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ขวัญคณิศร  อินทรตระกูล  2551: การโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก Bacillus   
 licheniformis KUB-K0006 ใน Bacillus subtilis  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (พันธุวิศวกรรม)  
สาขาพันธุวิศวกรรม โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา  ประธานกรรมการที่ปรึกษา:  
ผูชวยศาสตราจารยสุทธิพันธุ  แกวสมพงษ, Ph.D.  87 หนา 
 
 
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ขนไกไดดี จึงถูกนํามาประยุกตใชในการเพิ่มการยอยไดของขนไกปน เพื่อใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว 
แตเช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 มีการสรางเมือกในระหวางกระบวนการหมักทําใหผลผลิตเอนไซมที่ได
ลดลง ดังนั้นจึงไดศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 
เพื่อผลิตเซลลลูกผสมที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสสูง โดยโคลนยีนเคราติเนสจาก  
Genomic library โดยตัดโครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 แบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Bsp143I  
ความเขมขน 0.1 ยูนิตตอไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที แลวเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6  
กิโลเบส เขากับพลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวย BamHI และถายโอนเขาสู Escherichia coli DH5α พบวาโคลน 
e101 มีกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากพลาสมิดไมเสถียรจึงทําใหไม
สามารถตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสได สวนการโคลนยีนเคราติเนสโดยทํา PCR cloning พบยีนเคราติเนส 
ขนาด 1,140 คูเบส ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis  สายพันธุอื่นๆที่มีรายงาน  
ในฐานขอมูล    99  เปอรเซ็นต และเมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซม  
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 และเปรียบเทียบกับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก  
B. licheniformis MKU3,  B. licheniformis RPk และ  B. licheniformis PWD-1 โดยการสรางโมเดลและการระบุ
ตําแหนงของบริเวณเรงอางอิงจากเทมเพลท 1cseE และ 1bh6A ตามลําดับ พบวากรดอะมิโน Lue15, Arg249, 
Ala327 และ Ala376 ของเคราติเนสจาก  B. licheniformis  KUB-K0006 ที่ตางไปจากเอนไซมเคราติเนสอื่น 
ไมไดสงผลใหมีโครงรางสามมิติของเอนไซมตางกัน นอกจากนี้กรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซม  
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ยังอยูที่ตําแหนง Asp137, His168 และ Ser325 เชนเดียวกับ
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่นที่มีรายงานไวในฐานขอมูล จึงทํานายไดวายีนเคราติเนส 
จาก  B. licheniformis KUB-K0006 สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนและเกิดการมวนพับเปนโปรตีนเพื่อสราง
เปนเอนไซมเคราติเนสไดเชนเดียวกับเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่น  ดังนั้นจึงไดทําการ
แสดงออกของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ใน B. subtilis 1A751 โดยใช pHT43 เปน  
ดีเอ็นเอพาหะ และจากการคัดเลือกโคลนดวยการทําพีซีอารพบวาทุกโคลนมียีนเคราติเนสอยู แตโคลนไม
สามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสได  
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 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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เอนไซม subtilisin DY จาก B. licheniformis (PDB code: 1bh6A)   55 

(3) 



 
 
 
                                                                                                       

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที่ หนา 
  
14 ตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก 

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

  
 

  58 
15 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis KUB-K0006 กับ B. licheniformis MKU3 
 

   59 
16 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis   KUB-K0006 กับ B. licheniformis RPk    59 
17 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis KUB-K0006 กับ B. licheniformis PWD-1    60 
18 ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ                       

B. licheniformis  KUB-K0006 กับ B. pumilus    60 
19 ผลการทําพีซีอารเพื่อเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

ดวยไพรเมอร NFK และ ARK    63 
20 ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ถูกตดัดวยเอนไซม BamHI และ AatII    63 
21 ผลการตรวจสอบโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis 

KUB-K0006 เขากับพลาสมิด pHT43 โดยการทําพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร             
(ก) NFK-ARK และ (ข) FSq-RSq    64 

22 ผลการตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอโดยการตัดดวยเอนไซม BamHI และ 
AatII    65 

23 ลําดับเบสของยีนเคราติเนสเมื่อเชื่อมตอกบัพลาสมิด pHT43    66 
24 ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสโดยการทําพซีีอารดวยไพรเมอร 

NFK และ ARK    67 
25 ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสโดยการทําพซีีอารดวยไพรเมอร 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 

 
 ปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตไกเนื้อในประเทศไทยไดมีการพัฒนาไปอยางรวดเร็ว ทําให
เกิดทั้งผลพลอยไดและของเหลือทิ้งตามมามากมาย โดยเฉพาะขนไกซ่ึงพบมากที่สุด คือ ประมาณ   
4  ถึง 7 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัวไก (Baker et al.,1981) เนื่องจากขนไกมีโครงสรางหลักเปน             
เคราตินทําใหไมสามารถยอยสลายไดอยางรวดเร็วตามธรรมชาติ จึงกอใหเกิดปญหาในการกําจัด
และปญหาสิ่งแวดลอมตามมา ซ่ึงเคราตินในขนไกประกอบไปดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ทําใหมี
แนวคิดที่จะนําเอาขนไกมาแปรรูปเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตวเพื่อลดตนทุนการผลิต  และ
เนื่องจากพันธะไดซัลไฟดของกรดอะมิโนซิสเทอีน (cystein)  ภายในโครงสรางของเคราติน  ทําให 
ขนไกมีคุณสมบัติไมละลายน้ําและไมสามารถยอยสลายไดดวยเอนไซมโปรติเอสทั่วไป  ดังนั้นจึง
ตองมีการยอยสลายขนไกกอนที่จะนําไปเปนอาหารสัตว  
 

