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ขวัญคณิศร  อินทรตระกูล  2551: การโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก Bacillus   
 licheniformis KUB-K0006 ใน Bacillus subtilis  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม)  
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เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ขนไกไดดี จึงถูกนํามาประยุกตใชในการเพิ่มการยอยไดของขนไกปน เพื่อใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว 
แตเช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 มีการสรางเมือกในระหวางกระบวนการหมักทําใหผลผลิตเอนไซมที่ได
ลดลง ดังนั้นจึงไดศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 
เพื่อผลิตเซลลลูกผสมที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสสูง โดยโคลนยีนเคราติเนสจาก  
Genomic library โดยตัดโครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 แบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Bsp143I  
ความเขมขน 0.1 ยูนิตตอไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที แลวเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6  
กิโลเบส เขากับพลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวย BamHI และถายโอนเขาสู Escherichia coli DH5α พบวาโคลน 
e101 มีกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากพลาสมิดไมเสถียรจึงทําใหไม
สามารถตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสได สวนการโคลนยีนเคราติเนสโดยทํา PCR cloning พบยีนเคราติเนส 
ขนาด 1,140 คูเบส ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis  สายพันธุอื่นๆที่มีรายงาน  
ในฐานขอมูล    99  เปอรเซ็นต และเมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซม  
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 และเปรียบเทียบกับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก  
B. licheniformis MKU3,  B. licheniformis RPk และ  B. licheniformis PWD-1 โดยการสรางโมเดลและการระบุ
ตําแหนงของบริเวณเรงอางอิงจากเทมเพลท 1cseE และ 1bh6A ตามลําดับ พบวากรดอะมิโน Lue15, Arg249, 
Ala327 และ Ala376 ของเคราติเนสจาก  B. licheniformis  KUB-K0006 ที่ตางไปจากเอนไซมเคราติเนสอื่น 
ไมไดสงผลใหมีโครงรางสามมิติของเอนไซมตางกัน นอกจากนี้กรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซม  
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ยังอยูที่ตําแหนง Asp137, His168 และ Ser325 เชนเดียวกับ
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่นที่มีรายงานไวในฐานขอมูล จึงทํานายไดวายีนเคราติเนส 
จาก  B. licheniformis KUB-K0006 สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนและเกิดการมวนพับเปนโปรตีนเพื่อสราง
เปนเอนไซมเคราติเนสไดเชนเดียวกับเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่น  ดังนั้นจึงไดทําการ
แสดงออกของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ใน B. subtilis 1A751 โดยใช pHT43 เปน  
ดีเอ็นเอพาหะ และจากการคัดเลือกโคลนดวยการทําพีซีอารพบวาทุกโคลนมียีนเคราติเนสอยู แตโคลนไม
สามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสได  
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                Major Field:  Genetic Engineering, Interdisciplinary Graduate Program.  Thesis Advisor :   
                Assistant Professor Suttipun  Keawsompong, Ph.D.  87 pages. 
 
 
 Keratinase enzyme from Bacillus licheniformis KUB-K0006 was applied to increase the 
digestibility of feather meal. However, the yield of enzyme production was decreased because large amount 
of mucus was produced during bacterial growth. Cloning and expression of keratinase gene from  
B. licheniformis KUB-K0006 were done to construct a recombinant cell that can produce high level of 
keratinolytic enzyme. To clone the keratinase gene, genomic library was constructed by partial digestion of 
the chromosomal DNA from B. licheniformis KUB-K0006 with 0.1 U/µl of Bsp143I at 37 °C, 30 minutes. 
The cut DNA sized 2 to 6 Kb was ligated with BamHI digested pHT43. Transformation of recombinant DNA 
into Escherichia coli DH5α was done and 5.73 U/ml of the keratinase activity was detected from clone 
named e101. However, the cloned keratinase gene could not be analyzed because of its plasmid instability.  
The 1,140 bp keratinase gene was successfully cloned by PCR. This gene was predicted the protein structure 
and compared with the model of keratinase gene from B. licheniformis MKU3, B. licheniformis RPk and  
B. licheniformis PWD-1 by Homology modeling. Model construction and identification of active site were 
based on template 1cseE and 1bh6A, respectively. The results of homology modeling showed that the model 
of keratinase gene from B. licheniformis KUB-K0006 had the same structure with other models even there 
were differences of amino acid at Lue15, Arg249, Ala327 and Ala376. In addition, the amino acids in active 
site were also located in the same position; Asp137, His168 and Ser325, on the model. Based on the similarity 
of the model, the keratinase gene from B. licheniformis KUB-K0006 could be translated to mature protein and 
form the active keratinase same as reported B. licheniformis keratinase sequences in database. Expression of 
this keratinase gene was done in B. subtilis 1A751 using pHT43 as a vector. Keratinase gene was detected in 
all clones by PCR but keratinase activity was not detected in these clones. 
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1 แหลงของจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได     6 
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7 กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสจากโคลน e101   41 
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ฐานขอมูลดวยโปรแกรม blastx   46 
9 ผลการวิเคราะหลําดับเบสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปรียบเทยีบกับ

ฐานขอมูลดวยโปรแกรม blastn   47 
10 เทมเพลทในการสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis                

สายพันธุตางๆกับโดยใชโปรแกรม Swiss-model   51 
11 ตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis 

แตละสายพนัธุเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ subtilisin DY จาก        
B. licheniformis (PDB code: 1bh6A)   54 

 



 
 
 
                                                                                                       

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  
1 โครงสรางของเคราติน       4 
2 กลไกการทํางานของ serine protease      12 
3 แสดงลักษณะของพลาสมิด pHT43      15 
4 โครโมโซมจาก  B. licheniformis KUB-K0006      37 
5 พลาสมิด pHT43      37 
6 ลักษณะของโครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวย

เอนไซม Bsp143I แบบไมสมบูรณ     39 
7 พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI     40 
8 การตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสจากโคลน e101 โดยการตดัดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ    42 
9 ผลิตภัณฑจากการทําพีอารโดยใชไพรเมอร FK และ RK จาก                     

 B. licheniformis KUB-K0006    44 
10 ลําดับเบสยีนและลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก B. licheniformis 

KUB-K0006    45 
11 Multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก                  

B. licheniformis KUB-K0006 เทียบกับลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม                 
เคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืนที่สืบคนไดจากฐานขอมูล 

  
  

   48 
12 โมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุตางๆและ                 

B. pumilus ที่ไดจากการจําลองโครงรางสามมิติโดยใชโปรแกรม Swiss-model   52 
13 Multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก 

B. licheniformis KUB-K0006, B. licheniformis PWD-1, B. licheniformis 
MKU3 และ B. licheniformis RPk เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของ
เอนไซม subtilisin DY จาก B. licheniformis (PDB code: 1bh6A)   55 

(3) 



 
 
 
                                                                                                       

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที่ หนา 
  
14 ตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก 

B. licheniformis KUB-K0006, B. licheniformis MKU3, B. licheniformis RPk,  
B. licheniformis PWD-1 และ  B. pumilus       

  
 

  58 
15 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis KUB-K0006 กับ B. licheniformis MKU3 
 

   59 
16 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis   KUB-K0006 กับ B. licheniformis RPk    59 
17 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis KUB-K0006 กับ B. licheniformis PWD-1    60 
18 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis  KUB-K0006 กับ B. pumilus    60 
19 ผลการทําพีซีอารเพื่อเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

ดวยไพรเมอร NFK และ ARK    63 
20 ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ถูกตดัดวยเอนไซม BamHI และ AatII    63 
21 ผลการตรวจสอบโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis 

KUB-K0006 เขากับพลาสมิด pHT43 โดยการทําพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร             
(ก) NFK-ARK และ (ข) FSq-RSq    64 

22 ผลการตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอโดยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ 
AatII    65 

23 ลําดับเบสของยีนเคราติเนสเมื่อเชื่อมตอกบัพลาสมิด pHT43    66 
24 ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสโดยการทําพซีีอารดวยไพรเมอร 

NFK และ ARK    67 
25 ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสโดยการทําพซีีอารดวยไพรเมอร FSq 

และ RSq    68 
 

(4) 



 
 
 
                                                                                                       
การโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก Bacillus licheniformis KUB-K0006 

ใน Bacillus subtilis 
 

Cloning and Expression of Keratinase Gene from Bacillus licheniformis            
KUB-K0006 in Bacillus subtilis 

 
คํานํา 

 
 ปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตไกเนื้อในประเทศไทยไดมีการพัฒนาไปอยางรวดเร็ว ทําให
เกิดทั้งผลพลอยไดและของเหลือทิ้งตามมามากมาย โดยเฉพาะขนไกซ่ึงพบมากที่สุด คือ ประมาณ   
4  ถึง 7 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัวไก (Baker et al.,1981) เนื่องจากขนไกมีโครงสรางหลักเปน             
เคราตินทําใหไมสามารถยอยสลายไดอยางรวดเร็วตามธรรมชาติ จึงกอใหเกิดปญหาในการกําจัด
และปญหาสิ่งแวดลอมตามมา ซ่ึงเคราตินในขนไกประกอบไปดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ทําใหมี
แนวคิดที่จะนําเอาขนไกมาแปรรูปเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตวเพื่อลดตนทุนการผลิต  และ
เนื่องจากพันธะไดซัลไฟดของกรดอะมิโนซิสเทอีน (cystein)  ภายในโครงสรางของเคราติน  ทําให 
ขนไกมีคุณสมบัติไมละลายน้ําและไมสามารถยอยสลายไดดวยเอนไซมโปรติเอสทั่วไป  ดังนั้นจึง
ตองมีการยอยสลายขนไกกอนที่จะนําไปเปนอาหารสัตว  
 

ในการนําขนไกมาแปรรูปเพื่อเปนอาหารสัตว สามารถทําไดโดยนําขนไกไปผาน
กระบวนการอบดวยไอน้ําภายใตความดันสูง (Baker et al., 1981)  แตพบวาวิธีการนี้ทําใหคุณคา
ทางโภชนาการลดลงเพราะความรอนมีผลตอกรดอะมิโนบางชนิด จึงไดมีการนําเอาสารเคมีมาใช
ในการยอยขนไก (Latshaw et al., 1994) ซ่ึงมีขอเสียคือ สารเคมีราคาแพงและยากตอการควบคุม   
ในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงมีการศึกษากระบวนการยอยสลายขนไกโดยวิธีทางชีวภาพ
ดวยเอนไซมที่สามารถยอยสลายขนไกได คือ เอนไซมเคราติเนส ซ่ึงการทํางานของเอนไซม           
เคราติเนสไมตองใชความรอนสูงกรดอะมิโนจึงไมถูกทําลาย ทําใหไดขนไกปนที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูงกวาวิธีอ่ืน นอกจากนี้ยังไมจําเปนตองแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑหลังเสร็จสิ้น
กระบวนการผลิตเพราะเอนไซมถูกทําใหเสียสภาพไดงาย อีกทั้งยังปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมดวย 

 
สุทธิพันธุ (2540) ไดทําการแยกเชื้อจุลินทรียจากบริเวณฟารมไกเนื้อในประเทศไทย         

พบเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายขนไกได 2 สายพันธุ คือ Bacillus licheniformis KUB-K0006 
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และ Bacillus pumilus KUB-K0082 โดย  B. licheniformis KUB-K0006 มีความสามารถในการยอย              
ขนไกไดสูงถึง 91.85 เปอรเซ็นต  จึงสามารถนําไปประยุกตใชในการยอยสลายขนไกเพื่อใหได
อาหารสัตวที่มีคุณคาทางโภชนาการสูงขึ้น  อีกทั้งยังเปนการเพิ่มคุณคาทางเศรษฐกิจและชวยลด
ปญหาส่ิงแวดลอมดวย แตในกระบวนการผลิตเอนไซมเคราติเนสโดยใช B. licheniformis KUB-
K0006 นั้นการเก็บเกี่ยวเอนไซมเปนไปไดคอนขางยาก เนื่องจากมีการสรางเมือกในระหวาง
กระบวนการหมัก ทําใหผลผลิตของเอนไซมเคราติเนสที่ตองการลดลง  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษา
การโคลนยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K006 โดยใชเซลลเจาบานเปนเชื้อ B. subtilis  
1A751 ซ่ึงเปนสายพันธุกลายที่ไมผลิต neutral protease และ alkaline protease เพื่อใหไดเชื้อ                 
จุลินทรียสายพันธุใหมที่สามารถผลิตและเก็บเกี่ยวเอนไซมเคราติเนสไดสูงขึ้น   
 
  
 

 
 
 



 
 
 
                                                                                                       

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อโคลนยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006  
 
2. เพื่อสรางเซลลลูกผสมของเชื้อ B. subtilis  ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 
 
3. ศึกษาลักษณะของเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจากเซลลลูกผสม 



 
 
 
                                                                                                       

การตรวจเอกสาร 
 
 
1. เอนไซมเคราติเนส   
 

เอนไซมเคราติเนส เปนเอนไซมในกลุมโปรติเอสซึ่งสามารถยอยโปรตีนที่มีโครงสราง
ซับซอนอยางเคราตินได    โดยเคราตินเปนองคประกอบหลักในผม เล็บ ขนไก ขนและเขาสัตว
ตางๆ เนื่องจากเคราตินประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด และมีการสรางพันธะไดซัลไฟด
ระหวางซิสเทอีน (cysteine) ทําใหเคราตินมีคุณสมบัติไมละลายน้ําและยอยสลายไดยาก 
(Papadopoulos et al., 1986)  โดยภายในโครงสรางของเคราตินจะมีลักษณะเปนสายเปปไทดสอง
สายจับกันหมุนเปนเกลียวเวียนขวา แลวเปปไทดเกลียวคูสองสายจะจับกันเปนเกลียวเวียนซาย
เรียกวา ซุปเปอรเฮลิค   (superhelix)  และไดเมอรของซุปเปอรเฮลิคจะมาจับกันเปนเตตระเมอร 
กลายเปนโปรโตฟลาเมนต (protofilament) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3 นาโนเมตร และ
ทายสุดโปรโตฟลาเมนต 8 สาย  จะมารวมตัวกันเปน intermediate  filament ซ่ึงมีเสนผานศูนยกลาง 
10 นาโนเมตร ดังแสดงในภาพที่ 1 

 

 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางของเคราติน 
ท่ีมา: Koolman and Roehm (2005) 



 

5

คุณสมบัติของเอนไซมเคราติเนสจะแตกตางกันตามแหลงของเอนไซม  จากการศึกษา
ลักษณะของเอนไซมเคราติเนสจากหลายๆแหลงพบวา สวนใหญเชื้อจุลินทรียจะผลิตเอนไซม   
เคราติเนสออกนอกเซลล   โดยเอนไซมจะทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกลางจนถึงดางและที่อุณหภูมิ
ตั้งแต 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส (Gupta and Ramnani, 2006) สวนน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม   
เคราติเนสก็มีหลากหลายเชนกัน โดยขนาดเล็กสุดคือ  18 กิโลดาลตัน จาก Streptomyces 
albidoflavus SL1-02  และเอนไซมเคราติเนสขนาดใหญที่สุดผลิตจาก Kocuria rosea  ซ่ึงมีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงถึง 240 กิโลดาลตัน (Bernal et al., 2003) 

 
ปจจุบันความสามารถของเอนไซมเคราติเนสในการยอยเคราตินถูกนําไปประยุกตใชใน

ดานตางๆมากมาย ไมวาจะเปนดานอุตสาหกรรม การเกษตร และการแพทย นอกจากนี้เอนไซม    
เคราติเนสจาก Bacillus licheniformis PWD-1 ยังถูกนําไปผลิตเพื่อจําหนายเปนสารเติมแตงใน
อาหารสัตวโดยใชช่ือวา Versazyme ซ่ึงเปนลิขสิทธิ์ของ BioResource International Inc (BRI) ของ
สหรัฐอเมริกา (Wang et al., 2006) 

 
2. แหลงของเอนไซมเคราติเนส   
 

เอนไซมเคราติเนสสามารถผลิตไดจากทั้งแบคทีเรีย  แอคติโนมัยซิส และรา (ตารางที่ 1) ซ่ึง
คุณสมบัติของเอนไซมที่ผลิตไดจะแตกตางกันไปตามแตชนิดของจุลินทรีย โดยแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตเอนไซมเคราติเนสมักพบในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก โดยเฉพาะกลุมของ Bacillus 
นอกจากนั้นพบวากลุมของ Lysobacter, Nesternokia, Kocuria และ Microbacterium สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดเชนกัน   สวนแบคทีเรียแกรมลบที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสพบไดใน
กลุม Vibrio, Xantomonas, Fervidobacterium และ Chryseobacterium (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
แอคติโนมัยซิสที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสสวนใหญอยูในกลุมของ Streptomyces 

เชน S. fradua, S. pactum, S. albidoflavus, S. termoviolaccus SD8 และ S. graminogaciens และ
กลุมของ Thermoactonomyces เชน T. candius (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
สวนราที่ผลิตเอนไซมเคราติเนสมีหลายกลุม เชน Chrysosporium, Aspergillus, Alternaria, 

