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50A 
 Lane ท่ี  4 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50G 
 Lane ท่ี  5 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50I 
 Lane ท่ี  6 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50L 
 Lane ท่ี  7 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50N 
 Lane ท่ี  8 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50P 
 Lane ท่ี  9 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50S 
 Lane ท่ี  10 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170 กลาย Q50T 
 Lane ท่ี  11 = ผลติพีซีอาร์ของยีน phyA170กลาย Q50V 
 
               และนําโคลนท่ีคาดหมายวา่ พลาสมิด pPICZαA-mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-
rPhyA170 สามารถแทรกตวัเข้าสูโ่ครโมโซมของยีสต์  P.  pastoris  ได้สําเร็จ ไปหาลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing เพ่ือยืนยนัผลอีกครัง้หนึง่ โดยตําแหน่งท่ีต้องการเปล่ียนแปลงชนิด
กรดอะมิโนแสดงด้วยแถบสีเทาท่ีได้แสดงดงัภาพท่ี 4.13  ทําให้ยืนยนัได้วา่พลาสมดิ pPICZαA-
mPhyA170 กลาย และ pPICZαA-rPhyA170สามารถแทรกตวัเข้าสูโ่ครโมโซมของยีสต์  P.  
pastoris  ได้สําเร็จ 
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 ภาพท่ี 4.13 
ผลโครมาโทแกรมของลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน phyA170 กลายทัง้ 9 ชนิด  เปรียบเทียบกบัยีน 

phyA170 ดัง้เดมิ แสดงตําแหนง่ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนด้วยแถบสดํีา 
 

 

 
 
 
 

Q27L Q27N 

Q27P Q27S 

Q27T Q27V 

Q27G Q27I 

WT Q27A 
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4.7. การตรวจสอบประสิทธิภาพในการผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี PhyA170  ของยีสต์ 
P. pastoris  ในระดบั small-scale 

 
จากการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170  กลายและดัง้เดมิด้วยยีสต์  P. pastoris   ซึง่

ได้รับพลาสมดิสายผสมกลาย (pPICZαA-mphyA170) และพลาสมิดสายผสมดัง้เดมิ 
(pPICZαA-rphyA170) ในระดบั small-scale  ผลการวิเคราะห์ด้วย 10% SDS-PAGE  ดงัภาพท่ี  
4.14   พบวา่ โคโลนีเด่ียวของยีสต์ P. pastoris  ท่ีบรรจพุลาสมดิสายผสมกลาย (pPICZαA-
mphyA170) ทัง้ 9 ชนิด สามารถผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 กลาย ซึง่มีขนาดประมาณ 
66 kDa ซึง่เป็นขนาดท่ีใกล้เคียงกบัรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ดัง้เดมิท่ีผลติได้จากโคโลนี
เด่ียวของ ยีสต์ P. pastoris  ท่ีบรรจพุลาสมิดสายผสมดัง้เดมิ (pPICZαA-rphyA170) ซึง่เป็น
positive control ของการทดลอง ในขณะท่ีโคโลนีเด่ียวของยีสต์ P. pastoris  บรรจพุลาสมิด 
pPICZA  ซึง่เป็น negative control  ไมพ่บโปรตีนใดๆ  จากการวิเคราะห์จงึสนันิษฐานได้วา่รีคอม
บแินนท์โปรตีนดงักลา่วน่าจะเป็นโปรตีน PhyA170  ดงันัน้จงึเลือกโคโลนีจากโคลนยีนกลายแตล่ะ
ชนิดท่ีสามารถผลติโปรตีนได้ดีท่ีสดุเพ่ือทําการผลติโปรตีนในระดบั large scale 

 
ภาพท่ี  4.14 

ผลการวิเคราะห์ 10% SDS-PAGE ของการแสดงออกของโปรตีน phyA170 ดัง้เดมิและ
โปรตีนกลาย จากรีคอมบแินนท์เซลล์  P. pastoris  ตัง้แตว่นัท่ี  1-4  ของ 

การเพาะเลีย้ง  โดยลกูศรแสดงแถบโปรตีนขนาด 66 kDa 
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(ก) โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris ท่ีบรรจพุลาสมิด pPICZαA-rphyA170 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3
 Lane ท่ี  5= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
 Lane ท่ี  6= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 2 วนัท่ี 1
 Lane ท่ี  7= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 2 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  8= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 2 วนัท่ี 3 
 Lane ท่ี  9= โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 2 วนัท่ี 4  
 

 
(ข) รีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris ท่ีไมไ่ด้บรรจพุลาสมิด pPICZαA-rphyA170 

 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนดัง้เดมิจากยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนดัง้เดมิจากยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนดัง้เดมิจากยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนดัง้เดมิจากยีสต์ P. pastoris โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
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(ค) Q50A โคลนท่ี 1 และ 2 