ในการนําขนไกมาแปรรูปเพื่อเปนอาหารสัตว สามารถทําไดโดยนําขนไกไปผาน
กระบวนการอบดวยไอน้ําภายใตความดันสูง (Baker et al., 1981)  แตพบวาวิธีการนี้ทําใหคุณคา
ทางโภชนาการลดลงเพราะความรอนมีผลตอกรดอะมิโนบางชนิด จึงไดมีการนําเอาสารเคมีมาใช
ในการยอยขนไก (Latshaw et al., 1994) ซ่ึงมีขอเสียคือ สารเคมีราคาแพงและยากตอการควบคุม   
ในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงมีการศึกษากระบวนการยอยสลายขนไกโดยวิธีทางชีวภาพ
ดวยเอนไซมที่สามารถยอยสลายขนไกได คือ เอนไซมเคราติเนส ซ่ึงการทํางานของเอนไซม           
เคราติเนสไมตองใชความรอนสูงกรดอะมิโนจึงไมถูกทําลาย ทําใหไดขนไกปนที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูงกวาวิธีอ่ืน นอกจากนี้ยังไมจําเปนตองแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑหลังเสร็จสิ้น
กระบวนการผลิตเพราะเอนไซมถูกทําใหเสียสภาพไดงาย อีกทั้งยังปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมดวย 

 
สุทธิพันธุ (2540) ไดทําการแยกเชื้อจุลินทรียจากบริเวณฟารมไกเนื้อในประเทศไทย         

พบเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายขนไกได 2 สายพันธุ คือ Bacillus licheniformis KUB-K0006 
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และ Bacillus pumilus KUB-K0082 โดย  B. licheniformis KUB-K0006 มีความสามารถในการยอย              
ขนไกไดสูงถึง 91.85 เปอรเซ็นต  จึงสามารถนําไปประยุกตใชในการยอยสลายขนไกเพื่อใหได
อาหารสัตวที่มีคุณคาทางโภชนาการสูงขึ้น  อีกทั้งยังเปนการเพิ่มคุณคาทางเศรษฐกิจและชวยลด
ปญหาส่ิงแวดลอมดวย แตในกระบวนการผลิตเอนไซมเคราติเนสโดยใช B. licheniformis KUB-
K0006 นั้นการเก็บเกี่ยวเอนไซมเปนไปไดคอนขางยาก เนื่องจากมีการสรางเมือกในระหวาง
กระบวนการหมัก ทําใหผลผลิตของเอนไซมเคราติเนสที่ตองการลดลง  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษา
การโคลนยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K006 โดยใชเซลลเจาบานเปนเชื้อ B. subtilis  
1A751 ซ่ึงเปนสายพันธุกลายที่ไมผลิต neutral protease และ alkaline protease เพื่อใหไดเชื้อ                 
จุลินทรียสายพันธุใหมที่สามารถผลิตและเก็บเกี่ยวเอนไซมเคราติเนสไดสูงขึ้น   
 
  
 

 
 
 



 
 
 
                                                                                                       

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อโคลนยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006  
 
2. เพื่อสรางเซลลลูกผสมของเชื้อ B. subtilis  ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 
 
3. ศึกษาลักษณะของเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจากเซลลลูกผสม 



 
 
 
                                                                                                       

การตรวจเอกสาร 
 
 
1. เอนไซมเคราติเนส   
 

เอนไซมเคราติเนส เปนเอนไซมในกลุมโปรติเอสซึ่งสามารถยอยโปรตีนที่มีโครงสราง
ซับซอนอยางเคราตินได    โดยเคราตินเปนองคประกอบหลักในผม เล็บ ขนไก ขนและเขาสัตว
ตางๆ เนื่องจากเคราตินประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด และมีการสรางพันธะไดซัลไฟด
ระหวางซิสเทอีน (cysteine) ทําใหเคราตินมีคุณสมบัติไมละลายน้ําและยอยสลายไดยาก 
(Papadopoulos et al., 1986)  โดยภายในโครงสรางของเคราตินจะมีลักษณะเปนสายเปปไทดสอง
สายจับกันหมุนเปนเกลียวเวียนขวา แลวเปปไทดเกลียวคูสองสายจะจับกันเปนเกลียวเวียนซาย
เรียกวา ซุปเปอรเฮลิค   (superhelix)  และไดเมอรของซุปเปอรเฮลิคจะมาจับกันเปนเตตระเมอร 
กลายเปนโปรโตฟลาเมนต (protofilament) ที่มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3 นาโนเมตร และ
ทายสุดโปรโตฟลาเมนต 8 สาย  จะมารวมตัวกันเปน intermediate  filament ซ่ึงมีเสนผานศูนยกลาง 
10 นาโนเมตร ดังแสดงในภาพที่ 1 

 

 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางของเคราติน 
ท่ีมา: Koolman and Roehm (2005) 
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คุณสมบัติของเอนไซมเคราติเนสจะแตกตางกันตามแหลงของเอนไซม  จากการศึกษา
ลักษณะของเอนไซมเคราติเนสจากหลายๆแหลงพบวา สวนใหญเชื้อจุลินทรียจะผลิตเอนไซม   
เคราติเนสออกนอกเซลล   โดยเอนไซมจะทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกลางจนถึงดางและที่อุณหภูมิ
ตั้งแต 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส (Gupta and Ramnani, 2006) สวนน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม   
เคราติเนสก็มีหลากหลายเชนกัน โดยขนาดเล็กสุดคือ  18 กิโลดาลตัน จาก Streptomyces 
albidoflavus SL1-02  และเอนไซมเคราติเนสขนาดใหญที่สุดผลิตจาก Kocuria rosea  ซ่ึงมีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงถึง 240 กิโลดาลตัน (Bernal et al., 2003) 

 
ปจจุบันความสามารถของเอนไซมเคราติเนสในการยอยเคราตินถูกนําไปประยุกตใชใน

ดานตางๆมากมาย ไมวาจะเปนดานอุตสาหกรรม การเกษตร และการแพทย นอกจากนี้เอนไซม    
เคราติเนสจาก Bacillus licheniformis PWD-1 ยังถูกนําไปผลิตเพื่อจําหนายเปนสารเติมแตงใน
อาหารสัตวโดยใชช่ือวา Versazyme ซ่ึงเปนลิขสิทธิ์ของ BioResource International Inc (BRI) ของ
สหรัฐอเมริกา (Wang et al., 2006) 

 
2. แหลงของเอนไซมเคราติเนส   
 

เอนไซมเคราติเนสสามารถผลิตไดจากทั้งแบคทีเรีย  แอคติโนมัยซิส และรา (ตารางที่ 1) ซ่ึง
คุณสมบัติของเอนไซมที่ผลิตไดจะแตกตางกันไปตามแตชนิดของจุลินทรีย โดยแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตเอนไซมเคราติเนสมักพบในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก โดยเฉพาะกลุมของ Bacillus 
นอกจากนั้นพบวากลุมของ Lysobacter, Nesternokia, Kocuria และ Microbacterium สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดเชนกัน   สวนแบคทีเรียแกรมลบที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสพบไดใน
กลุม Vibrio, Xantomonas, Fervidobacterium และ Chryseobacterium (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
แอคติโนมัยซิสที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสสวนใหญอยูในกลุมของ Streptomyces 