Trichurus, Urocladium และ Penicillium เปนตน แตไมนิยมใชราในการผลิตเอนไซม                      
เคราติเนสเนื่องจากสวนใหญเปนเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคผิวหนัง (Gradisar et al., 2000) 
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ตารางที่ 1  แหลงของจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได 
 

จุลินทรีย ที่มา 
แบคทีเรีย :  

Bacillus licheniformis PWD-1 Williams et al., 1990 
Bacillus subtilis S14 Macedo et al., 2005 
Bacillus pumilus,  Bacillus licheniformis and 
Bacillus cereus 

 
Kim et al., 2001 

Bacillus psuedofirmus Gessesse et al., 2003 
Bacillus macroides  and   Bacillus  cereus Lucas et al., 2003 
Bacillus licheniformis  KUB-K0006 and 
Bacillus   pumilus KUB-K0082 

สุทธิพันธุ, 2540 

Fervidobacterium pennavorans Friedrich and Antranikian, 1996 
Kocuria rosea Bernal et al., 2006a 

  
รา :  

 Aspergillus fumigatus Santo et al., 1996 
Doratomyces microsporus Gardisar et al., 2000 

  
แอคติโนมัยซีส :  

Terrabacter terrae Montero-Barrientos et al., 2005 
Streptomyces pactum DSM 40530 Böckle et al., 1995 
Streptomyces albidoflavus K1-02 Bressolier et al., 1999 
Streptomyces thermoviolaceus Chitte et al., 1999 
Thermoactinomyces keratinolyticum Hussein and Swelim, 1995 
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3. การจัดหมวดหมูของเอนไซมเคราติเนส 
 

เอนไซมเคราติเนสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส ซ่ึงสามารถแบงกลุมไดเชนเดียวกับ
เอนไซมไปรติเอสชนิดอื่นๆ โดยตามหลักของ International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology (IUBMB) สามารถแบงโปรติเอสหรือเปปติเดสออกเปนทั้งหมด 13 sub-subclass ดังแสดง
ในตารางที่ 2 ซ่ึงทั้ง 13 sub-subclass นี้ สามารถแบงตามกลไกการทํางานไดเปน 2 กลุมใหญ คือ 
Exopeptidases และ Endopeptidases  
 

3.1 Exopeptidases (EC 3.4.11.- ถึง EC 3.4.19.-) 
 

เปนโปรติเอสที่ยอยลายพันธะเปปไทดจากปลายสายของโปรตีน ซ่ึงเมื่อแบงตาม
ตําแหนงการตัดสามารถจัดกลุมไดดังนี้ 

 
3.1.1 Aminopeptidases (EC 3.4.11.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดจากทาง

ปลายอะมิโน  N-terminal ของโปรตีนทีละหนึ่งหนวย ถาตัดทีละสองหรือสามหนวยจะเรียก
เอนไซมนี้วา dipeptidyl peptidase หรือ tripeptidyl peptidase (EC 3.4.14.-) ตามลําดับ 
 

3.1.2 Carboxylpeptidases (EC 3.4.16.- ถึง EC 3.4.19.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลาย
พันธะเปปไทดทางดานปลายคารบอกซิล (C-terminal) ของโปรตีนทีละหนึ่งหนวย ถาตัดทีละสอง
หนวยจะเรียกเอนไซมนั้นวา peptidyl dipeptidases (EC 3.4.15.-)  และเมื่อแบงตาม catalytic group 
ที่บริเวณเรง (active site) ของเอนไซม สามารถแบงเอนไซมกลุมนี้ออกไดเปน 3 กลุม  serine-type 
carboxyl peptidases (EC 3.4.16.-) metallocarboxypeptidases (EC 3.4.17.-) และ cysteine-type 
carboxypeptidases (EC 3.4.18.-) 
 

3.1.3 Omega peptidases (EC 3.4.19.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดไดทั้ง
ปลายอะมิโนและปลายคารบอกซิลของโปรตีน 
 

นอกจากนี้ยังมีเอนไซม dipeptidases (EC 3.4.13.-) ซ่ึงเปนเอนไซมกลุมหนึ่งที่จัดอยูใน
กลุมของ exopeptidases โดย dipeptidases นี้เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอ dipeptide substrate 
บริเวณปลายสายพันธะเปปไทดของโปรตีน 
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 3.2 Endopeptidases (EC 3.4.21.- ถึง EC 3.4.29.- และ EC 3.4. 99.-) 
 

เปนโปรติเอสที่ยอยสลายพันธะเปปไทดอยางอิสระภายในสายโปรตีน เมื่อแบงตาม
กลไกการทํางานและความจําเพาะของเอนไซม สามารถแบง Endopeptidases ไดเปน 4 กลุม ไดดังนี้ 
 

3.2.1  Serine endopeptidases (EC 3.4.21.-) เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซีรีน(serine) 
อยูในตําแหนงที่เปนบริเวณเรง เอนไซมกลุมนี้จัดเปนประเภท alkaline protease โดยมีพีเอชท่ี
เหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมอยูในชวง 7 ถึง 11  โดยทั่วไปเอนไซมในกลุมนี้จะถูกยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซมโดยสาร diisopropyl-phosphofluoridate (DFP)  ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับหมู                  
ไฮดรอกซิล (OH) ของอนุมูลซีริล (seryl residue) ในบริเวณเรงของเอนไซม นอกจากนี้ยังสามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไดดวย phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF), chymostatin, 
trypsin-like serine proteinases (TLCK) เปนตน 
 

3.2.2 Cysteine endopeptidases (EC 3.4.22.-) เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซิสเทอีน 
(cysteine) อยูตรงบริเวณเรง จัดวาเปน neutral protease โดยพีเอชที่เหมาะสมกับการทํางานของ
เอนไซมอยูระหวาง 6-7.5 และกิจกรรมของเอนไซมจะถูกยับยั้งโดยสารที่เรียกวา sulfhydryl 
reagents เชน β-mercaptoethanol, Iodoacetic acid (IAA) และ cystatin เปนตน โดยมีผลตออนุมูล
ของซัลไฟดริลที่บริเวณเรง ทําใหสูญเสียกิจกรรมในที่สุด  
 

3.2.3 Aspartic endopeptidases (EC 3.4.23.-) เปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในพีเอช 
ระหวาง 2 ถึง 4 จัดอยูในประเภท acid proteases สารที่มีผลยับยั้งตอการทํางานของเอนไซม คือ  
pepatatin, densyl-pepstatin และ α2 Macroglobulin   
 

3.2.4 Metallo endopeptidases (EC 3.4.24.-) เปนโปรติเอสที่ตองการอิออนของโลหะ
ในการทํางานของเอนไซม สามารถถูกยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดโดย metal-chelating agents 
เชน 1, 10-phenanthroline, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) และ phosphoramidon เปนตน 
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ตารางที่ 2  การจัดหมวดหมูของเอนไซมโปรติเอสตามระบบของ  IUBMB 
 

Sub-subclass Type of peptidase Number of entries 
3.4.11.- 
3.4.13.- 
3.4.14.- 
3.4.15.- 
3.4.16.- 
3.4.17.- 
3.4.18.- 
3.4.19.- 
3.4.21.- 
3.4.22.- 
3.4.23.- 
3.4.24.- 
3.4.99.- 

Aminopeptidases 
Dipeptidases 
Dipeptidyl-peptidases 
Petidyl-peptidases 
Serine-type carboxypeptidases 
Metallocarboxypeptidases 
Cysteine-type carboxypeptidases 
Omega peptidases 
Serine endopeptidases 
Cysteine endopeptidase 
Aspartic endopeptidase 
Metalloendopeptidase 
Endopeptidases of unknown type 
Total 

19 
12 
8 
3 
4 
19 
1 
11 
75 
26 
32 
69 
2 

281 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Rao et al. (1998) 
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เอนไซมเคราติเนสสวนใหญเปนเอนไซมในกลุมของ serine protease (ตารางที่ 3) โดย 
serine protease  จะมีการจัดกลุมเปนแฟมิล่ี (family) และแฟมิล่ีจะถูกจัดแบงกลุมเปนแคลน (Clan) 
โดยใชความคลายคลึงกันของโครงสรางเอนไซมและลําดับของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปนเกณฑ
ในการจัดหมวดหมู  โดย serine protease ประกอบดวยแคลน SA, SB, SC, SE, SF, SH และ SK ซ่ึง
แตละแคลนจะมีลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
 

ตารางที่ 3  คุณสมบัติของเอนไซมเคราติเนสจากแบคทีเรียบางสายพันธุ 
 

Producer bacteria Catalytic 
type 

Molecular 
mass  (kDa) 

Optimum 
pH 

reference 

B. licheniformis PWD-1 Serine 33 7.5 Lin et al.,1992 
B. subtilis KS-1 Serine 25.4 7.5 Suh and Lee, 2001 
B. pseudofirmus FA30-10 Serine 27.5 9-10 Kojima et al., 2006 
S. pactum DSM49530 Serine 30 7-10 Böckle et al., 1995 
S. albidoflavus K1-02 Serine 18 6-9.5 Bressolier et al., 

1999 
F. pennavorans Serine 130 10 Friedrich and 

Antranikian, 1996 
X. maltophilia POA-1 Serine 36 8 De Toni et al., 2002 
Vibrio sp. kr2 Serine 30 8 Sangali and 

Brandelli, 2000a 
Chryseobacterium sp. kr6 Metallo 64 7.5 Riffel et al., 2007 
Microbacerium sp. kr10 Metallo 42 7.5 Thys and Brandelli, 

2006 
Kocuria rosea LPB-3 Serine 240 10 Bernal et al., 2006a 
 
ท่ีมา: Brandelli (2007) 
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เอนไซมเคราติเนสที่พบใน Bacillus sp. สวนใหญจัดอยูในแคลน SB ซ่ึงมีลําดับ
กรดอะมิที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser (ตารางที่ 4)  โดยซีรีน (serine) ทําหนาที่เปน neucleophile 
แอสพาเตท (aspartate) ทําหนาที่เปน electrophile และ ฮิสทิดีน (histidine) ทําหนาที่เปนเบส   ซ่ึง
กลไกการทํางานของ serine protease ประกอบดวยสองขั้นตอน คือ catalysis โดยเอนไซมจับกับ
สับสเตรทที่ตําแหนงของซีรีนในบริเวณเรง ทําใหเกิดประจุลบและอยูในสภาวะ tetrahedral 
transition state    ทําใหพันธะเปปไทดถูกตัดออกไดผลิตภัณฑเปนเอมีน สวนที่ยังจับอยูกับเอนไซม
จะเกิด   acyl-enzyme intermediate แลวเขาสูขั้นตอน deacylation ซ่ึง acyl-enzyme intermediate  จะ
ถูกไฮโดรไลซดวยน้ําทําใหพันธะระหวางเอนไซมกับสับสเตรทถูกทําลาย ดังแสดงในภาพที่ 2 

 
ตารางที่ 4  การจัดหมวดหมูของ serine protease โดยใชความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน 
                  โครงสรางและลําดับของกรดอะมิโนในบริเวณเรงของเอนไซม 
 

Sub-subclass Clans Families Catalytic residues 
Serine 

(EC 3.4.21.-) 
SA S1-S3, S6, S7, S29-

S32, S35, S43 
His-Asp-Ser 

 SB S8, S53 Asp-His-Ser 
 SC S9, S10, S15, S28, 

S33, S37 
Ser-Asp-His 

 SE S11-S13 Ser-Lys(SXXK) 
 SF S24, S26, S41, S44 Ser-Lys-(His) 
 SH S21 His –Ser-His 
 SK S14 Ser-His 

 
ท่ีมา: Rawlings (2008) 
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ภาพที่ 2  กลไกการทํางานของ serine protease 
ท่ีมา: Jakubowski (2008) 
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4. การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนจาก Bacillus sp. 
 

4.1 เซลลเจาบาน   
 

Escherichia coli เปนแบคทีเรียแกรมลบที่นิยมนํามาใชในการโคลนและศึกษาการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนตโปรตีนหลายชนิด เนื่องจากโตเร็ว เล้ียงไดงาย อีกทั้งยังมีการศึกษา
กระบวนการตางๆภายในเซลลและมีการศึกษาแผนที่จีโนมทั้งหมดของ E. coli  แลว อยางไรก็ตาม
ปญหาที่พบเมื่อใช E. coli เปนเซลลเจาบาน คือโปรตีนที่ผลิตไดมักจะสะสมอยูที่โปรโตพลาสต
และชองวางภายในเซลล  ซ่ึงการสะสมของเอนไซมไวในเซลลนี้ทําใหโปรตีนเกิดการจับกันอยูใน
รูปที่ไมละลายน้ํา เกิดการมวนพับของโปรตีนที่ผิดปกติไป ทําใหเอนไซมที่ผลิตไดไมสามารถ
ทํางานไดตามปกติ (Schallmey et al., 2004)  ดังนั้นจึงมีความสนใจในการผลิตรีคอมบิแนนต
โปรตีนโดยใช B. subtilis เปนเซลลเจาบาน เนื่องจาก B. subtilis เปนเชื้อที่ไมกอโรค ไมมีปญหาใน
เร่ือง  codon bias  และสามารถผลิตเอนไซมออกสูอาหารไดโดยตรงทําใหเก็บเกี่ยวเอนไซมไดงาย 
นอกจากนี้กระบวนการถอดรหัส (transcription) การแปรรหัส (translation) และเทคนิคทาง             
พันธุวิศวกรรมใน B. subtilis ไดมีการศึกษากันอยางกวางขวางแลว  (Wong, 1995) แตเนื่องจาก              
B. subtilis สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสไดหลายชนิด ซ่ึงอาจสงผลใหรีคอมบิแนนตโปรตีนที่
ผลิตไดจะถูกทําลายดวยโปรติเอสจากเซลลเจาบาน ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุของ 
B. subtilis ใหผลิตโปรติเอสนอยลง เชน  B. subtilis 1A751, B. subtilis WB600 และ B. subtilis 
DB104  เปนตน ทําใหไดผลผลิตของรีคอมบิแนนตโปรตีนสูงขึ้น อีกทั้ง  B. subtilis ยังสามารถเลี้ยง
ไดงาย โตเร็ว  ซ่ึงเปนขอดีกวาเชื้อจุลินทรียอ่ืนๆ เชน รา ยีสต และบาซิลลัสชนิดอื่นๆ ซ่ึงยากแกการ
ควบคุมในการเจริญ ตลอดจนใชระยะเวลาในการเจริญเติบโตในการหมักนานกวาและผลิตโปรตีน
ที่สนใจไดนอยกวา 
 

4.2 พลาสมิด   
 

ดีเอ็นเอพาหะที่นํามาใชกับ  B. subtillis ไดมาจากหลายแหลงดวยกัน เชน พลาสมิดที่
ไดมาจาก Straphylococcus aureus ไดแก pUB110, pC194 และ pE194 พลาสมิดที่ไดจาก 
Corynebacterium xerosis ไดแก pTZ12 และ pGDV1  พลาสมิดขนาดเล็กที่ไดจาก Lactococcus  
lactis ไดแก pWVO1 , pGK12 และ pSH71 นอกจากนี้ยังมีพลาสมิดที่ไดจาก Bacillus sp. ดวย 
ไดแก pTA1060 , pLS11 และ pBAA1 (Harwood and Cutting ,1990) 
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ปจจุบันมีการสราง shuttle vector หลายชนิดเพื่อใชในการโคลนและผลิตรีคอม-
บิแนนตโปรตีนใน B. subtilis  เชน pSUGV4   ซ่ึงเปน E.coli-B. subtilis shuttle vector  ที่มียีน
ตานทานคานามัยซินและแอมพิซิลลิน โดยมีสวนของ multiple cloning site จาก pUC18 ไดถูก
นํามาใชในการโคลนยีน subtilisin DFE เพื่อผลิต fibrinolytic enzyme ใน B. subtilis WB600    
(Pang et al., 2003) 

 
pHY300PLK เปน E.coli- B. subtilis shuttle vector ที่ผลิตโดยบริษัทยาคูลท (Yakult)  

ซ่ึงสรางจากพลาสมิด pACYC177 ของ E. coli และ pAMα1 ของ Streptococcus faecalis โดยมียีน
ตานทานตอเตตระไซคลินและแอมพิซิลลินเปนยีนที่ใชในการคัดเลือก โดยในป 2003 Ogawa และ
คณะ ไดนําเอาพลาสมิด pHY300PLK มาใชในการโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนที่
ควบคุมการผลิต FT protease จาก alkaliphilic Bacillus และใชในการโคลนยีน apr ซ่ึงเปนยีน
ควบคุมการผลิตเอนไซม alkaline protease จาก B. licheniformis 2709 ดวย (Tang et al., 2004) 

 
Nguyen et al. (2005) ไดสราง expression vector สําหรับ B. subtilis จาก pMTLBS72 

ซ่ึงเปน E. coli-B. subtilis shuttle vector ที่มีจุดเริ่มตนของการจําลองตัวเอง (origin of replication) 
จากพลาสมิด pBS72 และ pBR322 โดยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตรีคอมบิแนนตโปรตีนไดดวย
การใช strong ribosome binding site ของยีน gsiB และใชโปรโมเตอรที่เหนี่ยวนําไดดวยสารและ
สภาวะตางๆ ไดแก pHCMC03 มีโปรโมเตอร PgsiB ซ่ึงเหนี่ยวนําไดดวยความรอน กรด และเอทา-
นอล pHCMC04 มีโปรโมเตอร PxylA ที่สามารถเหนี่ยวนําไดดวยไซโลส และ pHCMC05 ซ่ึงมีโปร
โมเตอร Pspac ที่เหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไดดวยการเติม IPTG 

 
Phan et al. (2006) ไดสราง pNDH37 ซ่ึงเปน expression vector ของ B. subtilis  โดย

การนําเอา  pHCMC05 มีโครงสรางโดยนําโปรโมเตอรของ groE operon มาแทนในตําแหนงของ
โปรโมเตอร Pspac นอกจากนั้นยังมีการตัดตอ signal peptide ของยีน AmyQ จาก                           
B. amyloliquefaciens เพื่อใหสามารถผลิตโปรตีนออกสูอาหารไดโดยตรง  และเมื่อทําการโคลนยีน 
celA และ celB ซ่ึงเปนยีนเซลลูเลสจาก clostridium thermocellum  เพื่อผลิตเอนไซมใน B. subtilis 
1012 พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมไดสูงขึ้นเมื่อเหนี่ยวนําดวย IPTG และพบวาเอนไซมไมมี
การผลิตลดลงถึงแมจะผานการเหนี่ยวนําไปแลวถึง 6 ช่ัวโมง ปจจุบันไดถูกจําหนายโดยบริษัท              
Mo Bi Tec โดยใชช่ือวา pHT43 (ภาพที่ 3) 

 
 



 

15

 

 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 3  ลักษณะของพลาสมิด pHT43 
ท่ีมา: MoBiTec.GmbH (2007) 
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4.3 การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของเอนไซมในกลุมของเคราติเนสจาก   
Bacillus sp.   
 