 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
 Lane ท่ี  6= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 1  
 Lane ท่ี  7= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  8= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                      โคลนท่ี 2 วนัท่ี 3 
 Lane ท่ี  9= โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 4  

       45  
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(ง) Q50G โคลนท่ี 1 และ 3 

 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
 Lane ท่ี  6= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 1  
 Lane ท่ี  7= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  8= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                      โคลนท่ี 3 วนัท่ี 3 
 Lane ท่ี  9= โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 4  
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(จ) Q50P โคลนท่ี 1 และ Q50V โคลนท่ี 3 

 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนกลาย Q50P จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนกลาย Q50P จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนกลาย Q50P จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนกลาย Q50V จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 4 
 Lane ท่ี  6= โปรตีนกลาย Q50V จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 1  
 Lane ท่ี  7= โปรตีนกลาย Q50V จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  8= โปรตีนกลาย Q50V จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                      โคลนท่ี 3 วนัท่ี 3 
 Lane ท่ี  9= โปรตีนกลาย Q50V จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 3 วนัท่ี 4  
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(ฉ) Q50S โคลนท่ี 1 และ 2 

 
 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
 Lane ท่ี  6= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 1  
 Lane ท่ี  7= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  8= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                      โคลนท่ี 2 วนัท่ี 3 
 Lane ท่ี  9= โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 2 วนัท่ี 4  
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(ช) Q50T โคลนท่ี 1 และ 2 
 

 Lane ท่ี  1 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2= โปรตีนกลาย Q50T จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 1 
 Lane ท่ี  3= โปรตีนกลาย Q50T จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 2 
 Lane ท่ี  4= โปรตีนกลาย Q50T จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 3  
 Lane ท่ี  5= โปรตีนกลาย Q50T จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                                       โคลนท่ี 1 วนัท่ี 4 
  

4.8. การผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี PhyA170 ด้วยยสีต์ P. pastoris 
 

หลงัจากการนําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ P. pastoris  ท่ีได้รับบรรพลาสมิดสายผสมกลาย 
(pPICZαA-mphyA170) และพลาสมิดสายผสมดัง้เดมิ (pPICZαA-rphyA170) ท่ีสามารถผลติ
โปรตีนได้ดีจากระดบัขวดทดลองขนาดเลก็ มาเพาะเลีย้งในระดบัขวดทดลอง large scale ผลการ
วิเคราะห์ด้วย 10% SDS-PAGE  ภาพท่ี  4.15  พบวา่โคโลนีเด่ียวของ ยีสต์ P. pastoris  ท่ีบรรจ ุ
พลาสมิดสายผสมกลาย (pPICZαA-mphyA170) ทัง้ 9 ชนิด สามารถผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน 
phyA170 กลาย ซึง่มีขนาดประมาณ 66 kDa ซึง่เป็นขนาดท่ีใกล้เคียงกบัรีคอมบแินนท์โปรตีน 
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phyA170 ดัง้เดมิ ท่ีผลติได้จากโคโลนีเด่ียวของ ยีสต์ P. pastoris  ท่ีบรรจพุลาสมิดสายผสม
ดัง้เดมิ (pPICZαA-rphyA170)  เช่นเดียวกบัการผลติโปรตีนในระดบัขวดทดลองขนาดเลก็  แตไ่ด้
โปรตีนท่ีผลติได้มีปริมาณมากขึน้  ดงันัน้จงึนํารีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 กลายทัง้ 9 ชนิด  
ได้แก่  Q50A Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P Q50S Q50T และ Q50V                         
ซึง่คาดวา่จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ phytases ไปทําการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ เปรียบเทียบ
กบัรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ดัง้เดมิ ในขัน้ตอนตอ่ไป 
 

ภาพท่ี  4.15 
ผลการวิเคราะห์ 10% SDS-PAGE ของการแสดงออกของโปรตีน PhyA170 ดัง้เดมิและ

โปรตีน PhyA170 กลาย จากรีคอมบแินนท์เซลล์  P. pastoris   
โดยลกูศรแสดงแถบโปรตีนขนาด 66 kDa 

 

 
 
 Lane ท่ี  1 และ 8 = Protein marker 
 Lane ท่ี  2 = โปรตีนดัง้เดมิจากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris   
 Lane ท่ี  3 = โปรตีนกลาย Q50A จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
 Lane ท่ี  4 = โปรตีนกลาย Q50G จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
                 Lane ท่ี  5 = โปรตีนกลาย Q50I จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
 Lane ท่ี  6 = โปรตีนกลาย Q50L จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
                    Lane ท่ี  7 = โปรตีนกลาย Q50N จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
 Lane ท่ี  9 = โปรตีนกลาย Q50P จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
 Lane ท่ี  10 = โปรตีนกลาย Q50S จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris  
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 Lane ท่ี  11 = โปรตีนกลาย Q50T จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
 Lane ท่ี  12 = โปรตีนกลาย Q50V  จากรีคอมบแินนท์ยีสต์ P. pastoris 
 