เชน S. fradua, S. pactum, S. albidoflavus, S. termoviolaccus SD8 และ S. graminogaciens และ
กลุมของ Thermoactonomyces เชน T. candius (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
สวนราที่ผลิตเอนไซมเคราติเนสมีหลายกลุม เชน Chrysosporium, Aspergillus, Alternaria, 

Trichurus, Urocladium และ Penicillium เปนตน แตไมนิยมใชราในการผลิตเอนไซม                      
เคราติเนสเนื่องจากสวนใหญเปนเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคผิวหนัง (Gradisar et al., 2000) 
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ตารางที่ 1  แหลงของจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได 
 

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. การจัดหมวดหมูของเอนไซมเคราติเนส 
 

เอนไซมเคราติเนสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส ซ่ึงสามารถแบงกลุมไดเชนเดียวกับ
เอนไซมไปรติเอสชนิดอื่นๆ โดยตามหลักของ International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology (IUBMB) สามารถแบงโปรติเอสหรือเปปติเดสออกเปนทั้งหมด 13 sub-subclass ดังแสดง
ในตารางที่ 2 ซ่ึงทั้ง 13 sub-subclass นี้ สามารถแบงตามกลไกการทํางานไดเปน 2 กลุมใหญ คือ 
Exopeptidases และ Endopeptidases  
 

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

เปนโปรติเอสที่ยอยลายพันธะเปปไทดจากปลายสายของโปรตีน ซ่ึงเมื่อแบงตาม
ตําแหนงการตัดสามารถจัดกลุมไดดังนี้ 

 
3.1.1 Aminopeptidases (EC 3.4.11.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดจากทาง

ปลายอะมิโน  N-terminal ของโปรตีนทีละหนึ่งหนวย ถาตัดทีละสองหรือสามหนวยจะเรียก
เอนไซมนี้วา dipeptidyl peptidase หรือ tripeptidyl peptidase (EC 3.4.14.-) ตามลําดับ 
 

3.1.2 Carboxylpeptidases (EC 3.4.16.- ถึง EC 3.4.19.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลาย
พันธะเปปไทดทางดานปลายคารบอกซิล (C-terminal) ของโปรตีนทีละหนึ่งหนวย ถาตัดทีละสอง
หนวยจะเรียกเอนไซมนั้นวา peptidyl dipeptidases (EC 3.4.15.-)  และเมื่อแบงตาม catalytic group 
ที่บริเวณเรง (active site) ของเอนไซม สามารถแบงเอนไซมกลุมนี้ออกไดเปน 3 กลุม  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.-) เปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดไดทั้ง
ปลายอะมิโนและปลายคารบอกซิลของโปรตีน 
 

นอกจากนี้ยังมีเอนไซม dipeptidases (EC 3.4.13.-) ซ่ึงเปนเอนไซมกลุมหนึ่งที่จัดอยูใน
กลุมของ exopeptidases โดย dipeptidases นี้เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอ dipeptide substrate 
บริเวณปลายสายพันธะเปปไทดของโปรตีน 
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 3.2 Endopeptidases (EC 3.4.21.- ถึง EC 3.4.29.- และ EC 3.4. 99.-) 
 

เปนโปรติเอสที่ยอยสลายพันธะเปปไทดอยางอิสระภายในสายโปรตีน เมื่อแบงตาม
กลไกการทํางานและความจําเพาะของเอนไซม สามารถแบง Endopeptidases ไดเปน 4 กลุม ไดดังนี้ 
 

3.2.1  Serine endopeptidases (EC 3.4.21.-) เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซีรีน(serine) 
อยูในตําแหนงที่เปนบริเวณเรง เอนไซมกลุมนี้จัดเปนประเภท alkaline protease โดยมีพีเอชท่ี
เหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมอยูในชวง 7 ถึง 11  โดยทั่วไปเอนไซมในกลุมนี้จะถูกยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซมโดยสาร diisopropyl-phosphofluoridate (DFP)  ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับหมู                  
ไฮดรอกซิล (OH) ของอนุมูลซีริล (seryl residue) ในบริเวณเรงของเอนไซม นอกจากนี้ยังสามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไดดวย phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF), chymostatin, 
trypsin-like serine proteinases (TLCK) เปนตน 
 

3.2.2 Cysteine endopeptidases (EC 3.4.22.-) เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซิสเทอีน 
(cysteine) อยูตรงบริเวณเรง จัดวาเปน neutral protease โดยพีเอชที่เหมาะสมกับการทํางานของ
เอนไซมอยูระหวาง 6-7.5 และกิจกรรมของเอนไซมจะถูกยับยั้งโดยสารที่เรียกวา sulfhydryl 
reagents เชน β-mercaptoethanol, Iodoacetic acid (IAA) และ cystatin เปนตน โดยมีผลตออนุมูล
ของซัลไฟดริลที่บริเวณเรง ทําใหสูญเสียกิจกรรมในที่สุด  
 

3.2.3 Aspartic endopeptidases (EC 3.4.23.-) เปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในพีเอช 
ระหวาง 2 ถึง 4 จัดอยูในประเภท acid proteases สารที่มีผลยับยั้งตอการทํางานของเอนไซม คือ  
pepatatin, densyl-pepstatin และ α2 Macroglobulin   
 

3.2.4 Metallo endopeptidases (EC 3.4.24.-) เปนโปรติเอสที่ตองการอิออนของโลหะ
ในการทํางานของเอนไซม สามารถถูกยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดโดย metal-chelating agents 
เชน 1, 10-phenanthroline, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) และ phosphoramidon เปนตน 
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ตารางที่ 2  การจัดหมวดหมูของเอนไซมโปรติเอสตามระบบของ  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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เอนไซมเคราติเนสสวนใหญเปนเอนไซมในกลุมของ serine protease (ตารางที่ 3) โดย 
serine protease  จะมีการจัดกลุมเปนแฟมิล่ี (family) และแฟมิล่ีจะถูกจัดแบงกลุมเปนแคลน (Clan) 
โดยใชความคลายคลึงกันของโครงสรางเอนไซมและลําดับของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปนเกณฑ
ในการจัดหมวดหมู  โดย serine protease ประกอบดวยแคลน SA, SB, SC, SE, SF, SH และ SK ซ่ึง
แตละแคลนจะมีลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
 