ปจจุบันนักวิจัยไดทําการศึกษาการโคลนยีนในกลุมของเคราติเนสอยางมากมาย โดยมี
วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดดี
ยิ่งขึ้น Joop et al. (1991) ไดโคลนยีนที่ผลิตเอนไซม alkaline serine protease จาก B. alcalophilus 
pB92 ATTCC 31408 โดยใช pUB110 เปนเวคเตอรในการถายโอนยีนเขาสู B. subtilis 1A40 พบวา
โคลนสามารถผลิตเอนไซม alkaline serine protease ไดในปริมาณสูง แตเนื่องจากพลาสมิดไม
เสถียร จึงไดถายโอนพลาสมิดที่ไดเขาสู B. alcalophilus pB92 พบวาโคลนมีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมไดดีกวาสายพันธุดั้งเดิมและพลาสมิดก็มีความเสถียรมากขึ้นดวย 

 
Maciver et al. (1994) ศึกษายีนของ serine protease จาก Bacillus ssp. Ak1 โดยวิธี 

PCR เพื่อโคลนยีนและผลิตเอนไซมใน E. coli โดยใช pJLA602 เปนเวคเตอร โดยสามารถผลิต
เอนไซมออกนอกเซลลไดดวยการใช signal peptide ของยีน atpE และเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน    
ตัวแรกเปนกลูตามีน 

 
Lin et al. (1995)  ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  kerA ซ่ึงผลิตเปนเอนไซม  

เคราติเนส จาก B. licheniformis PWD-1 พบวายีนนี้มีความเหมือนกับ Subtilisin Carlsberg ของ            
B. licheniformis NCIB 6816 ถึง 97 เปอรเซ็นต  จากนั้นไดทําการโคลนและศึกษาการแสดงออก
ของยีน  kerA ใน B. subtilis โดยพบวาเมื่อใชโปรโมเตอร P43 ชวยในการผลิตเอนไซมเคราติเนส  
โคลนจะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงกวาการผลิตเอนไซมเคราติเนสโดยใชยีน  kerA  เพียงอยางเดียว 
(Lin et al., 1997)  อยางไรก็ตามผลผลิตที่ไดก็ไมเพียงพอตอการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  อีกทั้ง
ยังพบปญหาความไมเสถียรของพลาสมิด เนื่องจาก segregation instability ของพลาสมิดในระหวาง
กระบวนการหมัก (Wang and Shih, 1999)  นักวิจัยจึงไดโคลนยีน kerA เพื่อผลิตเอนไซมเคราติเนส
ใน Pichia pastoris โดยใชพลาสมิด pPIC7α  ซ่ึงควบคุมการผลิตเอนไซมโดยใชโปรโมเตอร 
AOX1 พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสไดสูงกวา B. licheniformis PWD-1 โดย
คุณสมบัติของเอนไซมที่ไดมีความคลายคลึงกับเอนไซมที่ผลิตจากสายพันธุดั้งเดิม ยกเวนน้ําหนัก
โมเลกุลที่เพิ่มสูงขึ้นจาก 31 กิโลดาลตัน เปน 39 กิโลดาลตัน เนื่องจากใน P. pastoris มีกระบวนการ
ไกลโคซิเลชั่นซึ่งเปน postranslation modification โดยการเติมหมูน้ําตาลเขาในสาย โพลีเปปไทด 
ทําใหโปรตีนที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลสูงขึ้น (Porres et al., 2002) และเพื่อเพิ่มผลผลิตของเอนไซม
เคราติเนสจึงไดทําการอินตริเกรทยีน kerA เขาสูโครโมโซมของ  B. licheniformis T399D  ดวย
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เวคเตอร pLAT10 นอกจากนี้ยังไดเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมเคราติเนสดวยการใช               
โปรโมเตอร P43 เชื่อมตอกับยีน kerA พบวา โคลนมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสได
สูง แตความสามารถในการผลิตเอนไซมไมไดแปรผันตรงกับจํานวนของยีน kerA ที่อินตริเกรทเขา
ไป ซ่ึงจํานวนยีนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเคราติเนส คือ 3-5 copy number (Wang et al., 
2004) 

 
Ogawa et al. (2003) ศึกษายีน FT protease ซ่ึงผลิตเอนไซมในกลุม  subtilisase ที่มี

น้ําหนักโมเลกุลสูงถึง  68.5 กิโลดาลตัน จาก Bacillus sp สายพันธุ KSM-KP43 โดยโคลนยีนเขาสู 
B. subtilis KSM-9865   ใชเวคเตอร pHY300PLK พบวายีนนี้มี  open reading frame ขนาด 2,427 คู
เบส ที่ประกอบไปดวย  prepro-peptide ขนาด 152  อะมิโน และ mature protein 656 อะมิโน  

 
Tang et al. (2004)  โคลนยีน apr ของเอนไซม alkaline protease จากเชื้อ                           

B. licheniformis 2709  โดยใชโปรโมเตอร P43 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม โดยเชื่อมตอ
กับพลาสมิด pHY300PLK เพื่อถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis WB600 พบวาโคลน
สามารถผลิตเอนไซมไดสูงขึ้นถึง 65 เปอรเซ็นต แตพบวามีปญหาในเรื่องความเสถียรของ                
พลาสมิดในระหวางกระบวนการหมักทําใหไดผลผลิตของเอนไซมลดลง 

 
Pan et al. (2004) โคลนยีนที่ผลิตเอนไซมเคราติเนส คือ ยีน AP จาก B. pumillus UN-

31-C-42 โดยใช pET15b เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซมใน E.coli XL1-blue  แตพบวาไม
สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถทํางานไดเมื่อใช E. coli เปนเซลลเจาบาน จึงไดทําการผลิตเอนไซม
เคราติเนสใน B. subtilis WB600 โดยไดนําโปรโมเตอร Bp53 ไปเชื่อมตอกับยีน AP และใช 
pSUGV4 เปนเวคเตอร พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได แตมีกิจกรรมของเอนไซมต่ํา 
เนื่องจากโปรโมเตอรที่ใชอาจไมเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมใน B. subtilis 

 
Radha and Gunasekaran (2007) โคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis MKU3 เพื่อ

ผลิตเอนไซมใน E. coli BL21 และ B. Megaterium ATCC 14945 ดวยพลาสมิด pET30b และ 
pWH1520 ตามลําดับ โดยพบวา E. coli จะผลิตเอนไซมเคราติเนสและสะสมไวภายในเซลล              
สวน B. megaterium จะผลิตเอนไซมเคราติเนสออกสูนอกเซลลไดและจะมีการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้น
เมื่อเติมไซโลสลงไปในอาหาร เนื่องจากในพลาสมิด pWH1520 มีโปรโมเตอร PxylA ที่สามารถ
เหนี่ยวนําไดดวยไซโลส 
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กฤษณี (2545)   ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสโดยการเตรียม
ธนาคารยีนจากเชื้อ   B. licheniformis  KUB-K0006  โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2-6 กิโลเบส เขาสู 
B. subtilis 1A751 โดยใชพลาสมิด pUB110 เปนดีเอ็นเอพาะหะ  พบเซลลลูกผสมที่สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดสูงสุดถึง 6.45 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แตเมื่อนําพลาสมิดลูกผสมมา
ตรวจสอบการหายีนเคราติเนส พบวาไมสามารถตัดพลาสมิดลูกผสมไดดวยเอนไซม EcoRI, BslII, 
XbaI และ PvuII ที่มีตําแหนงอยูบน pUB110 ซ่ึงอาจเกิดจากความไมคงตัวของพลาสมิดลูกผสม 
โดยดีเอ็นเอลูกผสมอาจเกิดการจัดเรียงตัวใหม ทําใหลําดับนิวคลีโอไทดเกิดการเปลี่ยนแปลง 
เอนไซมตัดจําเพาะจึงไมสามารถที่จะเขาตัดได นอกจากนี้ยังไดตรวจสอบชนิดของยีนเคราติเนส
โดยการทํา Southern blot และไฮบริไดเซชั่น โดยใชโพรบที่ออกแบบจาก pUB110, ยีน suk A และ 
suk B   พบวา pUB110 เปนสวนหนึ่งของดีเอ็นเอลูกผสม  แตไมพบการสัญญาณการเขาคูกันเมื่อใช
โพรบที่ออกแบบจาก suk A และ suk B   เปนไปไดวายีนที่ไดแสดงออกถึงเคราติเนสชนิดอื่นจาก             
B. licheniformis KUB-K0006 ซ่ึงสามารถยอยขนไกไดเชนกัน นอกจากนี้ณัฐวดี (2546) ไดโคลน
ยีนเคราติเนสดวยการเตรียมธนาคารยีนจาก B. pumillus KUB-K0082  โดยใช B. subtilis 1A751 
เปนเซลลเจาบาน และใช pUB110 เปนดีเอ็นเอพาหะ พบเซลลลูกผสมที่มีกิจกรรมของเอนไซม 
เคราติเนสเทากับ 2.51 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยพลาสมิดจากเซลลลูกผสมมีขนาด 22 กิโลเบส แตไม
สามารถตัดไดดวยเอนไซม EcoRI, BamHI, PvuII และ XbaI ซ่ึงอาจเกิดจากชิ้นดีเอ็นเอซึ่ง
ประกอบดวยพลาสมิด pUB110 และยีนเคราติเนสเกิดการเรียงตัวเปนโมเลกุลขนาดใหญขึ้นเมื่ออยู
ในเซลลของ B. subtilis 1A751 จึงไมสามารถตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสได 

 
5. ประโยชนของเอนไซมเคราติเนส   
 

5.1 การผลิตอาหารสัตว 
 

อุตสาหกรรมการผลิตเนื้อไกเพื่อใชในการบริโภคภายในประเทศและเพื่อพัฒนาเปน
สินคาสงออกไดพัฒนาขึ้นอยางรวดเร็ว ทําใหเกิดทั้งผลพลอยไดและของเสียตามมาอยางมากมาย 
โดยเฉพาะขนไกซ่ึงเปนของเสียที่เกิดขึ้นมากที่สุด เนื่องจากองคประกอบหลักในขนไกคือเคราติน    
ซ่ึงเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ดังตารางที่ 5 จึงไดมีการนําเอาขนไกมา      
แปรรูปเปนขนไกปนเพื่อใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว โดยใชเอนไซมเคราติเนสในการยอย
ขนไก เนื่องจากสามารถผลิตขนไกปนที่มีคุณภาพ ควบคุมการผลิตไดงาย มีตนทุนการผลิตต่ํา       
อีกทั้งปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมดวย 
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Lee et al. (1991) พบวาเมื่อนําเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจาก B. licheniformis   PWD-1 
มาผสมในขนไกหรือขนไกปนจะชวยใหสัตวสามารถนํากรดอะมิโนไปใชในการเจริญเติบโตได  
มากขึ้น  อีกทั้งยังมีประมาณกรดอะมิโนซิสเทอีน  (cysteine) วาลีน  (valine) และ  ทรีโอนีน 
(threonine) สูงกวากากถั่วเหลืองอีกดวย  นอกจากนี้การแปรรูปขนไกปนโดยใชเชื้อที่สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดยังชวยเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการใหกับขนไกปนได เนื่องจากในกระบวนการ
หมักจะพบเมทไธโอนีน (methionine) ไลซีน (lysine) และ อารจินีน (arginine) ในปริมาณสูง อีกทั้ง
ชีวมวลจากเชื้อจุลินทรียยังเปนแหลงของโปรตีนอีกดวย (Williams et al., 1991) 

 
 

ตารางที่ 5 องคประกอบของกรดอะมิโนในขนไกดิบ 
 

Essential amino acid (%)      Non-essential amino acid (%) 
Threonine 
Cystine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 

4.66 
6.87 
7.38 
0.57 
4.90 
7.41 
2.79 
4.35 
1.97 
0.60 
6.45 

     Aspartic 
     Serine 
     Glutamic acid 
     Proline 
     Glycine 
     Alanine 
 
 
     NH3 
     Nitrogen 

6.21 
11.13 
9.32 
8.81 
6.25 
4.27 

 
 

1.30 
15.50 

 
ท่ีมา: Papadopoulos et al. (1986) 
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5.2 การผลิตปุย   
 

เนื่องจากในขนไกปนที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมเคราติเนส มีไนโตรเจนประกอบอยู
ถึง 15 เปอรเซ็นต จึงถูกนํามาประยุกตใชเพื่อเปนปุยในระบบการเกษตรแบบอินทรีย โดยทําหนาที่
เปนแหลงไนโตรเจนที่พืชใชในการเจริญเติบโต อีกทั้งยังชวยเพิ่มกิจกรรมของเชื้อจุลินทรียในดิน
และปรับโครงสรางของดินใหสามารถกักเก็บน้ําไดดียิ่งขึ้นนอกจากนี้ยังผลิตไดงายและราคาไมแพง
อีกดวย (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
5.3 อุตสาหกรรมผงซักฟอก 

 
เอนไซมโปรติเอสเปนเอนไซมที่สําคัญในอุตสาหกรรมผงซักฟอก ซ่ึง 89 เปอรเซ็นต 

ของเอนไซมที่ถูกนําไปใชจัดอยูในกลุมของ alkaline protease เอนไซมเคราติเนสถูกนํามาใชใน
อุตสาหกรรมผงซักฟอกเนื่องจากเอนไซมมีความ สามารถในการจับและยอยสับสเตรทที่เปน
ของแข็งไดดี ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของเอนไซมที่ใชในอุตสาหกรรมนี้เพราะเอนไซมตองไปจับ
และยอยโปรตีนที่เกาะอยูบนพื้นผิวของเสื้อผา (Gassesse et al., 2004) นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนส
ยังชวยยอยเศษผมที่ติดอยูตามทอระบายน้ําไดอีกดวย (Farag and Hansan, 2004) 

 
5.4 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง   

 
ในอุตสาหกรรมเครื่องหนังประกอบไปดวยหลายขั้นตอน โดยขั้นตอนที่ทําใหเกิด

ปญหาตอส่ิงแวดลอมมากที่สุดคือขั้นตอนการกําจัดขนสัตวออกจากแผนหนัง  เนื่องจากตองใช
สารเคมีหลายชนิด ซ่ึงทําใหคา biochemical oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand 
(COD) และ total dissolved solid (TDS) มีคาสูงขึ้น (Thanikaivelan et al., 2004)  ดังนั้นจึงมีการ
นําเอาเอนไซมโปรติเอสมาใชโดยผสมกับเอนไซมชนิดอื่น เชน ไลเปสและคารโบไฮเดรส 
นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนสจะไมทําลายคอลลาเจนในแผนหนังทําใหหนังยังคงคุณภาพดี อีกทั้ง
เคราติเนสยังมี elastolytic activity เล็กนอย ทําใหชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดขนสัตวบนแผน
หนังไดดีขึ้นดวย (Macedo et al., 2005) 
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5.5 การรักษาโรค 
 

ไพรออน (prion) เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรค  transmissible spongiform encephalo- 
phathies (TSE) ซ่ึงเปนการเสื่อมของระบบประสาทที่พบในคนและสัตวซ่ึงอาจทําใหเสียชีวิตได 
เชน โรควัวบา โดยไพรออนจะไปเปลี่ยนโปรตีน PrPc ใหอยูในรูป PrPsc ที่มีโครงสรางสวนใหญจะ
อยูในรูปของเบตาชีท (β-sheet) ซ่ึงจากการศึกษายอย PrPsc  ในเยื่อหุมสมองของหนูทดลองดวยการ
ใชเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจาก B. licheniformis PWD-1 รวมกับผงซักฟอกและความรอนจะทําให
สามารถยอย PrPsc ได (Langeveld et al., 2003)  นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนสไดถูกนําไปใชในการ
นําสงยาเพื่อรักษาโรคที่เกิดบริเวณเล็บ เนื่องจากปญหาที่พบในการรักษาโรคที่เล็บคือยาซึมผานเล็บ
ไดชาทําใหประสิทธิภาพในการรักษาโรคลดลง โดยพบวาเมื่อใชเอนไซมเคราติเนสรวมกับยาจะ
ชวยใหยาสามารถซึมผานเล็บไดดียิ่งขึ้น (Mohorcic et al., 2007)   