4.9. การทดสอบหาค่า  pH  และ ระดบัอุณหภมูิที่เหมาะสมต่อการทาํงานของ
เอนไซม์ phytases 

  
              เพ่ือทดสอบวา่การเปล่ียนแปลงชนิดกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ี 50  ของโปรตีน PhyA170  มี
ความสําคญัตอ่ความจําเพาะของเอนไซม์ phytases หรือไม ่  จงึได้ทําการทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซม์ phytases โดยใช้สารละลายตวัอยา่งรีคอมบแินนท์ PhyA170 กลาย จํานวน 9 ชนิด ได้แก่ 
Q50A Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P Q50S Q50T และ Q50V                         
โดยเปรียบเทียบกบั รีคอมบแินนท์ phyA170 ดัง้เดมิ  
           ซึง่ผลจากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytases เพ่ือหาคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การ
ทํางานของเอนไซม์ phytase  เม่ือทําการคํานวณหาคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของเอนไซม์ phytase  
ในแตล่ะระดบั  pH (2-10)  ของแตล่ะชนิดการกลายพบวา่โปรตีนกลาย Q50A Q50I Q50N Q50P 
Q50S Q50T และ Q50V   มีคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase ท่ี  5.5  
ซึง่เป็นคา่เดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ ในขณะท่ีโปรตีนกลาย Q50G และ Q50L จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสม
ตอ่การทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase ท่ี  4.5   ดงัภาพท่ี 4.16  โดยเม่ือเปรียบเทียบคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ ณ สภาวะ pH 5.5  จะพบวา่โปรตีนกลาย  Q50P มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสงูกวา่
โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า   
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ภาพท่ี 4.16 
ผลกราฟแสดงคา่  กิจกรรมของเอนไซม์  ของเอนไซม์ phytase ท่ีคา่ pH 4.5 และ 5.5 
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 จากนัน้เม่ือทําการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytases เพ่ือหาอณุหภมูิท่ี
เหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytases  พบวา่ผลของการทําปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย
ตวัอยา่งรีคอมบแินนท์ PhyA170 กลาย จํานวน 9 ชนิด กบัสารละลายสบัสเทรต 0.5เปอร์เซนต์ 
phytic acid ใน สารละลายบฟัเฟอร์ sodium acetate ความเข้มข้น 100 มิลลโิมลาร์ ท่ีสภาวะ pH 
ท่ีเหมาะสมของโปรตีนกลายแตล่ะชนิด โดยโปรตีนกลาย Q50A Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P 
Q50S Q50T และ Q50V   คือ 5.5 และ คือ 4.5  ท่ีอณุหภมูิ  40 50 60 70 80  และ 90 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และหยดุปฏิกิริยาด้วย stop/color reagent  เม่ือคํานวณคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ phytase พบวา่โปรตีนกลายทัง้ 9 ชนิดมีคา่อณุหภมูท่ีิเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ phytases อยูท่ี่ 50 องศาเซลเซียส ดงัภาพท่ี 4.17 เช่นเดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิโดย
พบวา่คา่กิจกรรมของเอนไซม์ของการทําปฏิกิริยาท่ี pH 5.5 อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ของ
โปรตีนกลาย Q50P มีคา่สงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า     
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ภาพท่ี   4.17 
ผลกราฟแสดงคา่ กิจกรรมของเอนไซม์  ของเอนไซม์ phytase  

ท่ีอณุหภมูิ  40 ถึง 90 องศาเซลเซียส 
 

 
4.10. การทดสอบความทนทานต่อสภาวะความเป็นกรด-เบสและความร้อนของ 
 เอนไซม์  phytase 
 

 ผลจากการทดสอบความทนทานตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบส ของเอนไซม์
phytases  ท่ีเจือจางในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ pH ตัง้แต ่2 ถึง 10  และบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง โดยทําการคํานวณหาคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของเอนไซม์ phytase  
ในแตล่ะระดบั pH ของโปรตีนกลายแตล่ะชนิดและหาคา่ relative activity โดยกําหนดให้คา่
กิจกรรมของของเอนไซม์ phytase ท่ีมีคา่กิจกรรมสงูท่ีสดุ  มีคา่ relative activity  คดิเป็น 100 
เปอร์เซนต์   พบวา่ในช่วง pH 2-10 โปรตีนกลาย Q50N Q50S Q50T มีคา่ relative activity มาก
วา่  60 เปอร์เซนต์   และโปรตีนกลาย Q50A Q50G Q50I Q50L  และ  Q50V   มีคา่ relative 
activity มากกวา่ 50 เปอร์เซนต์ ในขณะท่ีโปรตีนดัง้เดมิมีคา่ relative activity มากกวา่ 60 
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เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 2 ถึง 9 และโปรตีนกลาย Q50P มีคา่ relative activity มากกวา่ 70 
เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 3 ถึง10  ผลทัง้หมดแสดงดงัตารางท่ี  4.2 