ตารางที่ 3  คุณสมบัติของเอนไซมเคราติเนสจากแบคทีเรียบางสายพันธุ 
 

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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เอนไซมเคราติเนสที่พบใน Bacillus sp. สวนใหญจัดอยูในแคลน SB ซ่ึงมีลําดับ
กรดอะมิที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser (ตารางที่ 4)  โดยซีรีน (serine) ทําหนาที่เปน neucleophile 
แอสพาเตท (aspartate) ทําหนาที่เปน electrophile และ ฮิสทิดีน (histidine) ทําหนาที่เปนเบส   ซ่ึง
กลไกการทํางานของ serine protease ประกอบดวยสองขั้นตอน คือ catalysis โดยเอนไซมจับกับ
สับสเตรทที่ตําแหนงของซีรีนในบริเวณเรง ทําใหเกิดประจุลบและอยูในสภาวะ tetrahedral 
transition state    ทําใหพันธะเปปไทดถูกตัดออกไดผลิตภัณฑเปนเอมีน สวนที่ยังจับอยูกับเอนไซม
จะเกิด   acyl-enzyme intermediate แลวเขาสูขั้นตอน deacylation ซ่ึง acyl-enzyme intermediate  จะ
ถูกไฮโดรไลซดวยน้ําทําใหพันธะระหวางเอนไซมกับสับสเตรทถูกทําลาย ดังแสดงในภาพที่ 2 

 
ตารางที่ 4  การจัดหมวดหมูของ serine protease โดยใชความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน 
                  โครงสรางและลําดับของกรดอะมิโนในบริเวณเรงของเอนไซม 
 

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 เซลลเจาบาน   
 

Escherichia coli เปนแบคทีเรียแกรมลบที่นิยมนํามาใชในการโคลนและศึกษาการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนตโปรตีนหลายชนิด เนื่องจากโตเร็ว เล้ียงไดงาย อีกทั้งยังมีการศึกษา
กระบวนการตางๆภายในเซลลและมีการศึกษาแผนที่จีโนมทั้งหมดของ E. coli  แลว อยางไรก็ตาม
ปญหาที่พบเมื่อใช E. coli เปนเซลลเจาบาน คือโปรตีนที่ผลิตไดมักจะสะสมอยูที่โปรโตพลาสต
และชองวางภายในเซลล  ซ่ึงการสะสมของเอนไซมไวในเซลลนี้ทําใหโปรตีนเกิดการจับกันอยูใน
รูปที่ไมละลายน้ํา เกิดการมวนพับของโปรตีนที่ผิดปกติไป ทําใหเอนไซมที่ผลิตไดไมสามารถ
ทํางานไดตามปกติ (Schallmey et al., 2004)  ดังนั้นจึงมีความสนใจในการผลิตรีคอมบิแนนต
โปรตีนโดยใช B. subtilis เปนเซลลเจาบาน เนื่องจาก B. subtilis เปนเชื้อที่ไมกอโรค ไมมีปญหาใน
เร่ือง  codon bias  และสามารถผลิตเอนไซมออกสูอาหารไดโดยตรงทําใหเก็บเกี่ยวเอนไซมไดงาย 
นอกจากนี้กระบวนการถอดรหัส (transcription) การแปรรหัส (translation) และเทคนิคทาง             
พันธุวิศวกรรมใน B. subtilis ไดมีการศึกษากันอยางกวางขวางแลว  (Wong, 1995) แตเนื่องจาก              
B. subtilis สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสไดหลายชนิด ซ่ึงอาจสงผลใหรีคอมบิแนนตโปรตีนที่
ผลิตไดจะถูกทําลายดวยโปรติเอสจากเซลลเจาบาน ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุของ 
B. subtilis ใหผลิตโปรติเอสนอยลง เชน  B. subtilis 1A751, B. subtilis WB600 และ B. subtilis 
DB104  เปนตน ทําใหไดผลผลิตของรีคอมบิแนนตโปรตีนสูงขึ้น อีกทั้ง  B. subtilis ยังสามารถเลี้ยง
ไดงาย โตเร็ว  ซ่ึงเปนขอดีกวาเชื้อจุลินทรียอ่ืนๆ เชน รา ยีสต และบาซิลลัสชนิดอื่นๆ ซ่ึงยากแกการ
ควบคุมในการเจริญ ตลอดจนใชระยะเวลาในการเจริญเติบโตในการหมักนานกวาและผลิตโปรตีน
ที่สนใจไดนอยกวา 
 

4.2 พลาสมิด   
 

ดีเอ็นเอพาหะที่นํามาใชกับ  B. subtillis ไดมาจากหลายแหลงดวยกัน เชน พลาสมิดที่
ไดมาจาก Straphylococcus aureus ไดแก pUB110, pC194 และ pE194 พลาสมิดที่ไดจาก 
Corynebacterium xerosis ไดแก pTZ12 และ pGDV1  พลาสมิดขนาดเล็กที่ไดจาก Lactococcus  
lactis ไดแก pWVO1 , pGK12 และ pSH71 นอกจากนี้ยังมีพลาสมิดที่ไดจาก Bacillus sp. ดวย 
ไดแก pTA1060 , pLS11 และ pBAA1 (Harwood and Cutting ,1990) 
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ปจจุบันมีการสราง shuttle vector หลายชนิดเพื่อใชในการโคลนและผลิตรีคอม-
บิแนนตโปรตีนใน B. subtilis  เชน pSUGV4   ซ่ึงเปน E.coli-B. subtilis shuttle vector  ที่มียีน
ตานทานคานามัยซินและแอมพิซิลลิน โดยมีสวนของ multiple cloning site จาก pUC18 ไดถูก
นํามาใชในการโคลนยีน subtilisin DFE เพื่อผลิต fibrinolytic enzyme ใน B. subtilis WB600    
(Pang et al., 2003) 

 
pHY300PLK เปน E.coli- B. subtilis shuttle vector ที่ผลิตโดยบริษัทยาคูลท (Yakult)  