 
5.6 การผลิตกาซชีวภาพ   

 
Bálint et al. (2005) อธิบายกระบวนการหมักสองขั้นตอนในการเปลี่ยนเคราตินใหเปน

กาซชีวภาพ  โดยขั้นแรกหมกัดวย  Bacillus   ที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได  เพือ่ใชเอนไซม 
เคราติเนสเปลี่ยนเคราตินในสับสเตรทใหเปนเปปไทดและกรดอะมิโน   แลวนําผลผลิตที่ไดไปเปน
อาหารสําหรับ Thermococcus litoralis  เพื่อผลิตกาซชีวภาพตอไป 
    



 
 
 
                                                                                                       

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
 

1. สายพันธุแบคทีเรีย   
 

1.1. แบคทีเรีย  Bacillus licheniformis KUB-K0006 ใชเปนแหลงของโครโมโซม                
เพื่อใชในการโคลนและการศึกษาการแสดงออกของยีนเคราติเนส 
 

1.2. แบคทีเรีย  Escherichia coli DH5α ใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการโคลนยีน              
เคราติเนส 
 

1.3. แบคทีเรีย  Bacillus subtilis 1A751 ใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการแสดงออกของยีน
เคราติเนส 

 
2. พลาสมิด 
 

2.1 pGEM-T easy vector (Promega, USA) เปนดีเอ็นเอพาหะซึ่งมียีนตานทาน                 
แอมพิซิลลินเปน selective marker และมียีนควบคุมการผลิตเอนไซมกาแลคโตซิเดส เปน reporter 
gene ใชสําหรับโคลนยีนจากการเพิ่มปริมาณดวยการทําพีซีอารเขาสู E. coli DH5α  
 

2.2   pHT43 expression vector (Mo Bi Tec, Germany)  เปนดีเอ็นเอพาหะที่มียีนตานทาน 
แอมพิซิลลินและคลอแรมฟนิคอลเปน selective marker โดยควบคุมการแสดงออกของยีนดวย                         
โปรโมเตอร PgsiB และ lac  operator 
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3. ไพรเมอร 
 
ตารางที่ 6  ช่ือและลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 

ช่ือ ลําดับนิวคลีโอไทด 
ไพรเมอรสําหรับโคลนยีนเคราติเนส 
FK 5’ GAG  TGA  GTA  ATG  ATG   AGG 3’ 
RK 5’ AAT  ATG  TTA  TTG  AGC  GGC  3’ 

 
ไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนใน B. subtilis 1A751 
NFK 5’ TGG GAT CCT CTG CTG CTC AG 3’ 
ARK 5’  TGG ACG TCA TAT GTT ATT GAG CGG 3’ 
หมายเหตุ : บริเวณที่ขีดเสนใตคือตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ AatII 
ตามลําดับ 
 
ไพรเมอรสําหรับวิเคราะหลําดับเบสของยนีเคราติเนสและตรวจสอบความถูกตองของตําแหนงการ
แปลรหัสกรดอะมิโน 
FSq 5’ TGT GAG CGG ATA ACA ATT CCC 3’ 
RSq 5’ AAG CCG ATA TTA GCC TCG TAT TG 3’ 
 
4. สารเคมีและเอนไซม 
 

4.1   BamHI  (Fermentas, USA) 
4.2   Bsp143I (Fermentas, USA) 
4.3   XbaI (Fermentas, USA) 
4.4   AatII (Fermentas, USA) 
4.5   T4 DNA ligase (Promega, USA) 
4.6   DynazymeII Taq DNA Polymerase (Finzyme, Finland) 
4.7   QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN, USA) 
4.8   NucleoSpin extract II® (Machere-Nagel, USA) 
4.9   Agarose (Research organics, USA) 
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4.10 RNase (Fermentas, USA) 
4.11 6X loading dye (Fermentas, USA) 
4.12 1 Kb DNA marker (Fermentas, USA) 
4.13 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, USA) 
4.14 λ DNA marker (Fermentas, USA) 
4.15 Phenol (Amresco, USA) 
4.16 Chroloform (Merks, Germany) 
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วิธีการ 
 
1. การสกัดโครโมโซมและพลาสมิด  
 

1.1 การสกัดโครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 
 

วิธีการสกัดโครโมโซมดัดแปลงจากวิธีการของ Harwood and Cutting (1990) โดยเล้ียง                      
B. licheniformis KUB-K0006 ในอาหาร Luria-Bertani broth (LB)  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง แลวนําอาหารเลี้ยงเชื้อจํานวน 2 มิลลิลิตร                
ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เทสารละลายทิ้ง  
จากนั้นเติม  lysis  buffer ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
8,000 รอบตอนาที   เปนเวลา 2 นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เทสารละลายสวนใสทิ้ง  แลวเติม lysis  
buffer ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  เติม lysozyme จํานวน 0.002 กรัม ผสมใหเขากัน  บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเติม 20% sarkosyl ปริมาตร 60 ไมโครลิตร  บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที เติม phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน
โดยการพลิกหลอดกลับไปมา  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม  แลวเติม phenol:chloroform (1:1)             
1 เทาของปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 g เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม   
3M sodium acetate pH 5.2 0.1 เทาของปริมาตรและ absolute ethanol 2.5 เทาของปริมาตร พลิก
หลอดกลับไปมาชาๆ แชใน -20 องศาเซลเซียส  ขามคืน  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol  ทําตะกอนใหแหง
ภายใตสุญญากาศ ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร เติม RNase ความเขมขน
สุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทําซ้ําตั้งแต
ขั้นตอนการเติม phenol จนถึงขั้นตอนการละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร 
แลวเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
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1.2  การสกัดพลาสมิดจาก E.coli  DH5α 
 

วิธีการสกัดพลาสมิดจาก  E. coli  DH5α ทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Luria-Bertani 
broth (LB)  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน แลวนํามาสกัด  
พลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit (Qiagen, USA) โดยนําอาหารเลี้ยง
เชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตรมาปนเหวี่ยงที่  6,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 3  นาที ที่อุณหภูมิหอง                         
เทสารละลายทิ้ง แลวเติมบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมบัฟเฟอร  
P2 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมบัพเฟอร  N3 ปริมาตร 350 มิลลิลิตรทันที  นํา
สารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนใสปริมาตร 750 มิลลิลิตร
ใสลงในคอลัมนและปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เติมบัฟเฟอร NE ปริมาตร 
750 มิลลิลิตรลงในคอลัมน  ปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสวนที่ไหลผานลง
คอลัมนดานลางทิ้งแลวปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที อีกครั้ง จากนั้นชะดีเอ็นเอ
ออกจากเมมเบรนโดยใชบัฟเฟอร EB หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เก็บสารละลายพลาสมิดที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
1.3 การสกัดพลาสมิดจาก B. subtilis 1A751 

 
การสกัดพลาสมิดดัดแปลงจากวิธีการของ  Birnboin and Doly (1979) โดยเพาะเลี้ยง                   

B. subtilis 1A751ในอาหาร Luria-Bertani broth (LB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง นําเซลล 2 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสารละลายทิ้ง เติมบัฟเฟอร TSE ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  ที่อุณหภูมิหอง 
เทสารละลายสวนใสทิ้ง จากนั้นเติม solution A (10 mM Tris-HCl  pH8.0 , 10 mM EDTA , 50 mM 
NaCl , 20%(W/V) Sucrose) ที่มี lysozyme ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสจนเซลลแตก ประมาณ 30 นาทีหรือสารละลายขุน  แลววางบนน้ําแข็ง เติม 
solution B (0.2 M NaOH, 1% (W/V) SDS) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวใน
น้ําแข็ง 4 นาที แลวเติม solution C (5 M Potassium acetate, Glacial acetic acid) ที่แชเย็น ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวในน้ําแข็ง 5 นาที  นําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 6 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม 
phenol:chloroform (1:1) จํานวน 1 เทาของปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใส
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หลอด microtube หลอดใหมแลวเติม  chloroform : isoamyl alcohol (24:1) จํานวน 1 เทาของ
ปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม 
absolute ethanol ผสมใหเขากันและแชที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน นําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 
เปอรเซ็นต ethanol  ทําตะกอนใหแหงภายใตสุญญากาศ ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 50 
ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
  
2.  การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
 

2.1 การโคลนยีนเคราติเนสจาก genomic library 
 

2.1.1 การเตรียมธนาคารยีน 
 

2.1.1.1 การตัดโครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ดวยเอนไซม 
Bsp143I 
 

                                                   ตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ (partial digestion) ดวยเอนไซม 
Bsp143I โดยการตัดโครโมโซมดีเอ็นเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ดวยเอนไซม Bsp143I ความเขมขน 0.1 
และ 0.25 ยูนิตตอไมโครลิตร และแปรผันเวลาในการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 และ 
30 นาทีตามลําดับ  เพื่อคัดเลือกสภาวะที่ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบส มากที่สุด และ
ตรวจสอบผลการตัดดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส  

   
2.1.1.2 การตัดพลาสมิด pHT43 ดวยเอนไซม BamHI 

 
    ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอแบบสมบูรณ (complete digestion) ตามวิธีของ 

Sambrook et al. (1989) โดยใชพลาสมิดเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ตัดดวยเอนไซม BamHI ความเขมขน 
1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ขามคืน และหยุด
ปฏิกิริยาโดยการนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที ตรวจผลการตัดดวย                 
อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส 
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2.1.1.3 การเชื่อมตอดีเอ็นเอ 
 

      นําสวนของดีเอ็นเอจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 ที่มี
ขนาด  2-6 กิโลเบส  จากขอ 2.1.1.1  มาเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43  จากขอ 2.1.12  ในอัตราสวน
ของ พลาสมิดตอโครโมโซมดีเอ็นเอเปน 1:3 โดยใช  T4 DNA ligase ความเขมขน 1 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X T4 ligase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํากลั่นที่
ปราศจากเชื้อเพื่อใหไดปริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน                      
หยุดปฏิกิริยาโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

2.1.2 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู E. coli DH5α 
 

2.1.2.1 การเตรียมคอมพิเทนตเซลล (competent cell) 
 

           เขี่ยเชื้อ E. coli DH5α 1 โคโลนี ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 5 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ
นาที ขามคืน จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อ 1 เปอรเซ็นต มาใสในอาหาร LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนเซลล
เจริญถึงชวง log phase โดยจะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.3  ถึง 0.4 จากนั้น
ถายเชื้อลงในหลอดเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลว ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 4,272 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ4  องศาเซลเซียส  5 นาที จากนั้นเทสวนใสทิ้ง เติมแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 30 มิลลิ-
โมลาร ปริมาตร 0.5 เทา ลงไป แลวเขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไวในน้ําแข็ง  20 นาที แยก
คอมพิเทนตเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ 4,272 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที แลว
เติมแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 30 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 เทา เขยาจนเปนเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นตั้งทิ้งไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที แบงคอมพิเทนตเซลลใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดละ 210 มิลลิลิตร แลวเติมกลีเซอรอลลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต ผสม
ใหเขากัน แลวนําไปเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

2.1.2.2 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมโดยวิธี heat shock 
 

                   การเคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมทําตามวิธีการของ Sambrook et al. 
(1989) โดยใชพลาสมิดความเขมขน  25  นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตอ
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คอมพิเทนตเซลล  210 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลววางบนน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้น
นําไปบมที่  42 องศาเซลเซียส 90 วินาที แลวนําไปแชในน้ําแข็ง 2 นาที จากนั้นเติม SOC ลงไป 800 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา  60 นาที เกลี่ยบนจานอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB   ที่มีแอมพิซิลลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.1.3 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอส 

 
นําโคโลนีที่เจริญบนอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลิน ถายไปยังอาหาร skim milk  ที่มี

แอมพิซิลลิน และ IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในการผลิต
เอนไซมโปรติเอส เลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหารทดสอบโดยพิจารณาจากการเกิดวงใสรอบโคโลนี 
(clear zone)  
 

2.1.4 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 
 

2.1.4.1 การตรวจสอบความสามารถในการยอยขนไก 
 

      นําโคโลนีเดี่ยวของเซลลลูกผสมที่มีความสามารถในการยอย
โปรตีนบนอาหาร skim milk ได มาเลี้ยงในอาหาร mineral salt 5 มิลลิลิตร ที่มีขนไก โดยเลี้ยงบน
เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที เติม IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  
เพื่อเหนี่ยวนําใหผลิตเอนไซมเคราติเนส และเลี้ยงตอจนครบ 7 วัน แลวเก็บสารละลายเอนไซมไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสตอไป 

 
2.1.4.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
      

      ดัดแปลงจากวิธีการของ Lin et al. (1992)โดยใชขนไกเปน
สับสเตรท ซ่ึงในปฏิกิริยาประกอบดวย ขนไกบดขนาด 0.5 มิลลิเมตร 5 มิลลิกรัม สารละลาย
บัฟเฟอรโพแทสเซียมฟอสเฟต เขมขน 50 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร  และสารละลาย
เอนไซมเคราติเนสที่ไดจากขอ 2.1.4.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  ผสมสารละลายทั้งหมดเขาดวยกัน 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นเติมสารละลายไตรคลอโร-           
อะซิติกเขมขน 10 เปอรเซ็นต 0.2 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 
รอบตอนาที นาน 20 นาที นําสวนใสไปหาปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่ถูกปลดปลอยออกมาเทียบ
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กับชุดควบคุม โดยวิธี Ninhydrin (Rosen, 1975) โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณ
ของเอนไซมที่สามารถยอยสับสเตรทจนทําใหเกิดกรดอะมิโนอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 60 นาที 
ภายใตสภาวะที่กําหนด เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 

2.1.5 การตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

เล้ียงโคโลนีเดี่ยวของโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสไดในอาหาร LB 
ที่มีแอมพิซิลลิน เพื่อสกัดพลาสมิดจากตามวิธีการในขอ 1.2 แลวตรวจสอบความเขมขนและความ
บริสุทธิ์ดวยการทําการทําอะกาโรลเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส จากนั้นตัดพลาสมิดดวยเอนไซม BamHI 
และ XbaI  ตามวิธีการในขอ 2.1.1.2 แลวตรวจสอบผลการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีสอีกครั้ง 

 
2.2 การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 โดยการทําพีซีอาร 

(polymerase chain reaction : PCR) 
 

2.2.1 การเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
 

     เพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชคู     
ไพรเมอร FK และ RK ( ตารางที่ 6)  เอนไซม Taq DNA polymerase และเครื่อง Thermal cycle         
(T-gradient, Biometra) โดยเติมบัฟเฟอรสําหรับการทําพีซีอารความเขมขน 10X ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม dNTPs mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร    
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 50  มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร และใส          
ไพรเมอร ความเขมขน 5 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร สารละลายโครโมโซม
จาก B. licheniformis KUB-K0006 ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรปริมาตร 0.5 ไมโคร- 
ลิตร เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 2 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อใหปริมาตรรวมเปน 25 ไมโครลิตร ผสมสารละลาย
ใหเขากัน นําไปทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal cycle โดยมีสภาวะในการทําปฏิกิริยา ดังนี้ ขั้นที่ 1 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 ประกอบ ดวย 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing  ที่อุณหภูมิ 55.5 องศาเซลเซียส 5 
นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  2 นาที จํานวน 30 รอบ และขั้นที่ 3 extension ที่
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อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  5 นาที จํานวน 1 รอบ แลวตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  

 
2.2.2 การหาลําดับเบสของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

 
นําผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอรเรสที่ไดจากการทํา PCR ในขอ 2.2.1 มาทําให

บริสุทธิ์โดยใช Nucleospin Extract II® แลวเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอกับ pGEM-T easy vector เพื่อถาย      
โอนพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน E. coli DH5α เล้ียงบนอาหาร LB agar ที่มีแอมพิซิลลิน x-gal และ 
IPTG บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นําโคลนที่ไดมาคัดเลือกดวยการทําพีซีอาร 
จากนั้นสงโคโลนีที่ตรวจพบชิ้นดีเอ็นที่ตองการไปวิเคราะหหาลําดับเบสที่บริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี 

 
2.2.3 การวิเคราะหลําดับเบสของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

 
นําลําดับเบสที่ไดจากการสงวิเคราะหที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี        

มาเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ที่            
เวบไซต http://www.ncbi.nlm. nih.gov ดวยโปรแกรม blastx และ blastn เพื่อตรวจสอบวาลําดับ
เบสที่ไดจากการโคลนมีความคลายคลึงกับลําดับดับเบสของยีนและโปรตีนใดในฐานขอมูล   