ตารางท่ี 4.2 
คา่  relative  activity  ของโปรตีนดัง้เดมิ และโปรตีนกลาย ในช่วง pH 2 ถึง10 

 
ชนิดโปรตนีกลาย Relative activity

Q50A Q50G Q50I Q50L 
Q50V 

pH 2-10>50% activity 

Q50N Q50S Q50T pH 2-10>60% activity 

WT pH 2-9>60% activity 
pH 10 >50% activity 

Q50P pH 2 >60% activity 
pH 3-10>70% activity 

 
 และผลจากการทดสอบความทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ phytases ท่ีอณุหภมูิ
ตัง้แต ่ 50 60 70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส นาน  510 15 30 และ 60 นาที    โดยทําการ
คํานวณหาคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของเอนไซม์ phytase และหาคา่ relative activity โดย
กําหนดให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ phytase ท่ีมีคา่กิจกรรมสงูท่ีสดุ  มีคา่ relative activity  คดิเป็น 
100 เปอร์เซนต์   พบวา่โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ relative activity มากกวา่ 60 เปอร์เซนต์  เม่ือได้รับ
ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที  ดงัภาพท่ี 4.18  แตโ่ปรตีนกลาย Q50I 
และ Q50L  มีคา่ relative activity มากกวา่ 50 เปอร์เซนต์   เม่ือได้รับความร้อนท่ีอณุหภมูิ 90 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที ดงัภาพท่ี 4.19 และ 4.20 ตามลําดบั และโปรตีนกลาย Q50P มีคา่ 
relative activity มากกวา่ 50 เปอร์เซนต์  เม่ือได้รับความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100  องศาเซลเซียส นาน 
5 นาที ดงัภาพท่ี 4.21   
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ภาพท่ี  4.18 
ผลกราฟแสดงคา่ relative  activity ของการทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ phytase (WT) 

 

 
 

ภาพท่ี  4.19 
ผลกราฟแสดงคา่ relative activity ของการทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ phytase (Q50I) 
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ภาพท่ี  4.20 

ผลกราฟแสดงคา่ relative  activity ของการทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ phytase (Q50L) 
 

 
 

ภาพท่ี  4.21 
ผลกราฟแสดงคา่ relative activity ของการทนตอ่ความร้อนของเอนไซม์ phytase (Q50P) 
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4.11. การศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์  phytase 

  
 ผลการศกึษาคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases  จะทําโดยทํา
การทดสอบกิจกรรมของสารละลายตวัอยา่งรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ในสารละลาย
บฟัเฟอร์ 100 มิลลโิมลาร์ sodium acetate pH 5.5 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase  โดย
ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาที กบัสารละลายสบัสเทรต phytic  acid  
ท่ีความเข้มข้น 0.0001 uM – 12.5 mM  เม่ือคํานวณคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ 
phytases จะคํานวณโดยใช้หลกัการของสมการ Michaelis-Menten ซึง่จะใช้โปรแกรม 
KALEIDA-GRAPH  version 3.51 (Synergy) พบวา่โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ Km และ Vmax เท่ากบั   
0.4160  mM  และ 387.09   ตามลําดบั   ดงัภาพท่ี 4.22  สว่น โปรตีนกลาย (Q50L) มีคา่ Km และ 
Vmax เทา่กบั 0.758  mM และ 109.47 U/mg ตามลําดบั ดงัภาพท่ี 4.23 และโปรตีนกลาย (Q50P) 
มีคา่ Km และ Vmax เท่ากบั 0.731  mM และ 513.81  U/mg  ตามลําดบั  ดงัภาพท่ี 4.24 

 
ภาพท่ี 4.22 

ผลกราฟแสดงคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ Km และ Vmax  ของโปรตีนดัง้เดมิ 
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ภาพท่ี  4.23 
ผลกราฟแสดงคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ Km และ Vmax  ของโปรตีนกลาย (Q50L) 
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ภาพท่ี 4.24 

ผลกราฟแสดงคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ Km และ  Vmax  ของโปรตีนกลาย (Q50P) 
 

 
 