ซ่ึงสรางจากพลาสมิด pACYC177 ของ E. coli และ pAMα1 ของ Streptococcus faecalis โดยมียีน
ตานทานตอเตตระไซคลินและแอมพิซิลลินเปนยีนที่ใชในการคัดเลือก โดยในป 2003 Ogawa และ
คณะ ไดนําเอาพลาสมิด pHY300PLK มาใชในการโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของยีนที่
ควบคุมการผลิต FT protease จาก alkaliphilic Bacillus และใชในการโคลนยีน apr ซ่ึงเปนยีน
ควบคุมการผลิตเอนไซม alkaline protease จาก B. licheniformis 2709 ดวย (Tang et al., 2004) 

 
Nguyen et al. (2005) ไดสราง expression vector สําหรับ B. subtilis จาก pMTLBS72 

ซ่ึงเปน E. coli-B. subtilis shuttle vector ที่มีจุดเริ่มตนของการจําลองตัวเอง (origin of replication) 
จากพลาสมิด pBS72 และ pBR322 โดยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตรีคอมบิแนนตโปรตีนไดดวย
การใช strong ribosome binding site ของยีน gsiB และใชโปรโมเตอรที่เหนี่ยวนําไดดวยสารและ
สภาวะตางๆ ไดแก pHCMC03 มีโปรโมเตอร PgsiB ซ่ึงเหนี่ยวนําไดดวยความรอน กรด และเอทา-
นอล pHCMC04 มีโปรโมเตอร PxylA ที่สามารถเหนี่ยวนําไดดวยไซโลส และ pHCMC05 ซ่ึงมีโปร
โมเตอร Pspac ที่เหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไดดวยการเติม IPTG 

 
Phan et al. (2006) ไดสราง pNDH37 ซ่ึงเปน expression vector ของ B. subtilis  โดย

การนําเอา  pHCMC05 มีโครงสรางโดยนําโปรโมเตอรของ groE operon มาแทนในตําแหนงของ
โปรโมเตอร Pspac นอกจากนั้นยังมีการตัดตอ signal peptide ของยีน AmyQ จาก                           
B. amyloliquefaciens เพื่อใหสามารถผลิตโปรตีนออกสูอาหารไดโดยตรง  และเมื่อทําการโคลนยีน 
celA และ celB ซ่ึงเปนยีนเซลลูเลสจาก clostridium thermocellum  เพื่อผลิตเอนไซมใน B. subtilis 
1012 พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมไดสูงขึ้นเมื่อเหนี่ยวนําดวย IPTG และพบวาเอนไซมไมมี
การผลิตลดลงถึงแมจะผานการเหนี่ยวนําไปแลวถึง 6 ช่ัวโมง ปจจุบันไดถูกจําหนายโดยบริษัท              
Mo Bi Tec โดยใชช่ือวา pHT43 (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3  ลักษณะของพลาสมิด pHT43 
ท่ีมา: MoBiTec.GmbH (2007) 
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4.3 การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของเอนไซมในกลุมของเคราติเนสจาก   
Bacillus sp.   
 

ปจจุบันนักวิจัยไดทําการศึกษาการโคลนยีนในกลุมของเคราติเนสอยางมากมาย โดยมี
วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดดี
ยิ่งขึ้น Joop et al. (1991) ไดโคลนยีนที่ผลิตเอนไซม alkaline serine protease จาก B. alcalophilus 
pB92 ATTCC 31408 โดยใช pUB110 เปนเวคเตอรในการถายโอนยีนเขาสู B. subtilis 1A40 พบวา
โคลนสามารถผลิตเอนไซม alkaline serine protease ไดในปริมาณสูง แตเนื่องจากพลาสมิดไม
เสถียร จึงไดถายโอนพลาสมิดที่ไดเขาสู B. alcalophilus pB92 พบวาโคลนมีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมไดดีกวาสายพันธุดั้งเดิมและพลาสมิดก็มีความเสถียรมากขึ้นดวย 

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

PCR เพื่อโคลนยีนและผลิตเอนไซมใน E. coli โดยใช pJLA602 เปนเวคเตอร โดยสามารถผลิต
เอนไซมออกนอกเซลลไดดวยการใช signal peptide ของยีน atpE และเปลี่ยนกรดอะมิโนไลซีน    
ตัวแรกเปนกลูตามีน 

 
Lin et al. (1995)  ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  kerA ซ่ึงผลิตเปนเอนไซม  

เคราติเนส จาก B. licheniformis PWD-1 พบวายีนนี้มีความเหมือนกับ Subtilisin Carlsberg ของ            
B. licheniformis NCIB 6816 ถึง 97 เปอรเซ็นต  จากนั้นไดทําการโคลนและศึกษาการแสดงออก
ของยีน  kerA ใน B. subtilis โดยพบวาเมื่อใชโปรโมเตอร P43 ชวยในการผลิตเอนไซมเคราติเนส  
โคลนจะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงกวาการผลิตเอนไซมเคราติเนสโดยใชยีน  kerA  เพียงอยางเดียว 
(Lin et al., 1997)  อยางไรก็ตามผลผลิตที่ไดก็ไมเพียงพอตอการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  อีกทั้ง
ยังพบปญหาความไมเสถียรของพลาสมิด เนื่องจาก segregation instability ของพลาสมิดในระหวาง
กระบวนการหมัก (Wang and Shih, 1999)  นักวิจัยจึงไดโคลนยีน kerA เพื่อผลิตเอนไซมเคราติเนส
ใน Pichia pastoris โดยใชพลาสมิด pPIC7α  ซ่ึงควบคุมการผลิตเอนไซมโดยใชโปรโมเตอร 
AOX1 พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสไดสูงกวา B. licheniformis PWD-1 โดย
คุณสมบัติของเอนไซมที่ไดมีความคลายคลึงกับเอนไซมที่ผลิตจากสายพันธุดั้งเดิม ยกเวนน้ําหนัก
โมเลกุลที่เพิ่มสูงขึ้นจาก 31 กิโลดาลตัน เปน 39 กิโลดาลตัน เนื่องจากใน P. pastoris มีกระบวนการ
ไกลโคซิเลชั่นซึ่งเปน postranslation modification โดยการเติมหมูน้ําตาลเขาในสาย โพลีเปปไทด 
ทําใหโปรตีนที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลสูงขึ้น (Porres et al., 2002) และเพื่อเพิ่มผลผลิตของเอนไซม
เคราติเนสจึงไดทําการอินตริเกรทยีน kerA เขาสูโครโมโซมของ  B. licheniformis T399D  ดวย
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เวคเตอร pLAT10 นอกจากนี้ยังไดเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมเคราติเนสดวยการใช               
โปรโมเตอร P43 เชื่อมตอกับยีน kerA พบวา โคลนมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสได
สูง แตความสามารถในการผลิตเอนไซมไมไดแปรผันตรงกับจํานวนของยีน kerA ที่อินตริเกรทเขา
ไป ซ่ึงจํานวนยีนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเคราติเนส คือ 3-5 copy number (Wang et al., 
2004) 