 
3.  การทํา Homology modeling  เพื่อศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส 
 

3.1 การสรางโมเดลโดยการใช  Swiss-model   
 

นําลําดับเบสของยีนเคราติเนสไปตรวจสอบเฟรมในการแปลรหัสเปนเอนไซม        
เคราติเนสที่ถูกตองโดยใชโปรแกรม translate tool ที่เวบไซต http://www.expasy.ch/tools/ dna.html 
จากนั้นนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปสรางโมเดลโดยใชโปรแกรม Swiss-model ที่เวบไซต http:// 
swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html โดยใชชุดคําสั่ง First Approach Mode และเลือกใช
เทมเพลทที่ดีที่สุด (best template) สําหรับอางอิงในการสรางโมเดลของยีนเคราติเนส 
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3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติเพื่อหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส 
 

3.2.1 การคัดเลือกเทมเพลท   
 

ในการวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสนั้น จําเปนตองใช       
เทมเพลทจากฐานขอมูลของโปรตีน (Protein Data Bank, PDB) ที่มีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสมาใชในการอางอิง โดยเทมเพลทที่เหมาะสมจะตองมีคา
รอยละความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนสูง อีกทั้งคา resolution ของโครงรางสามมิติตองมีคาต่ํา
นอกจากนี้เทมเพลทที่สามารถนํามาอางอิงเพื่อหากรดอะมิโนที่บริเวณเรงไดนั้น จะตองเปนโครง
รางสามมิติที่แสดงขอมูลของเรซิดิวที่เกี่ยวของกับการจับกันระหวางเอนไซมกับสับสเตรทหรือสาร
ยับยั้งดวย 

 
3.2.2 การหาบริเวณเรง 

 
การหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสนั้นจะใชโปรแกรม DSViewerPro 

(Accelrys, USA) โดยอางอิงบริเวณเรงจากเทมเพลทที่มีรายงานไวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) 
 

3.3 การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit 
 

การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-
K0006 กับเอนไซมเคราติเนสจาก Bacillus สายพันธุตางๆ ทําโดยใชโปรแกรม SPDBV เวอรช่ัน 
3.7 โดยโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) บริเวณที่เหมือนกันจะซอนทับกัน สวนบริเวณที่
แตกตางกันก็จะไมเกิดการซอนทับกัน ทําใหสามารถเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตาง
ของโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสแตละชนิดได รวมทั้งสามารถบอกตําแหนงของกรด  
อะมิโนแตละตัวที่อยูในบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจากแตละแหลงวาอยูตําแหนงเดียวกัน
หรือไม 
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4. การแสดงออกของยีนเคราติเนสใน B. subtilis 1A751 
 

4.1 การเตรียมดีเอน็เอลูกผสม 
 

4.1.1 การเตรียมยีนเคราติเนสที่ไมมีสวนของ signal peptide 
 

เพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชคู          
ไพรเมอร NFK และ ARK (ตารางที่ 6) และใชปฏิกิริยาพีซีอารตามวิธีการในขอ 2.2.1 แตใชอุณหภมูิ
ในขั้นตอน annealing เปน 55 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอารดวยการ
ทํา อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส จากนั้นตัดชิ้นดีเอ็นเออกจากเจลและทําใหบริสุทธิ์ดวย
Nucleospin Extract II® แลวเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสเขากับ pGEM-T easy vector 
จากนั้นโคลนเขาสู E.coli DH5α ตามขั้นตอนในขอ 2.1.2.2 และคัดเลือกโคลนที่ตองการดวยการทํา
พีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ ARK (ตารางที่ 6) 

 
4.1.2  การตัดดีเอน็เอและพลาสมิดดวย BamHI และ AatII 

 
นําพลาสมิดที่ไดจากการคัดเลือกในขอ 4.1 ปริมาณ 1 ไมโครกรัม มาตัดดวย

เอนไซม BamHI และ AatII พรอมกัน โดยใชความเขมขนของเอนไซมแตละชนิดเปน 5 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรรวมของการทําปฏิกิริยาเปน 20 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 80 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 25 นาที สวนการตัดพลาสมิด pHT43 ทําโดยใชพลาสมิดเริ่มตน 1 ไมโครกรัม 
ตัดดวยเอนไซม AatII ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยปริมาตรรวม
ของการทําปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน หยุดปฏิกิริยาดวย
การบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวทําการตัดพลาสมิดดวยเอนไซม BamHI 
ความเขมขน 1 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
ทําการหยุดปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที ตรวจสอบขนาดของ
ยีนและพลาสมิดดวยการทําอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส แลวตัดชิ้นดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสออก
จากเจลและทําใหบริสุทธิ์ดวย Nucleospin Extract II® 
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4.1.3  การเชื่อมตอยนีเคราติเนสเขากับ pHT43 
 
           เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ผานการตัดดวย

เอนไซม BamHI และ AatII ในอัตราสวน 1:1 โดยใช T4 DNA ligase ความเขมขน 1 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X T4 ligase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  แลวเติมน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ เพื่อใหปริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ขามคืน หยุด
ปฏิกิริยาโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที  แลวโคลนเขาสู   E.coli DH5α  โดย
วิธี  heat shock ตามขั้นตอนในขอ 2.1.2.2 

 
4.1.4  การคัดเลือกเซลลลูกผสม 
 
           คัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสดวยการนําพลาสมิดจากแตโคลนมาทําพีซีอาร

ดวยคูไพรเมอร NFK กับ ARK และ FSq และ RSq (ตารางที่ 6) ตามวิธีการและสภาวะในขอ 4.1 
และตรวจสอบขนาดของยีนโดยการตัดพลาสมิดจากแตละโคลนดวยเอนไซม BamHI และ AatII 
ตามวิธีการในขอ 4.2 
 

4.1.5  การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสและเฟรม (frame) 
 
           นําพลาสมิดของโคลนที่คัดเลือกไดจากขอ  4.4 สงไปวิเคราะหลําดับเบสของยนี

เคราติเนสและตรวจสอบความถูกตองของเฟรมในการแปลรหัสเปนโปรตีนโดยใชไพรเมอร FSq 
และ RSq ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 

 
4.2 การเตรียมคอมพิเทนตเซลล 

 
                 เตรียมคอมพิเทนตเซลลตามวิธีของ Spizizen et al. (1958) โดยนําโคโลนีเดี่ยวของ                 
B. subtilis 1A751 มาเลี้ยงในอาหาร minimal growth medium 10 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 25 
มิลลิลิตร โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน 
แลวถายเซลล 1.4 มิลลิลิตร ลงในอาหาร minimal growth medium 10 มิลลิลิตร บมที่สภาวะเดิมเปน
เวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติม starvation medium ปริมาตร 11 มิลลิลิตร  แลวเล้ียงตอที่ความเรว็
รอบ 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แบงคอมพเิทนตเซลลใสใน
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หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมกลีเซอรอลลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-80  องศาเซลเซียส 

 
4.3 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751 
 

                  เคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751  ตามวิธีของ Spizizen et al. (1958)  
โดยใชคอมพิเทนตเซลล  100  ไมโครลิตร  และพลาสมิดความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 25 นาที จากนั้นเติม LB 
broth 500 ไมโครลิตร แลวนําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ถึง 1.5 
ช่ัวโมง แลวปเปตสารละลายเชื้อไปเกลี่ยบนอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลลินความเขมขน 100  ไมโคร- 
กรัมตอมิลลิลิตร  จากนั้นคัดเลือกเซลลลูกผสมที่มียีนเคราติเนสโดยใชคูไพรเมอร NFK และ ARK 
และ FSq กับ RSq เชนเดียวกับขอ 4.4 

 
4.4 การตรวจสอบความสามารถของเซลลลูกผสมในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 

 
                 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสของเซลลลูกผสมตามวิธีการใน
ขอ 3.1.4



 
 
 
                                                                                                       

ผลและวิจารณ 
 
 

1. การสกัดโครโมโซมและพลาสมิด   
 

1.1 การสกัดโครโมโซมจาก B.  licheniformis KUB-K0006 
 

สกัดโครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 เพื่อใชในการสราง gemonic 
library จากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) พบวา
ความเขมขนของดีเอ็นเอที่คํานวณไดมีคาเทากับ 2.22 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยมีอัตราสวน
ของคาการดูดกลืนแสงที่ 260 ตอ 280 นาโนเมตร เทากับ 1.827 แสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอที่สกัดไดมี
ความบริสุทธิ์สูงและไมมีโปรตีนเจือปน  และเมื่อตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอดวยอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบแถบดีเอ็นเอขนาดใหญเพียงแถบเดียว โดยไมมีแถบอารเอ็นเอและโปรตีน
ปนเปอน แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความบริสุทธิ์ และอยูในสภาพสมบูรณ ไมถูกทําลายและฉีก
ขาดในระหวางการสกัด ดังแสดงในภาพที่ 4   

 
1.2 การสกัดพลาสมิด pHT43 จาก E. coli DH5α   

 
สกัดพลาสมิด pHT43 โดยใชชุดสกัดพลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit (Qiagen, 

USA) โดยความเขมขนของพลาสมิดที่คํานวณไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง                    
สเปคโตรโฟโตมิเตอรมีคาเทากับ 0.2 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยมีอัตราสวนของคาการดูดกลืน
แสงที่ 260 ตอ 280 นาโนเมตร เทากับ 1.91 แสดงวาพลาสมิดที่สกัดไดมีโปรตีนปนอยูเล็กนอย  
และเมื่อตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสพบแถบดีเอ็นเอ               
2  แถบ ซ่ึงมีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอขนาด 10 กิโลเบส ของดีเอ็นเอมาตรฐาน เนื่องจากพลาสมิด
ที่ไดอยูในรูปของ circular form แสดงใหเห็นวาพลาสมิดอยูในสภาพที่สมบูรณ ไมไดฉีกขาดไปใน
ระหวางกระบวนการสกัดพลาสมิด อีกทั้งพลาสมิดที่สกัดไดมีความสุทธิ์เนื่องจากไมมีแถบของ                   
อารเอ็นเอและโปรตีนปนเปอนอยูดวยดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 4  โครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 
                ชองที่ 1  Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
                ชองที่ 2              โครโมโซมของเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 
 
 

 

                                              
 

ภาพที่ 5  พลาสมิด pHT43 
ชองที่ 1  1 Kb DNA marker 
ชองที่  2   พลาสมิด pHT43 
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2. การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
 

2.1 การโคลนยีนเคราติเนสจาก genomic library 
 

2.1.1 การเตรียมธนาคารยีน   
 

เนื่องจากเอนไซมเคราติเนส SUK A และ SUK B ที่ผลิตจาก B. licheniformis 
KUB-K0006 มีน้ําหนักโมเลกุล 70 กิโลดาลตัน (สุทธิพันธุ, 2540) ซ่ึงเมื่อคํานวณกลับเปนจํานวน
เบสพบวาจะมีขนาดประมาณ 1,909 คูเบส ดังนั้นเพื่อทําการเตรียมโครโมโซมในการโคลนยีน   
เคราติเนส จึงไดตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Bsp143I ใหไดขนาดชิ้นดีเอ็นเออยู
ในชวง 2 ถึง 6 กิโลเบส เพื่อใหไดช้ินดีเอ็นเอที่ครอบคลุมขนาดของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม
เคราติเนสทั้งสองชนิด จากการการตัดโครโมโซมดีเอ็นเอเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ดวยการแปรผัน
ความเขมขนของเอนไซม Bsp143I เปน 0.1 และ 0.25 ยูนิตตอไมโครลิตร และแปรผันเวลาที่ใชใน
การบมเปน 15 และ 30 นาที พบวาเมื่อทําการตัดโครโมโซมดวยเอนไซม Bsp143I ความเขมขน 0.1 
ยูนิตตอไมโครลิตร และใชเวลาในการบม 30 นาที จะทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบสมาก
ที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 6 จึงเลือกสภาวะนี้เปนสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมโครโมโซมสําหรับ
การทํา genomic library ตอไป จากนั้นเมื่อทําการตัดโครโมโซมดวยสภาวะที่เหมาะสมแลวเลือกตัด
เฉพาะสวนของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบส แลวทําการสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและ
ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใชชุดสกัด NucleoSpin extract II® (Machere-Nagel, USA) 
 

พลาสมิด pHT43 มีขนาด 8,057 คูเบส ประกอบดวย multiple cloning site 4 
ตําแหนง  คือ  BamHI, XbaI,  AatII และ SmaI สําหรับในการทดลองนี้ไดตัดพลาสมิดแบบสมบูรณ
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI เพื่อใหเกิดใหปลายคูสมที่สามารถจับกับปลายของโครโมโซมที่
เตรียมไว เมื่อตรวจสอบผลการตัดดวยการทําอะกาโลสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบวาเอนไซม BamHI 
สามารถตัดพลาสมิด pHT43 ไดอยางสมบูรณ ไดพลาสมิดในลักษณะเสน (linear form) ขนาด 
8,057 คูเบส ดังภาพที่ 7   
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ภาพที่ 6  โครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I 
                แบบไมสมบูรณ 

  ชองที่ 1 Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
  ชองที่ 2             โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม 

                                         Bsp143I ความเขมขน 0.25 U/µl เปนเวลา 15 นาที 
  ชองที่ 3 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                              Bsp143I ความเขมขน 0.25 U/µl เปนเวลา 30 นาที 
  ชองที่ 4 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                              Bsp143I ความเขมขน 0.1 U/µl เปนเวลา 15 นาที 
  ชองที่ 5 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                                          Bsp143I ความเขมขน 0.1 U/µl เปนเวลา 30 นาที 
  ชองที่ 6  1 Kb DNA marker 
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ภาพที่ 7  พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 

 ชองที่ 1  1 Kb DNA marker 
 ชองที่ 2  พลาสมิด pHT43 ไมไดตัดดวยเอนไซม BamHI 
 ชองที่ 3  พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI    

 
 

เมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับพลาสมิด pHT43 
แลวเคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู E.coli DH5α  ดวยวิธี heat shock พบวามีเซลลลูกผสมเกิดขึ้น
ทั้งหมด 1,020 โคโลนี โดยมีคา Transformation frequency เทากับ 4.08 ×104 cfu ตอไมโครกรัม       
ดีเอ็นเอและเมื่อนําเซลลลูกผสมทั้งหมดมาตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอส 
โดยพิจารณาจากการสรางวงใส (clear zone) รอบโคโลนีที่เกิดขึ้นบนอาหาร skim milk พบวามี
โคลนที่สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสไดทั้งหมด 4 โคลน  คือ โคลน e97, e101, e419 และ e428 
 

นําโคลน e97, e101, e419 และ e428 ไปเลี้ยงในอาหาร mineral salt ที่มีขนไก 
เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสพบวาโคลน e97, e419 และ e428 ไม
สามารถยอยขนไกได ซ่ึงอาจเปนไปไดวาโคลนเหลานี้มีการผลิตเอนไซมโปรติเอสชนิดอื่นที่ไมใช
เอนไซมเคราติเนส สวนโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสเพื่อยอยขนไกไดมีเพียงโคลนเดียว 
คือ  e101 เมื่อนําสารละลายเอนไซมที่ไดมาวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสพบวาโคลน e101 มี
กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส เทากับ 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงนอยกวากิจกรรมของเอนไซม          
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B. licheniformis KUB-K0006  ที่มีคากิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสเทากับ 6.67 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ในขณะที่น้ําเลี้ยงเชื้อของ E.coli DH5α , E.coli DH5α ที่มี pHT43 และ อาหาร mineral salt ไม
แสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส   ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
นําโคลน e101 ไปเลี้ยงในอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลลินเพื่อสกัดพลาสมิด แลว

นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XbaI เพื่อตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสภายใน 
พลาสมิดลูกผสม โดยเมื่อตรวจสอบผลการตัดดวยการทําอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบเพียง
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 8,057 คูเบส  ซ่ึงเปนขนาดของพลาสมิด pHT43 ที่อยูในลักษณะเสน 
(linear)  ดังแสดงในภาพที่ 8 และเมื่อทําการเลี้ยงโคลน e101 เพื่อนําสารละลายเอนไซมตรวจสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสอีกครั้ง แตพบวาโคลนไมมีการแสดงกิจกรรมของ
เอนไซมเคราติเนส นอกจากนี้ไดถายโอนพลาสมิดจากโคลน e101 เขาสู E. coli DH5α แลว
ตรวจสอบความสามารถของโคลนในการผลิตเอนไซมโปรติเอส และวัดกิจกรรมของเอนไซม                     
เคราติเนส พบวาโคลนที่ไดไมสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสและไมแสดงกิจกรรมของเอนไซม
เคราติเนสเชนกัน  ทั้งนี้อาจเกิดจากความไมเสถียรของพลาสมิดที่เมื่อมีการเลี้ยงเชื้อตอเนื่องหลายๆ
รุน ซ่ึงพบไดในลักษณะ segregation instability คือพลาสมิดหายไปทั้งหมดหรือ structural 
instability ซ่ึงอาจเกิดไดทั้ง DNA rearrangement, insertion และ deletion (Cordes et al., 1996; Bi 
and Liu, 1996) ซ่ึงความความไมเสถียรของพลาสมิดจะสูงขึ้นเมื่อพลาสมิดมีขนาดใหญ (Smith and 
Bidochka, 1998) ดังนั้นเมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญ 2 ถึง 6 กิโลเบส เขากับพลาสมิด pHT43 
ซ่ึงมีขนาด 8,057 คูเบส แลวจะทําใหพลาสมิดมีขนาดใหญประมาณ 10 ถึง 14 กิโลเบส ซ่ึงทําให 
พลาสมิดในโคลน e101 มีโอกาสที่จะเกิดความไมเสถียรสูงขึ้นดวย 