 
Ogawa et al. (2003) ศึกษายีน FT protease ซ่ึงผลิตเอนไซมในกลุม  subtilisase ที่มี

น้ําหนักโมเลกุลสูงถึง  68.5 กิโลดาลตัน จาก Bacillus sp สายพันธุ KSM-KP43 โดยโคลนยีนเขาสู 
B. subtilis KSM-9865   ใชเวคเตอร pHY300PLK พบวายีนนี้มี  open reading frame ขนาด 2,427 คู
เบส ที่ประกอบไปดวย  prepro-peptide ขนาด 152  อะมิโน และ mature protein 656 อะมิโน  

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

B. licheniformis 2709  โดยใชโปรโมเตอร P43 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม โดยเชื่อมตอ
กับพลาสมิด pHY300PLK เพื่อถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis WB600 พบวาโคลน
สามารถผลิตเอนไซมไดสูงขึ้นถึง 65 เปอรเซ็นต แตพบวามีปญหาในเรื่องความเสถียรของ                
พลาสมิดในระหวางกระบวนการหมักทําใหไดผลผลิตของเอนไซมลดลง 

 
Pan et al. (2004) โคลนยีนที่ผลิตเอนไซมเคราติเนส คือ ยีน AP จาก B. pumillus UN-

31-C-42 โดยใช pET15b เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซมใน E.coli XL1-blue  แตพบวาไม
สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถทํางานไดเมื่อใช E. coli เปนเซลลเจาบาน จึงไดทําการผลิตเอนไซม
เคราติเนสใน B. subtilis WB600 โดยไดนําโปรโมเตอร Bp53 ไปเชื่อมตอกับยีน AP และใช 
pSUGV4 เปนเวคเตอร พบวาโคลนสามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได แตมีกิจกรรมของเอนไซมต่ํา 
เนื่องจากโปรโมเตอรที่ใชอาจไมเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมใน B. subtilis 

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

ผลิตเอนไซมใน E. coli BL21 และ B. Megaterium ATCC 14945 ดวยพลาสมิด pET30b และ 
pWH1520 ตามลําดับ โดยพบวา E. coli จะผลิตเอนไซมเคราติเนสและสะสมไวภายในเซลล              
สวน B. megaterium จะผลิตเอนไซมเคราติเนสออกสูนอกเซลลไดและจะมีการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้น
เมื่อเติมไซโลสลงไปในอาหาร เนื่องจากในพลาสมิด pWH1520 มีโปรโมเตอร PxylA ที่สามารถ
เหนี่ยวนําไดดวยไซโลส 
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กฤษณี (2545)   ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนเคราติเนสโดยการเตรียม
ธนาคารยีนจากเชื้อ   B. licheniformis  KUB-K0006  โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2-6 กิโลเบส เขาสู 
B. subtilis 1A751 โดยใชพลาสมิด pUB110 เปนดีเอ็นเอพาะหะ  พบเซลลลูกผสมที่สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดสูงสุดถึง 6.45 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แตเมื่อนําพลาสมิดลูกผสมมา
ตรวจสอบการหายีนเคราติเนส พบวาไมสามารถตัดพลาสมิดลูกผสมไดดวยเอนไซม EcoRI, BslII, 
XbaI และ PvuII ที่มีตําแหนงอยูบน pUB110 ซ่ึงอาจเกิดจากความไมคงตัวของพลาสมิดลูกผสม 
โดยดีเอ็นเอลูกผสมอาจเกิดการจัดเรียงตัวใหม ทําใหลําดับนิวคลีโอไทดเกิดการเปลี่ยนแปลง 
เอนไซมตัดจําเพาะจึงไมสามารถที่จะเขาตัดได นอกจากนี้ยังไดตรวจสอบชนิดของยีนเคราติเนส
โดยการทํา Southern blot และไฮบริไดเซชั่น โดยใชโพรบที่ออกแบบจาก pUB110, ยีน suk A และ 
suk B   พบวา pUB110 เปนสวนหนึ่งของดีเอ็นเอลูกผสม  แตไมพบการสัญญาณการเขาคูกันเมื่อใช
โพรบที่ออกแบบจาก suk A และ suk B   เปนไปไดวายีนที่ไดแสดงออกถึงเคราติเนสชนิดอื่นจาก             
B. licheniformis KUB-K0006 ซ่ึงสามารถยอยขนไกไดเชนกัน นอกจากนี้ณัฐวดี (2546) ไดโคลน
ยีนเคราติเนสดวยการเตรียมธนาคารยีนจาก B. pumillus KUB-K0082  โดยใช B. subtilis 1A751 
เปนเซลลเจาบาน และใช pUB110 เปนดีเอ็นเอพาหะ พบเซลลลูกผสมที่มีกิจกรรมของเอนไซม 
เคราติเนสเทากับ 2.51 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยพลาสมิดจากเซลลลูกผสมมีขนาด 22 กิโลเบส แตไม
สามารถตัดไดดวยเอนไซม EcoRI, BamHI, PvuII และ XbaI ซ่ึงอาจเกิดจากชิ้นดีเอ็นเอซึ่ง
ประกอบดวยพลาสมิด pUB110 และยีนเคราติเนสเกิดการเรียงตัวเปนโมเลกุลขนาดใหญขึ้นเมื่ออยู
ในเซลลของ B. subtilis 1A751 จึงไมสามารถตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสได 

 
5. ประโยชนของเอนไซมเคราติเนส   
 

5.1 การผลิตอาหารสัตว 
 

อุตสาหกรรมการผลิตเนื้อไกเพื่อใชในการบริโภคภายในประเทศและเพื่อพัฒนาเปน
สินคาสงออกไดพัฒนาขึ้นอยางรวดเร็ว ทําใหเกิดทั้งผลพลอยไดและของเสียตามมาอยางมากมาย 
โดยเฉพาะขนไกซ่ึงเปนของเสียที่เกิดขึ้นมากที่สุด เนื่องจากองคประกอบหลักในขนไกคือเคราติน    
ซ่ึงเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด ดังตารางที่ 5 จึงไดมีการนําเอาขนไกมา      
แปรรูปเปนขนไกปนเพื่อใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว โดยใชเอนไซมเคราติเนสในการยอย
ขนไก เนื่องจากสามารถผลิตขนไกปนที่มีคุณภาพ ควบคุมการผลิตไดงาย มีตนทุนการผลิตต่ํา       
อีกทั้งปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมดวย 
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Lee et al. (1991) พบวาเมื่อนําเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจาก B. licheniformis   PWD-1 
มาผสมในขนไกหรือขนไกปนจะชวยใหสัตวสามารถนํากรดอะมิโนไปใชในการเจริญเติบโตได  
มากขึ้น  อีกทั้งยังมีประมาณกรดอะมิโนซิสเทอีน  (cysteine) วาลีน  (valine) และ  ทรีโอนีน 
(threonine) สูงกวากากถั่วเหลืองอีกดวย  นอกจากนี้การแปรรูปขนไกปนโดยใชเชื้อที่สามารถผลิต
เอนไซมเคราติเนสไดยังชวยเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการใหกับขนไกปนได เนื่องจากในกระบวนการ
หมักจะพบเมทไธโอนีน (methionine) ไลซีน (lysine) และ อารจินีน (arginine) ในปริมาณสูง อีกทั้ง
ชีวมวลจากเชื้อจุลินทรียยังเปนแหลงของโปรตีนอีกดวย (Williams et al., 1991) 

 
 

ตารางที่ 5 องคประกอบของกรดอะมิโนในขนไกดิบ 
 

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 การผลิตปุย   
 

เนื่องจากในขนไกปนที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมเคราติเนส มีไนโตรเจนประกอบอยู
ถึง 15 เปอรเซ็นต จึงถูกนํามาประยุกตใชเพื่อเปนปุยในระบบการเกษตรแบบอินทรีย โดยทําหนาที่
เปนแหลงไนโตรเจนที่พืชใชในการเจริญเติบโต อีกทั้งยังชวยเพิ่มกิจกรรมของเชื้อจุลินทรียในดิน
และปรับโครงสรางของดินใหสามารถกักเก็บน้ําไดดียิ่งขึ้นนอกจากนี้ยังผลิตไดงายและราคาไมแพง
อีกดวย (Gupta and Ramnani, 2006) 

 
5.3 อุตสาหกรรมผงซักฟอก 

 
เอนไซมโปรติเอสเปนเอนไซมที่สําคัญในอุตสาหกรรมผงซักฟอก ซ่ึง 89 เปอรเซ็นต 

ของเอนไซมที่ถูกนําไปใชจัดอยูในกลุมของ alkaline protease เอนไซมเคราติเนสถูกนํามาใชใน
อุตสาหกรรมผงซักฟอกเนื่องจากเอนไซมมีความ สามารถในการจับและยอยสับสเตรทที่เปน
ของแข็งไดดี ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญของเอนไซมที่ใชในอุตสาหกรรมนี้เพราะเอนไซมตองไปจับ
และยอยโปรตีนที่เกาะอยูบนพื้นผิวของเสื้อผา (Gassesse et al., 2004) นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนส
ยังชวยยอยเศษผมที่ติดอยูตามทอระบายน้ําไดอีกดวย (Farag and Hansan, 2004) 

 
5.4 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง   

 
ในอุตสาหกรรมเครื่องหนังประกอบไปดวยหลายขั้นตอน โดยขั้นตอนที่ทําใหเกิด

ปญหาตอส่ิงแวดลอมมากที่สุดคือขั้นตอนการกําจัดขนสัตวออกจากแผนหนัง  เนื่องจากตองใช
สารเคมีหลายชนิด ซ่ึงทําใหคา biochemical oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand 
(COD) และ total dissolved solid (TDS) มีคาสูงขึ้น (Thanikaivelan et al., 2004)  ดังนั้นจึงมีการ
นําเอาเอนไซมโปรติเอสมาใชโดยผสมกับเอนไซมชนิดอื่น เชน ไลเปสและคารโบไฮเดรส 
นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนสจะไมทําลายคอลลาเจนในแผนหนังทําใหหนังยังคงคุณภาพดี อีกทั้ง
เคราติเนสยังมี elastolytic activity เล็กนอย ทําใหชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดขนสัตวบนแผน
หนังไดดีขึ้นดวย (Macedo et al., 2005) 
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5.5 การรักษาโรค 
 

ไพรออน (prion) เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรค  transmissible spongiform encephalo- 
phathies (TSE) ซ่ึงเปนการเสื่อมของระบบประสาทที่พบในคนและสัตวซ่ึงอาจทําใหเสียชีวิตได 
เชน โรควัวบา โดยไพรออนจะไปเปลี่ยนโปรตีน PrPc ใหอยูในรูป PrPsc ที่มีโครงสรางสวนใหญจะ
อยูในรูปของเบตาชีท (β-sheet) ซ่ึงจากการศึกษายอย PrPsc  ในเยื่อหุมสมองของหนูทดลองดวยการ
ใชเอนไซมเคราติเนสที่ผลิตจาก B. licheniformis PWD-1 รวมกับผงซักฟอกและความรอนจะทําให
สามารถยอย PrPsc ได (Langeveld et al., 2003)  นอกจากนี้เอนไซมเคราติเนสไดถูกนําไปใชในการ
นําสงยาเพื่อรักษาโรคที่เกิดบริเวณเล็บ เนื่องจากปญหาที่พบในการรักษาโรคที่เล็บคือยาซึมผานเล็บ
ไดชาทําใหประสิทธิภาพในการรักษาโรคลดลง โดยพบวาเมื่อใชเอนไซมเคราติเนสรวมกับยาจะ
ชวยใหยาสามารถซึมผานเล็บไดดียิ่งขึ้น (Mohorcic et al., 2007)   