 
ตารางที่ 7  กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสจากโคลน e101 
 

เชื้อจุลินทรีย กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

B. licheniformis KUB-K0006 6.67 
Clone e101 5.73 
E.coli DH5α - 
E.coli DH5α + pHT43 - 
Mineral salt - 
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ภาพที่ 8  การตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสจากโคลน e101 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
ชองที่ 1  Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindII และ EcoRI 
ชองที่ 2  พลาสมิด pHT43 
ชองที่ 3     พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
ชองที่ 4               พลาสมิดจากโคลน e101  
ชองที่ 5      พลาสมิดจากโคลน e101 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
ชองที่ 6      พลาสมิดจากโคลน e101 ที่ตัดดวยเอนไซม XbaI 

 
 
 
 
 
 
 

1     2     3      4     5      6       7 

 Kb 
 
 
 
1.0 
8.0 
 
 
3.0 
 
1.5 
1.0 
 
 
 
0.50 
 
0.25 
 

 
  
 
Kb 
 
 
 
21 
 
 
5.1 
 
2.0 
1.9 
 
 
1.3 



 

43

2.2 การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวยการทําพซีีอาร 
(Polymerase chain reaction : PCR) 
 

สุดาทิพย (2546)  รายงานวาเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จัด
อยูในกลุม alkaline serine protease เชนเดียวสายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานไว   และจากขอมูลลําดับเบส
ของยีนเคราติเนสในฐานขอมูลของ NCBI พบวายีนเคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุ 
จะมีความคลายคลึงของลําดับเบสคอนขางสูง จึงไดออกแบบไพรเมอร FK และ RK จากบริเวณ 
consensus sequence ของยีนเคราติเนสในสวนของ start และ stop codon ตามลําดับ เพื่อโคลนยีน
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จากการทําพีซีอารโดยใชไพรเมอร FK และ RK พบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,140 คูเบส ซ่ึงเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตามที่คาดไว ดังภาพที่ 9 จากนั้นนํา
ผลิตภัณฑของการทําพีซีอารไปโคลนใน pGEM-T easy vector  แลวนําโคลนที่ไดสงไปวิเคราะห
ลําดับเบสที่บริษัท  Macrogen ประเทศเกาหลี  จากผลการหาลําดับเบสพบวาผลิตภัณฑจากการทํา
พีซีอารดวยคูไพรเมอร FK และ RK มีขนาด 1,140 คูเบส และนําลําดับเบสที่ไดไปทําการแปลรหัส
เปนโปรตีนดวยโปรแกรม translate tool ที่เวบไซต http://www.expasy.ch/tools/dna.html พบวายีน
นี้จะถูกแปลรหัสเปนโปรตีนในเฟรม +1 โดยประกอบไปดวย 379 กรดอะมิโน ดังแสดงในภาพที่ 
10  เมื่อนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน NCBI โดยใชโปรแกรม blastx และ blastn 
พบวาเมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม blastx ลําดับเบสที่ไดจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีความ
เหมือนกับ subtilisin-like serine protease precursor จากเชื้อ B. licheniformis  F11 มากที่สุด โดยมี
ความเหมือน 100 เปอรเซ็นต ในเฟรม +1 ซ่ึงมีคา e-value เทากับ 4e-180 และมีคา Bit score เทากับ  
634 ดังแสดงในตารางที่ 8 และเมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม blastn พบวาลําดับเบสที่ได                      
จาก B. licheniformis KUB-K0006 มีความเหมือนกันลําดับเบสของยีนเคราติเนสจากเชื้อ                           
B. licheniformis RG1 มากที่สุด โดยมีความเหมือน (identity) 99 เปอรเซ็นต มีคา e-value เทากับ 0 
และ bit score เทากับ 2,095 ดังแสดงในตารางที่ 9 

 
การทํา multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก                      

B. licheniformis KUB-K0006 และเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆที่รายงานไวใน
ฐานขอมูล พบวามีความแตกตางกันของกรดอะมิโนเพียง 4  ตําแหนง คือ 1) กรดอะมิโนตําแหนงที่ 
15 โดยเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จะมีกรดอะมิโนที่ตําแหนงนี้เปนลิวซีน
(Leucine) สวนเคราติเนสจากแหลงอื่นจะมีกรดอะมิโนเปนฟนิลอะลานีน (Phenylalanine)                     
2) กรดอะมิโนที่ตําแหนง 249 เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis RPK จะมีเปนกรดอะมิโน       
ไลซีน(Lysine) สวนเอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะเปนกรดอะมิโนอารจินีน (Arginine)                 
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3) กรดอะมิโนตําแหนงที่  327 เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis PWD-1 จะมีกรดอะมิโน
เปนวาลีน (Valine) ในขณะที่เอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะใชมีกรดอะมิโนเปนอะลานีน
(Alanine) และ 4) กรดอะมิโนตําแหนงที่ 376  B. licheniformis MKU3 มีกรดอะมิโนเปนไกลซีน 
(Glycine) แตเอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะเปนกรดอะมิโนอะลานีน (Alanine) ดังแสดงใน
ภาพท่ี 11 ดังนั้นจึงไดนําลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุ 
รวมทั้งลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก  Bacillus สปชีสอ่ืนที่มีรายงานไวในฐานขอมูลไปทํา 
Homology modeling เพื่อศึกษาความเหมือนและความแตกตางของโครงรางสามมิติของเอนไซม
เคราติเนสจากแตละแหลงตอไป 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 9  ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารโดยใชไพรเมอร FK และ RK จาก B. licheniformis 
               KUB-K0006 

 ชองที่ 1    Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII  และ EcoRI 
 ชองที่ 2 และ 3  ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารโดยใชโครโมโซมจาก B. licheniformis      

KUB-K0006 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
 ชองที่ 4       negative control 
 ชองที่ 5     1 Kb DNA marker 
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ภาพที่ 10  ลําดับเบสยีนและลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
                  โดยแถบสีแดง คือ start codon และ แถบสีเหลือง คือ stop codon 
  
 
 
 



 
 
 

                                                                                                         
 
 
ตารางที่ 8  ผลการวิเคราะหลําดับเบสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลดวยโปรแกรม blastx 
 

Accession no. เชื้อจุลินทรีย ยีน frame Bit score e-value Identity 
(%) 

CAJ70734 B.  licheniformis strainF11 subtilisin-like serin protease precursor +1 634 4e-180 100 
ABU68339 B. licheniformis YP1A protease +1 634 5e-180 100 
AAS86761 B. licheniformis RG1 keratinase +1 632 1e-179 99 
AAV85775 B. licheniformis RG2 keratinase +1 632 1e-179 99 
AAY82466 B. licheniformis MKU2 keratinase +1 632 1e-179 99 
ACA97991 B. licheniformis RPk keratinase +1 631 2e-179 99 
AAY82467 B. licheniformis MKU3 keratinase +1 631 3e-179 99 
AAT75301 B. mojavensis keratinase +1 631 3e-179 99 
AAB34259 B. licheniformis PWD-1 keratinase +1 631 3e-179 99 
CAB56500 B. licheniformis NCIMB 6816 SubC (subtilisin Carlsberg  precursor) +1 629 2e-178 98 

 
หมายเหตุ  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 15 มกราคม 2551



 
 
 

                                                                                                         
 
ตารางที่ 9  ผลการวิเคราะหลําดับเบสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลดวยโปรแกรม blastn 
 

Accession no. เชื้อจุลินทรีย ยีน Bit score e-value Identity 
(%) 

AY817143 B. licheniformis RG2 keratinolytic protease gene 2,095 0 99 
EU090908 B. licheniformis YP1A protease gene 2,078 0 99 
AM183796 B. licheniformis F11  aprE gene 2,078 0 99 
AY590140 B.  licheniformis n RG1 keratinase gene 2,073 0 99 

S78160 B. licheniformis PWD-1 keratinase gene 2,073 0 99 
DQ071569 B.  licheniformis MKU2 keratinolytic gene 2,073 0 99 
AY665611 B.  mojavensis keratinase gene 2,067 0 99 
DQ149211 B.  licheniformis NH1  alkaline serine protease 2,067 0 99 
DQ071570 B.  licheniformis  MKU3 keratinase gene 2,061 0 99 
AF205190 B.  licheniformis NCIMB 10689 subtilisin precursor (SubC) gene 2,049 0 99 

 
หมายเหตุ  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 15 มกราคม 2551 
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        RPk             MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        PWD-1           MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        MKU3            MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        MKU2            MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        RG1             MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        RG2             MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
        K6              MMRKKSFWLGMLTALMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
                          **************:********************************************* 
 
        RPk             SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
        PWD-1           SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
        MKU3            SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
         MKU2            SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
        RG1             SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
        RG2             SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
        K6              SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
                         ************************************************************ 
 
        RPk             VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        PWD-1           VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        MKU3            VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        MKU2            VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        RG1             VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        RG2             VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
        K6              VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
                          ************************************************************ 
 
        RPk             NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        PWD-1           NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        MKU3            NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        MKU2            NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        RG1             NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        RG2             NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
        K6              NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
                           ************************************************************ 
 
        RPk             QAVDNAYAKGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        PWD-1           QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        MKU3            QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        MKU2            QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        RG1             QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        RG2             QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
        K6              QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
                           ********:*************************************************** 
  
        RPk             EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        PWD-1           EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMVSPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        MKU3            EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        MKU2            EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        RG1             EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        RG2             EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
        K6              EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
                          **************************.********************************* 
 
        RPk             LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
        PWD-1           LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
        MKU3            LGSSFYYGKGLINVEGAAQ 379 
        MKU2            LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
        RG1             LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
        RG2             LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
        K6              LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
                                    ***************.*** 
 

 
ภาพที1่1  Multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis           
                KUB-K0006 เทียบกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. licheniformis 
                สายพันธุอ่ืนที่สืบคนไดจากฐานขอมูลโดย  K6, RG1, RG2, MKU2, MKU3, RPk และ  
                PWD-1 คือ  ลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก B. licheniformis  KUB-K0006,    
                B. licheniformis RG1, B. licheniformis RG2, B. licheniformis MKU2, B. licheniformis 

                  MKU3, B. licheniformis RPk และ B. licheniformis PWD-1 ตามลําดับ โดยแถบสีเขียว 
คือ ตําแหนงกรดอะมิโนที่มคีวามแตกตางกัน
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3. การทํา Homology modeling เพื่อศึกษาโครงรางสามมิตขิองเอนไซมเคราติเนส 
 

Homology modeling เปนการสรางโครงรางสามมิติของโปรตีนที่สนใจจากลําดับกรด                
อะมิโน โดยอาศัยความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอยางเปรียบเทียบกับลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตีนที่ทราบโครงรางสามมิติแลวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) โดยใน            
งานวิจัยนี้ไดศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 โดย
เปรียบเทียบกับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. licheniformis สายพันธุตางๆ              
B. subtilis BF20,  B. mojavensis และ B. pumilus ซ่ึงมีรายงานไวในฐานขอมูล ทั้งนี้เพื่อศึกษาความ
เหมือนและความแตกตางของโครงรางสามมิติและตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเอนไซม
เคราติเนสจากแหลงตางๆกัน 

 
3.1 การสรางโมเดลของยีนเคราติเนสดวยโปรแกรม Swiss-Model 

 
นําลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006,          

B. licheniformis RG1, B. licheniformis RG2, B. licheniformis MKU2, B. licheniformis MKU3,     
B. licheniformis RPk,  B. licheniformis PWD-1, B. subtilis BF20, B. mojavensis และ B. pumilus  
มาทํานายโครงรางสามมิติโดยใชโปรแกรม Swiss-Model ที่เวบไซต http://swissmodel.expasy.org / 
SWISS-MODEL.html  โดยโปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนของตัวอยางไปเปรียบเทียบกับลําดับ
กรดอะมิโนในฐานขอมูลของโปรตีน(PDB) โดยโปรแกรมจะเลือกโปรตีนที่มีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอยางมากที่สุดมาเปนเทมเพลทในการสรางโมเดล ซ่ึง
พบวาเทมเพลทที่ใชในการสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis  แตละสายพันธุ 
รวมทั้ง B. subtilis BF20 และ B. mojavensis คือ 1cseE ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของเอนไซม 
subtilisin Carlsberg  จาก B. licheniformis  โดยจัดอยูในแฟมีล่ี subtilase เชนเดียวกับเอนไซม                      
เคราติเนส  โดยมีคารอยละความเหมือนคิดเปน 99 เปอรเซ็นต สวนโครงรางสามมิติของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. pumilus ถูกสรางขึ้นโดยมี 1scjA เปนเทมเพลท ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของ
เอนไซม subtilisin E จาก B. subtilis โดยมีคารอยละความเหมือนคิดเปน 76 เปอรเซ็นต  ดังแสดง
ในตารางที่ 10 

 
โมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis ทุกสายพันธุ ถูกสรางขึ้นตั้งแตกรด   

อะมิโนตําแหนงที่ 106  ถึงตําแหนงที่ 379   นั่นคือตําแหนงที่ 1 ถึง 105 ไมไดถูกนําไปสรางโมเดล
ของเอนไซม เนื่องจากเปนตําแหนงของ pre sequence และ pro sequence ที่จะแปลรหัสไปเปน 
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signal peptide และ pro-peptide ตามลําดับ โดย signal peptide มีความสําคัญในการขนสงโปรตีน
ไปที่ตําแหนงตางๆ โดยจะถูกตัดออกดวยเอนไซม signal peptidase ระหวางขนสงโปรตีนไปยัง
ตําแหนงที่ตองการ สวน  pro-peptide เปนสวนที่ชวยใหโปรตีนมีการมวนพับไดอยางถูกตองเพื่อให
เอนไซมอยูในรูปที่ทํางานได จากนั้นจะเกิด self-cleavage เพื่อตัด pro-peptide ออก เหลือเพียง 
mature peptide (Harwood and Cranenburgh, 2008) และจากการทํา multiple alignment  ดังภาพที่ 
11 พบวาเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีลําดับกรดอะมิโนตางจาก             
B. licheniformis RG1, B. licheniformis RG2 และ B. licheniformis MKU2  เพียงตําแหนงเดียวคือ 
Leu15 ซ่ึงอยูในตําแหนงของกรดอะมิโนที่ไมไดถูกนําไปใชในการสรางเปนโมเดลเอนไซมเครา-
ติเนส  ทําใหโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B.licheniformis ทั้งสี่สายพันธุมีโครงรางสามมิติไม
แตกตางกัน สวนกรดอะมิโนที่ถูกสรางเปนโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก   B. subtilis BF20 
และ  B. mojavensis นั้น ไมมีความแตกตางกับลําดับกรดอะมิโนที่ถูกสรางเปนโมเดลของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006  ทําใหโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. subtilis 
BF20, B. mojavensis ไมแตกตางไปจากโมเดลของเอนไซมเคราติเนสของ B. licheniformis KUB-
K0006 เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงเลือกเพียงโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก   B. licheniformis KUB-
K0006, B. licheniformis MKU3, B. licheniformis RPk, B. licheniformis PWD-1 และ B. pumilus 
ไปใชในการวิเคราะหหาตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงและเปรียบเทียบความเหมือนหรือความ
แตกตางของโครงรางสามมิติตอไป โดยโมเดลของเอนไซมเคราติเนสที่ไดประกอบดวยโครงสราง
ทุติยภูมิแบบ α-helix และ β-sheet ที่เชื่อมตอกันดวยบริเวณที่เปน loop ดังแสดงในภาพที่ 12 ซ่ึง
การมวนพับของโปรตีนมีลักษณะการเรียงตัวของ β-sheet ขนานกัน ทําใหจัดอยูในคลาส α  and β 
protein (α/β) และอยูในโฟลด subtilsin-like ซ่ึงมีลักษณะการเรียงตัวเปนแบบ  3 layers คือ มีการ
เรียงตัวสลับกันแบบ α / β/α    
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ตารางที่ 10 เทมเพลทในการสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนส 
 

model Template  
 

Modelled  
residue range 

E-value % identity 

B. licheniformis KUB-K0006 1cseE 106-379 1.23144e-109 99 
B. licheniformis RG1 1cseE 106-379 7.27984e-110 99 
B. licheniformis RG2 1cseE 106-379 7.27984e-110 99 
B. licheniformis MKU2 1cseE 106-379 7.27984e-110 99 
B. licheniformis MKU3 1cseE 106-379 1.50445e-109 99 
B. licheniformis RPk 1cseE 106-379 1.43099e-109 99 
B. licheniformis PWD-1 1cseE 106-379 6.53153e-110 99 
B. subtilis BF20 1cseE 81-354 4.37784e-107 99 
B. mojavensis 1cseE 106-379 7.27984e-110 99 
B. pumilus 1scjA 109-382 2.55098e-93 76 

 
หมายเหตุ  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 1 มีนาคม 2551 
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        B. licheniformis KUB-K0006                     B. licheniformis MKU3 

                  
         B. licheniformis RPk           B. licheniformis PWD-1 

 
                                B. pumilus 
 
ภาพที่ 12  โมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุตางๆ และ B. pumilus ที่ได 
                  จากการจําลองโครงรางสามมิติโดยใชโปรแกรม Swiss-model 



 
 
 
                                                                                                       

3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสเพื่อหาบริเวณเรง 
 

การหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจะตองอางอิงจากบริเวณเรงของเทมเพลทที่มี
รายงานไวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) โดยใชโปรแกรม  blastp ในการเลือกเทมเพลทที่            
เหมาะสม ซ่ึงการเลือกเทมเพลทนั้นจะตองพิจารณาจากคารอยละของความเหมือน (% identity) 
และคา resolution ซ่ึงเปนคาที่บงบอกถึงความละเอียดของโครงสรางเอนไซม โดยคารอยละความ
เหมือนระหวางเทมเพลทกับตัวอยางจะตองมีคามากกวา 25 เปอรเซ็นต จึงจะเปนโมเดลที่มีความ
นาเชื่อถือถามกฎของ Doolittle (Doolittle’s rule of thump) (Balaji et al., 2006) และคา resolution 
ของเทมเพลทที่มีคาต่ําจะแสดงใหเห็นวาเปนโครงสรางที่ดี เนื่องจากทําใหทราบรายละเอียดภายใน
โครงสรางไดอยางถูกตองมากกวาเทมเพลทที่มีคา resolution สูง  ซ่ึงการหาบริเวณเรงบนเทมเพลท 
สามารถทําไดโดยใชโปรแกรม DSViewerPro (Accelrys, USA) โดยบริเวณเรงที่หาไดบนเทมเพลท
จะถูกนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนบนโปรตีนตัวอยางโดยการทํา multiple alignment ทํา
ใหบอกไดวาที่ตําแหนงเดียวกันนั้นบนโปรตีนตัวอยางมีกรดอะมิโนที่เหมือนหรือแตกตางไปจาก
เทมเพลท จากการคัดเลือกเทมเพลทในการหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส  พบวา 1bh6A เปน
เทมเพลทที่มีคารอยละความเหมือนสูงและมีคา resolution ต่ํา รวมทั้งมีรายงานบริเวณที่เกี่ยวของกับ
การจับสับสเตรทหรือสารยับยั้ง ดังนั้นจึงไดเลือก 1bh6A ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของเอนไซม 
subtilisin DY จาก B. licheniformis ที่จับอยูกับ N-benzyloxycarbonyl-Ala-Pro-Phe-chloromethyl 
Ketone โดยมีคา resolution เทากับ 1.55 และมีคารอยละของความเหมือนเมื่อเทียบกับเคราติเนสจาก  
B. licheniformis และ B. pumilus เปน 87 และ 71 เปอรเซ็นต ตามลําดับ มาเปนเทมเพลทในการหา
บริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสตอไป 

 
การใชโปรแกรม  DSViewerPro ในการตรวจสอบเรซิดิวที่เกี่ยวของกับการจับกัน

ระหวางเอนไซม subtilisin DY กับ N-benzyloxycarbonyl-Ala-Pro-Phe-chloromethyl ketone  คือ  
เรซิดิว 1BH300 และเมื่อวิเคราะหกรดอะมิโนที่ระยะ 5 อังสตรอม รอบเรซิดิวดังกลาวพบกรด        
อะมิโน His64, Gly100, Ser101, Gly102, Tyr104, Ser125, Leu126, Gly127, Gly128, Ala152, 
Gly154, Asn155, Gly219, Thr220 และ Ser221 ซ่ึงกรดอะมิโนที่คาดวาเปนบริเวณเรงคือ His64 
และ Ser221 แตอยางไรก็ตามจากงานวิจัยของ Eschenburg et al. (1998) ไดรายงานวา subtilisin DY 
มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงอีกหนึ่งแหนงคือ Asp32 ดังนั้นเทมเพลท 1bh6A จึงมีกรดอะมิโนที่บริเวณ
เรง ไดแก Asp32, His68 และ Ser221 ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser นี้ เปน
ลักษณะเฉพาะของเอนไซมในกลุม serine protease แคลน SB และเมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของ
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006, B. licheniformis MKU3, B. licheniformis 
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RPk, B. licheniformis PWD-1 และ B. pumilus ไปทํา multiple alignment กับลําดับกรดอะมิโนของ 
subtilisin DY  เพื่อเปรียบเทียบหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส  พบวาเคราติเนสจาก Bacillus 
ทุกสปชีสมีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser เชนเดียวกับ subtilisin DY (ภาพที่ 13) โดย
เคราติเนสจาก  B. licheniformis มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp137, His168 และ Ser325  สวน
เคราติเนสจาก B. pumilus มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงอยูที่ Asp140, His172 และ Ser329 ดังแสดงใน
ตารางที่ 11 

 
 
 

ตารางที่ 11  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis 
                    แตละสายพันธุเปรียบเทียบกบักรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ subtilisin DY จาก 
                    B. licheniformis (PDB code: 1bh6A) 
 

กรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนเทมเพลท 1bh6A model 
Asp32 His64 Ser221 

B. licheniformis KUB-K0006 Asp137 His168 Ser325 
B. licheniformis MKU3 Asp137 His168 Ser325 
B. licheniformis RPk Asp137 His168 Ser325 
B. licheniformis PWD-1 Asp137 His168 Ser325 
B. pumilus Asp140  His172 Ser329 
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          PWD-1           MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
 MKU3            MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
 RPk             MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
 kerK6           MMRKKSFWLGMLTALMLVFTMAFSDSASAAQPAKNVEKDYIVGFKSGVKTASVKKDIIKE 60 
 1BH6            ------------------------------------------------------------ 
 
 
 PWD-1           SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
 MKU3            SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
 RPk             SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
 kerK6           SGGKVDKQFRIINAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYVEEDHVAHALAQTVPYGIPLIKADK 120 
 1BH6            ---------------------------------------------AQTVPYGIPLIKADK 15 
                                                                    *************** 
 
 PWD-1           VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
 MKU3            VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
 RPk             VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
 kerK6           VQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 180 
 1BH6            VQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSGESYNTDGNGHGTHVAGTVAALD 75 
                     *****:*******.::**** :**.**:********:**:******************** 
 
 PWD-1           NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
 MKU3            NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
 RPk             NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
 kerK6           NTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMK 240 
 1BH6            NTTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALK 135 
                          **********.*****:************.********* **:*********.*****:* 
 
 PWD-1           QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
 MKU3            QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
 RPk             QAVDNAYAKGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
 kerK6           QAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAEL 300 
 1BH6            QAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSEL 195 
                           ****:*** *:**********.**. *********************.*********:** 
 
 PWD-1           EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMVSPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
 MKU3            EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
 RPk             EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
 kerK6           EVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNLSASQVRNRLSSTATY 360 
 1BH6            EVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPTLSASQVRNRLSSTATN 255 
                          ******..******:***::******.**************:*.*************** 
 
 PWD-1           LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
 MKU3            LGSSFYYGKGLINVEGAAQ 379 
 RPk             LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
 kerK6           LGSSFYYGKGLINVEAAAQ 379 
 1BH6            LGDSFYYGKGLINVEAAAQ 274 
                          **.************.*** 

 
 

ภาพที่ 13  Multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis  
                  KUB-K0006, B. licheniformis PWD-1, B. licheniformis MKU3 และ B. licheniformis  
                  RPk เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม subtilisin DY จาก B. licheniformis  
                  (PDB code: 1bh6A) โดยแถบสีเหลือง คือ กรดอะมิโนที่บริเวณเรง  
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3.3 การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit 
 

ถึงแมวาบนโครงรางสามมิติของ B. licheniformis  KUB-K0006 จะมีบริเวณเรงเปน 
Asp-His-Ser เชนเดียวกับโครงรางสามมิติของเคราติเนสจาก B. pumilus และ B. licheniformis  สาย
พันธุอ่ืน  แตยังคงมีกรดอะมิโนบางตําแหนงที่แตกตางกันออกไป ซ่ึงอาจสงผลตอการมวนพับของ
โปรตีน ดังนั้นจึงไดเปรียบเทียบโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-
K0006 กับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B.licheniformis MKU3, B. licheniformis  
RPk,  B. licheniformis PWD-1 และ B. pumilus  เพื่อวิเคราะหความเหมือนและความแตกตาง
ระหวางโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit ดวยโปรแกรม SPDBV  จากการวิเคราะหตําแหนง
ของบริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส จากทุกแหลงพบวากรดอะมิโนแอสพาร-
เตตอยูที่ปลาย  β-sheet ที่ 2 สวนฮิสทิดีนและซีรีนอยูบน α-helix ที่ 3 และ 6 ตามลําดับ (ภาพที่ 14) 
และเมื่อเปรียบเทียบโครงรางสามมิติเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับโครง
รางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืน พบวาโครงรางสามมิติและ
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงสามารถซอนทับกันไดพอดี ถึงแมวาจะมีความแตกตางของ
กรดอะมิโนที่บางตําแหนง โดยเมื่อพิจารณาจากผลการทํา secondary structure alignment แสดงให
วาตําแหนงของกรดอะมิโนที่ตางไปนั้นถูกสรางเปน secondary structure แบบเดียวกัน ดังนั้นความ
แตกตางของกรดอะมิโนที่พบใน B. licheniformis KUB-K0006 ไมไดสงผลตอโครงสรางของ
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่นแตอยางใด และเมื่อเปรียบ เทียบโครงรางสาม
มิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับโครงรางสามมิติของเอนไซม        
เคราติเนสจาก B. pumilus พบวาโครงรางสามมิติแตกตางกันเล็กนอย แตความแตกตางนี้ไมทําให
โครงรางสามมิติโดยรวมของเอนไซมเคราติเนสเปลี่ยนไปเนื่องจากบริเวณที่มีความแตกตางกัน
อยางชัดเจนในการทํา model fit คือ บริเวณที่เปน loop ซ่ึงเปนบริเวณที่ไมสามารถทํานายโครงสราง
ทุติยภูมิได จึงทําใหบริเวณที่เปน loop มีความผันแปรคอน ขางมากและทําใหเกิดความยืดหยุนขึ้น
ในโมเลกุล ในขณะที่โครงสรางทุติยภูมิ ไดแก α-helix และ β-sheet เปนโครงสรางที่มีความ
แนนอนคอนขางสูง ดังนั้นความแตกตางที่เกิดขึ้นจากการซอนทับกันในบริเวณ loop จึงไมสงผลตอ
โครงรางสามมิติโดยรวมของเอนไซมและเมื่อเปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรง
พบวากรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 และ B. pumilus 
สามารถซอนทับกับไดพอดีเชนเดียวกันกับเมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรง
ของโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส จาก B. licheniformis  สายพันธุตางๆ โดยผลการทํา 
model fit แสดงในภาพที่ 15 -18 
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จากการทํา Homology modeling  เพื่อทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซม                        
เคราติเนสจาก  B. licheniformis KUB-K0006  โดยการแปลรหัสจากลําดับเบสของยีนเคราติเนสที่
ไดจากการทําพีซีอารไปเปนลําดับกรดอะมิโนและสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนสขึ้นมา               
แสดงใหเห็นวาความแตกตางของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับยีน                      
เคราติเนสที่มีรายงานไวในฐานขอมูล ไดแก ยีนเคราติเนสจาก  B. licheniformis สายพันธุตางๆ 
รวมทั้ง B. subtilis BF20, B. mojavensis และ B. pumilus นั้นไมสงผลตอโครงรางสามมิติของ
เอนไซม ดังนั้นยีนเคราติเนส จาก B. licheniformis KUB-K0006 ที่ไดจากการทําพีซีอารนี้นาจะ
สามารถแปลรหัสเพื่อสรางเปนเอนไซมเคราติเนสที่ทํางานไดเชนเดียวกับยีนเคราติเนสจาก                           
B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆ 
 

5. การแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ใน B. subtilis 1A751 
 

การเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชคูไพรเมอร NFK 
และ ARK  เพื่อเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสที่ไมมีสวนของ signal peptide  ซ่ึงไพรเมอร NFK จะมี
ตําแหนงจดจําของเอนไซม BamHI และ  ไพรเมอร ARK จะมีตําแหนงจดจําของเอนไซม AatII  ซ่ึง
หลังจากการทําพีซีอารจะทําใหไดช้ินยีนเคราติเนสที่สามารถตัดปลาย 5’ และ 3’ ไดดวยเอนไซม 
BamHI และ AatII  ตามลําดับ เพื่อนําไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
และ AatII เชนเดียวกัน  ซ่ึงการใชเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดในตัดชิ้นดีเอ็นและดีเอ็นเอพาหะจะ
เปนการชวยควบคุมทิศทางของการเชื่อมตอใหมีความถูกตองดวย ผลการทดลองพบชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 1,071 คูเบส ดังภาพที่ 19 จากนั้นทําการยีนโคลนเขาสู pGEM-T easy vector (Promega, 
USA) และถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E.coli DH5α  เพื่อใหสามารถตัดชิ้นดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด
จําเพาะไดสะดวกขึ้น เนื่องจากเอนไซมตัดจําเพาะจะทํางานไดไมดีหากตําแหนงตัดอยูใกลกับปลาย
ของชิ้นดีเอ็นเอมากเกินไป ดังนั้นการโคลนยีนเขากับ pGEM-T easy vector จึงเปนการเพิ่มพื้นที่ให
เอนไซมตัดจําเพาะสามารถจับกับตําแหนงจดจําในการตัดไดดียิ่งขึ้น ซ่ึงผลการตัดชิ้นดีเอ็นเอของ
ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT 43 ดวยเอนไซม BamHI และ AatII แสดงในภาพที่ 20 
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           B. licheniformis KUB-K0006                  B. licheniformis MKU3 

                                          
                                                  
         B. licheniformis RPk                    B. licheniformis PWD-1 

 
      B. pumilus    
 
ภาพที่ 14  ตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก 
                  B. licheniformis KUB-K0006, B. licheniformis MKU3,  B. licheniformis RPk,     
                  B. licheniformis PWD-1 และ  B. pumilus โดยบริเวณสีมวง คือ ปลาย N-terminal และ 
                  สีแดง คือ ปลาย C- terminal 
 



 

59

           
 
 
ภาพที่ 15  ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  B. licheniformis   
                 KUB-K0006 กับ B. licheniformis MKU3 
                โดย โมเดลสีเขียว คือ โมเดลของ B. licheniformis KUB-K0006 
                       โมเดลสีแดง คือ โมเดลของ B. licheniformis MKU3 
 
 

                      
 
ภาพที่ 16  ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  B. licheniformis   
                 KUB-K0006 กับ B. licheniformis RPk1 
                โดย โมเดลสีเขียว คือ โมเดลของ B. licheniformis KUB-K0006 
                        โมเดลสีแดง คือ โมเดลของ B. licheniformis RPk  
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ภาพที่ 17  ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  B. licheniformis 
                 KUB-K0006 กับ B. licheniformis PWD-1 
                 โดย โมเดลสีเขียว คือ โมเดลของ B. licheniformis KUB-K0006 
                         โมเดลสีแดง คือ โมเดลของ B. licheniformis PWD-1 
 
 

                   
 
ภาพที่ 18  ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  B. licheniformis  
                 KUB-K0006 กับ B. pumilus 
                 โดย โมเดลสีเขียว คือ โมเดลของ B. licheniformis KUB-K0006 
                         โมเดลสีแดง คือ โมเดลของ B. pumilus 
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เมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นของยีนเคราติเนสเขากับพลาสมิด pHT43 แลวถายโอน              
พลาสมิดลูกผสมเขาสู E.coli DH5α พบเพียง 11 โคลนที่สามารถเจริญบนอาหาร LB ที่มีแอมพิ-
ซิลลิน จากนั้นนําโคลนทั้งหมดมาสกัดพลาสมิดดวย QIAprep®Spin Miniprep kit (Qiagen, USA) 
แลวนํามาคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสดวยการทําพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร NFK กับ ARK พบวา
มี 9โคลนที่มีแถบดีเอ็นของยีนเคราติเนสซึ่งมีขนาด 1,071 คูเบส ดังภาพที่ 21(ก) เมื่อนําพลาสมิดที่
ผานการตรวจสอบดวยไพรเมอร NFK และ ARK ไปตรวจสอบซ้ําดวยการทําพีซีอารโดยใช                
ไพรเมอร  FSq และ RSq ซ่ึงเปนไพรเมอรที่ออกแบบจากลําดับเบสบนพลาสมิด pHT43  พบวาทุก
โคลนมีแถบดีเอ็นเอขนาด 1,343 คูเบส ดังภาพที่ 21(ข) จากนั้นนําพลาสมิดจากโคลนที่มีแถบ                 
ดีเอ็นเอที่ตองการมาตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอภายในพลาสมิดโดยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ BamHI และ AatII พบวาทุกโคลนที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะมีแถบดีเอ็นเอสอง
ขนาดคือ  8,057 คูเบส  ซึ่งเปนขนาดของพลาสมิด pHT43 และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,071 คูเบสของ
ยีนเคราติเนส ดังแสดงในภาพที่ 22 นําพลาสมิดจากทุกโคลนสงไปวิเคราะหลําดับเบสที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี ซ่ึงพบวายีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ถูกเชื่อมตอกับ
ตําแหนงของ signal peptide ในพลาสมิด pHT43 ที่ตําแหนง BamHI ไดถูกตองตามเฟรมการแปล
รหัสเปนกรดอะมิโน ดังภาพที่ 23 และลําดับเบสของยีนเคราติเนสภายในพลาสมิดไมไดมีความ
แตกตางไปจากลําดับเบสของยีนเคราติเนสที่เคยทําการวิเคราะหมากอน จึงถายโอนพลาสมิดนี้เขาสู 
B. subtilis 1A751 

 
เมื่อถายโอนพลาสมิดที่มียีนเคราติเนสเชื่อมตออยูกับพลาสมิด pHT43 เขาสู B. subtilis 

1A751 แลว สุมเลือกโคลนจํานวน 10 โคโลนีเพื่อนํามาคัดเลือกโคลนที่ความสามารถในการผลิต
เอนไซมเคราติเนส โดยนําโคลนที่เลือกมาสกัดพลาสมิดเพื่อตรวจสอบวาเปนโคลนที่มียีนเครา-
ติเนสหรือไมดวยการทําพีซีอารดวยคูไพรเมอร NFK กับ ARK และ FSq กับ RSq พบวาโคลนมีช้ิน
ดีเอ็นเอขนาด 1,071 และ 1,343 คูเบส ตามลําดับ ดังภาพที่ 24 และ 25 ตามลําดับ แตเมื่อนําโคลนไป
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสและความสามารถในการยอยขนไกพบวาทุก
โคลนไมสรางวงใสรอบโคโลนีบนอาหาร skim milk และไมสามารถยอยขนไกได  ซ่ึงการไม
แสดงออกของรีคอมบิแนนตโปรตีนเปนปญหาที่พบไดในการทํา  heterologous gene expression 
ทั้งนี้อาจเกิดจากการเกิด secondary structure ที่บริเวณเริ่มตนในการแปรรหัสเปนกรดอะมิโนสงผล
ตอการแสดงออกของยีน (de Smith and van Duin, 1994a)  นั่นคือโปรโมเตอรที่ใชอาจไมเหมาะสม
กับยีนที่ตองการแสดงออกทําใหเกิด secondary structure ระหวาง 5’ untranslated region กับ
ตําแหนงเริ่มตนของ coding sequence  ไรโบโซมจึงไมสามารถแปลรหัสจาก mRNA ไปเปน
โปรตีนไดหรือเอนไซมที่ผลิตอาจไมอยูในรูปที่สามารถทํางานไดเนื่องจากการมวนพับของโปรตีน
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ที่ไมถูกตองเนื่องพลาสมิดที่ใชในการแสดงออกของยีนสวนใหญมักจะเปน inducible plasmid ซ่ึง
เมื่อมีการเติมสารเหนี่ยวนําแลวจะมีการผลิตเอนไซมออกมาอยางรวดเร็ว ทําใหเซลลไมสามารถจะ
ควบคุมการมวนพับของโปรตีนได โปรตีนที่ผลิตออกมาจึงอยูในรูปที่ไมละลายน้ําและไมสามารถ
ทํางานไดตามปกติ (Nick, 2007) นอกจากนี้อาจเกิดจาก signal peptide ที่ใชในการผลิตโปรตีนออก
นอกเซลลไมเหมาะสมกับเซลลเจาบานสายพันธุที่เลือกใช เชนเดียวกับในกรณีการแสดงออกของ 
Interleukin-3 (IL-3) ใน B. subtilis WB700/WB800 พบวาเมื่อใช signal peptide เปน Lat signal  
เซลลลูกผสมสามารถผลิตโปรตีนได แตเมื่อใช SacB signal ไมพบการผลิตโปรตีนออกมานอก
เซลล และเมื่อใช  Pel signal  โปรตีนที่ผลิตไดจะถูกยอยสลายและพบปญหาความไมเสถียรของ 
พลาสมิด (Fu et. al, 2007) 

 
ดังนั้นในการโคลนและการแสดงออกของยีนจึงควรเลือกระบบในการแสดงออกให

เหมาะสม ไมวาจะเปนระหวางยีนกับดีเอ็นเอพาหะและดีเอ็นเอพาหะกับเซลลเจาบาน รวมทั้งควร
เลือก signal peptide ที่เหมาะสมกับยีนที่ตองการแสดงออกเพื่อใหการผลิตรีคอมบิแนนตโปรตีนมี
ประสิทธิภาพสูงสุด 
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ภาพที่ 19  ผลการทําพีซีอารเพื่อเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวย 
                 ไพรเมอร NFK และ ARK 

    ชองที่ 1   100 bp DNA ladder plus 
    ชองที่ 2   negative control 
    ชองที่ 3   ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ ARK  

 
 

                                                                                                                                              

                   
 

ภาพที่ 20  ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ถูกตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII 
   ชองที่ 1  1 Kb DNA marker 
   ชองที่ 2 พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII  
   ชองที่ 3 ยีนเคราติเนสที่ตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII 
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          ก. 

 
 

                                             
                                     

                                    
         ข. 

 
ภาพที่ 21  ผลการตรวจสอบโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB- 
                 K0006 เขากับพลาสมิด pHT43  โดยการทําพซีีอารดวยคูไพรเมอร (ก) NFKและ ARK  
                 และ (ข) FSq และ RSq  โดย M1 คือ 1 Kb DNA marker, M2 คือ 100 bp DNA ladder 

plus, หมายเลข 1-11 คือ หมายเลขโคลน, P คือ positive control และ N คือ negative 
control 

  M1     1        2         3        4         5       6         7        8        9        10      11        P      N 

           M2         1          2          3          4         5          6          7         8          9          P         N     
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ภาพที่ 22  ผลการตัดพลาสมิดของโคลนที่ผานการตรวจดวยไพรเมอร NFK-ARK และ FSq-RSq 
                 ดวยเอนไซม BamHI และ AatII  โดย M1 คือ 1 Kb DNA marker, M2 คือ 100 bp DNA 
                 ladder plus, 1-9 คือ หมายเลขโคลน, U คือ พลาสมิดที่ไมผานการตัดดวย BamHI และ 
                 AatII  และ C คือ พลาสมิดที่ผานการตัดดวย BamHI และ AatII 
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ภาพที่ 23  ลําดับเบสของยีนเคราติเนสเมื่อเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43 
                โดย แถบสีเหลือง คือ    signal peptide บนพลาสมิด pHT43 
      แถบสีเขียว    คือ    ตําแหนงจดจําของเอนไซม BamHI 
      แถบสีแดง     คือ    stop codon 
      แถบสีฟา       คือ    กรดอะมิโนที่บริเวณเรง 
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ภาพที่ 24  ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียนีเคราติเนสโดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ 
                 ARK 

   ชองที่ 1   100 bp DNA ladder plus 
   ชองที่ 2 และ 3  ผลการทําพีซีอารโดยใชพลาสมิดจากโคลนเปนดีเอน็ตนแบบ 
   ชองที่ 4  ผลการทําพีซีอารโดยใช pHT43 เปนดเีอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 5  positive control 
   ชองที่ 6  negative control 
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ภาพที่ 25  ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียนีเคราติเนสโดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร FSq และ  
                 RSq 

   ชองที่ 1  100 bp DNA ladder plus 
   ชองที่ 2 และ 3  ผลการทําพีซีอารโดยใชพลาสมิดจากโคลนเปนดีเอน็ตนแบบ 
   ชองที่ 4  negative control 
   ชองที่ 5  positive control 
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สรุป 
 
 การโคลนยีนเคราติเนสจาก genomic library พบเซลลลูกผสมทั้งหมด 1,020 โคโลนี และมี
เพียงโคลน e101 เทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส
เทากับ 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตโคลนที่ไดไมเสถียรเมื่อมีการเลี้ยงเชื้อตอกันหลายๆ รุน  สวนจาก
การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวยการทําพีซีอาร พบยีนเคราติเนส 
ขนาด 1,140 คูเบส ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆใน
ฐานขอมูลถึง  99 เปอรเซ็นต 
 
 การทํา Homology modeling ของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
พบวาโครงรางสามมิติของเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีกรดอะมิโน Asp137,  
His168 และ Ser325 อยูในบริเวณเรงเชนเดียวกับเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุ
อ่ืนที่มีรายงานไวในฐานขอมูล และเมื่อเปรียบเทียบโครงรางสามมิติพบวาโครงรางของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุสามารถซอนทับกันพอดี แสดงใหเห็นวาความ
แตกตางของกรดอะมิโนที่พบในเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ไมไดทําใหโครงราง
สามมิติของเอนไซมเคราติเนสตางไปจากเคราติเนสจาก B. licheniformis  สายพันธุอ่ืน ดังนั้นยีน
เคราติเนสที่ไดจาก B. licheniformis KUB-K0006 อาจจะสามารถแปลรหัสเพื่อผลิตเปนเอนไซม
เคราติเนสที่สามารถทํางานไดเชนเดียวกับเคราติเนสจาก   B. licheniformis  สายพันธุอ่ืน 
 
 การแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ใน B. subtilis 1A751   
โดยใชพลาสมิด pHT43 เปนดีเอ็นเอพาหะ เมื่อถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751 และ
ตรวจสอบโคลนดวยการทําพี ซีอารพบวา เซลล ลูกผสมทุกโคลนที่นํามาตรวจสอบมียีน               
เคราติเนสอยูแตไมแสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
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1. อาหารเลี้ยงเชือ้   
 

1.1.  Luria-Bertani  medium 
 

Bacto tryptone   10  กรัม 
        Bacto yeast extract   5 กรัม 
        NaCl    10  กรัม 
        น้ํากลั่น    1000  มิลลิลิตร 
  
ในกรณีที่เปนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง ใหเติม agar 1.5 % ของปริมาตรอาหาร 
 

1.2 SOC   
 

         Bacto-tryptone   1  กรัม 
         Bacto-yeast extract   0.25       กรัม 
         NaCl    0.025     กรัม 
         2 M Glucose   0.5         มิลลิลิตร 
         น้ํากลั่น    1  ลิตร 
 

1.3 Minimal-growth medium   
 

        Minimal salt   200 มิลลิลิตร 
        20% glucose   25    มิลลิลิตร 
        2% casamino aicd   10          มิลลิลิตร 

         Yeast extract   50 มิลลิกรัม 
         น้ํากลั่น    1    ลิตร 
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1.4 Starvation medium 
\ 
        Minimal salt   200   มิลลิลิตร 
       20% glucose    25     มิลลิลิตร 
       น้ํากลั่น    1      ลิตร 
 
โดย minimal salt ประกอบดวย 
 
      (NH4)2SO4    10   กรัม 
       K2HPO4    74 กรัม 
       KH2PO4    24   กรัม 
       Tri-sodium citrate   9.5  กรัม 
       MgSO4.7H2O   1    กรัม 
       น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 

1.5 skimmilk agar 
 

        NH4Cl    0.5 กรัม 
        NaCl    0.5   กรัม 
        K2HPO4.3H2O   0.354 กรัม 
        KH2PO4    0.4  กรัม 
        MgCl2.H2O    0.24 กรัม 
        Yeast extract   0.1 กรัม 
        Skim milk     10 กรัม 
        Agar       15 กรัม 
        น้ํากลั่น    1  ลิตร 
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1.6  mineral salt   
 

        NH4Cl    0.5 กรัม 
        NaCl    0.5   กรัม 
        K2HPO4.3H2O   0.354 กรัม 
        KH2PO4    0.4  กรัม 
        MgCl2.H2O    0.24 กรัม 
        Yeast extract   0.1 กรัม 
        น้ํากลั่น    1  ลิตร 
 

2. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอและพลาสมิด 
 

2.1 lysis buffer  
  

ประกอบดวย  50 mM EDTA และ 0.1 M NaCl 
 

2.2 TE buffer 
 

ประกอบดวย 1 mM EDTA  และ 10 mM  Tris-HCl ,pH 8.0   
 

2.3 Solution A 
 

ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl  pH8.0 , 10 mM EDTA , 50 mM NaCl และ 
20%(W/V) Sucrose    

 
2.4 Solution B 

 
       ประกอบดวย 0.2 M NaOH  และ 1% (W/V) SDS    
  
 

 



 

83

2.5 Solution C 
 

ประกอบดวย  5 M Potassium acetate และ   Glacial acetic acid 11.5 มิลลิลิตร   ปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 

 
3. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส   
 

3.1 0.01 M NaCN 
 

ประกอบดวย NaCN 490 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
 

3.2 Acetate buffer 
 

ละลาย sodium acetate (NaOAc.3H2O) 2700 กรัม ในน้าํกลั่น 2 ลิตร แลวเติม glacial 
acetic 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 7.5 ลิตร คาพีเอชของบัฟเฟอรจะอยูประมาณ 5.3-5.4 

 
3.3 Acetate-Cyanide 

 
เตรียม 0.2 mM NaCN ใน acetate buffer โดยการนําสารละลายในขอ 3.1 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยสารละลายในขอ 3.2 
 

3.4 3% Ninhydrin 
 

ละลาย ninhydrin 3 กรัม ใน Methyl-Cellosolve:ethylene glycol monomethyl ether 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
3.5 สารละลายเจือจางประกอบดวย isopropyl alcohol ผสมกับน้ํากลั่นในอตัราสวน 1:1 
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1.  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
 
การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยการวดัคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต ทําการเจือจาง

สารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตรตอปริมาตรรวม 300 ไมโครลิตรแลววัดคาการดูดกลืนแสงอัลตรา
ไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนกรัม ดวยเครื่อง spectrophotometer (Bio Aqariust) 
แลวคํานวณปริมาณดีเอ็นเอ ตามสูตร  

 
ความเขมขนดเีอ็นเอ(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) =  A 280 × 50 × คาความเจือจาง 

                
การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใชสารละลายดีเอ็นเอปรมิาณ 

5 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading dye ความเขมขน 6 เทา แลวตรวจสอบดีเอ็นเอดวย 0.8 
เปอรเซ็นตอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ใน 1x TBE buffer ความตางศักยคงที่ 50 โวลต หรือ 100 
โวลต เปนเวลา 80 นาที และ 40 นาที  ตามลําดับ ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) ความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เปนเวลา 10-15 นาที  ลางดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 
10 นาที แลวนาํไปตรวจสอบดวยเครื่อง  UV-transilluminator (Vilber Lourmat) และบันทึกภาพ
โดยกลองถายภาพ 
 
2. การคํานวณหาขนาดของยนีเคราติเนส 
 
1 กรดอะมิโน =  3 เบส  =    110 ดาลตัน 

 
เอนไซมเคราติเนส SUK A และ SUK B มีขนาด 70 กิโลดาลตัน  
จึงประกอบดวย   636  กรดอะมิโน ซ่ึงเทากบัเบสทั้งหมด 1,909 คูเบส  
 
3. การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลโดยใช Nucleospin Extract II® 
 

สกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยเติมบัฟเฟอร NT2 ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักเจล  นําบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 10 นาที แลวนําสารละลายที่ไดมาใสในหลอด nucleospin  และปน
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที  เทสารละลายที่ไหลผานเมมเบรนทิ้ง เติม
บัฟเฟอร  NT3 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
เมื่อเทสารละลายที่ผานเมมเบรนทิ้ง แลวนําหลอด nucleospin ไปปนเหวี่ยงที่ 11,000 รอบตอนาท ี
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เปนเวลา 2  นาที นําคอลมันสวนบนไปวางบนหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเตมิ 
elution buffer NE3 หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
1 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  แลวนําเอาสารละลายดีเอน็เอที่
ไดไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
4. การเชื่อมตอชิน้ดีเอ็นเอเขากับ pGEM-T easy vector 
 

ทําการเชื่อมตอช้ินดเีอ็นเอทีไ่ดจากการทําพีซีอารเขากับ pGEM-T easy vector โดยใช
สารเคมีตางๆ ดังนี ้

 
2X Rapid ligation buffer   5 ไมโครลิตร 
pGEM-T easy vector   2 ไมโครลิตร 
PCR product    3 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase (3 unit/ul)  1 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม    10  ไมโครลิตร 
 
บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12- 16 ช่ัวโมง  แลวหยดุปฏิกิริยาโดยการนําไป

บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
5. วิธีวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนอิสระโดยวิธี Ninhydrin (Rosen, 1957) 
 

1) เติมสารละลายบฟัเฟอร Acetate-cyanide จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ในสารละลายตัวอยาง 1        
มิลลิลิตร 

2) เติมสารละลาย ninhydrin ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
3) บมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 
4) เมื่อครบเวลาเจือจางดวยสารละลายผสมของไอโซโพรพานอลตอน้ํา (1:1) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร เขยาแรงๆ 
5) ทิ้งใหเย็น แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร จากนั้นนาํคาที่ไดไป

เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานโดยใชกรดอะมิโนลิวซีนเปนมาตรฐาน 
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