 
5.6 การผลิตกาซชีวภาพ   

 
Bálint et al. (2005) อธิบายกระบวนการหมักสองขั้นตอนในการเปลี่ยนเคราตินใหเปน

กาซชีวภาพ  โดยขั้นแรกหมกัดวย  Bacillus   ที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได  เพือ่ใชเอนไซม 
เคราติเนสเปลี่ยนเคราตินในสับสเตรทใหเปนเปปไทดและกรดอะมิโน   แลวนําผลผลิตที่ไดไปเปน
อาหารสําหรับ Thermococcus litoralis  เพื่อผลิตกาซชีวภาพตอไป 
    



 
 
 
                                                                                                       

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
 

1. สายพันธุแบคทีเรีย   
 

1.1. แบคทีเรีย  Bacillus licheniformis KUB-K0006 ใชเปนแหลงของโครโมโซม                
เพื่อใชในการโคลนและการศึกษาการแสดงออกของยีนเคราติเนส 
 

1.2. แบคทีเรีย  Escherichia coli DH5α ใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการโคลนยีน              
เคราติเนส 
 

1.3. แบคทีเรีย  Bacillus subtilis 1A751 ใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการแสดงออกของยีน
เคราติเนส 

 
2. พลาสมิด 
 

2.1 pGEM-T easy vector (Promega, USA) เปนดีเอ็นเอพาหะซึ่งมียีนตานทาน                 
แอมพิซิลลินเปน selective marker และมียีนควบคุมการผลิตเอนไซมกาแลคโตซิเดส เปน reporter 
gene ใชสําหรับโคลนยีนจากการเพิ่มปริมาณดวยการทําพีซีอารเขาสู E. coli DH5α  
 

2.2   pHT43 expression vector (Mo Bi Tec, Germany)  เปนดีเอ็นเอพาหะที่มียีนตานทาน 
แอมพิซิลลินและคลอแรมฟนิคอลเปน selective marker โดยควบคุมการแสดงออกของยีนดวย                         
โปรโมเตอร PgsiB และ lac  operator 
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3. ไพรเมอร 
 
ตารางที่ 6  ช่ือและลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 

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

 
ไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนใน 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 : บริเวณที่ขีดเสนใตคือตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ AatII 
ตามลําดับ 
 
ไพรเมอรสําหรับวิเคราะหลําดับเบสของยนีเคราติเนสและตรวจสอบความถูกตองของตําแหนงการ
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  
เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง แลวนําอาหารเลี้ยงเชื้อจํานวน 2 มิลลิลิตร                
ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เทสารละลายทิ้ง  
จากนั้นเติม  lysis  buffer ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
8,000 รอบตอนาที   เปนเวลา 2 นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เทสารละลายสวนใสทิ้ง  แลวเติม lysis  
buffer ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  เติม lysozyme จํานวน 0.002 กรัม ผสมใหเขากัน  บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเติม 20% sarkosyl ปริมาตร 60 ไมโครลิตร  บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที เติม phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน
โดยการพลิกหลอดกลับไปมา  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม  แลวเติม phenol:chloroform (1:1)             
1 เทาของปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 g เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม   
3M sodium acetate pH 5.2 0.1 เทาของปริมาตรและ absolute ethanol 2.5 เทาของปริมาตร พลิก
หลอดกลับไปมาชาๆ แชใน -20 องศาเซลเซียส  ขามคืน  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol  ทําตะกอนใหแหง
ภายใตสุญญากาศ ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร เติม RNase ความเขมขน
สุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทําซ้ําตั้งแต
ขั้นตอนการเติม phenol จนถึงขั้นตอนการละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร 
แลวเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
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1.2  การสกัดพลาสมิดจาก E.coli  DH5α 
 

วิธีการสกัดพลาสมิดจาก  E. coli  DH5α ทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Luria-Bertani 
broth (LB)  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน แลวนํามาสกัด  
พลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit (Qiagen, USA) โดยนําอาหารเลี้ยง
เชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตรมาปนเหวี่ยงที่  6,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 3  นาที ที่อุณหภูมิหอง                         
เทสารละลายทิ้ง แลวเติมบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมบัฟเฟอร  
P2 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมบัพเฟอร  N3 ปริมาตร 350 มิลลิลิตรทันที  นํา
สารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนใสปริมาตร 750 มิลลิลิตร
ใสลงในคอลัมนและปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เติมบัฟเฟอร NE ปริมาตร 
750 มิลลิลิตรลงในคอลัมน  ปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสวนที่ไหลผานลง
คอลัมนดานลางทิ้งแลวปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที อีกครั้ง จากนั้นชะดีเอ็นเอ
ออกจากเมมเบรนโดยใชบัฟเฟอร EB หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่  13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 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 เขยาที่ 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง นําเซลล 2 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสารละลายทิ้ง เติมบัฟเฟอร TSE ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  ที่อุณหภูมิหอง 
เทสารละลายสวนใสทิ้ง จากนั้นเติม solution A (10 mM Tris-HCl  pH8.0 , 10 mM EDTA , 50 mM 
NaCl , 20%(W/V) Sucrose) ที่มี lysozyme ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสจนเซลลแตก ประมาณ 30 นาทีหรือสารละลายขุน  แลววางบนน้ําแข็ง เติม 
solution B (0.2 M NaOH, 1% (W/V) SDS) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวใน
น้ําแข็ง 4 นาที แลวเติม solution C (5 M Potassium acetate, Glacial acetic acid) ที่แชเย็น ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวในน้ําแข็ง 5 นาที  นําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 6 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม 
phenol:chloroform (1:1) จํานวน 1 เทาของปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใส
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หลอด microtube หลอดใหมแลวเติม  chloroform : isoamyl alcohol (24:1) จํานวน 1 เทาของ
ปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที ปเปตสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม 
absolute ethanol ผสมใหเขากันและแชที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน นําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 
เปอรเซ็นต ethanol  ทําตะกอนใหแหงภายใตสุญญากาศ ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร 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 ดวยเอนไซม 
Bsp143I 
 

                                                   ตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ (partial digestion) ดวยเอนไซม 
Bsp143I โดยการตัดโครโมโซมดีเอ็นเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ดวยเอนไซม Bsp143I ความเขมขน 0.1 
และ 0.25 ยูนิตตอไมโครลิตร และแปรผันเวลาในการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 และ 
30 นาทีตามลําดับ  เพื่อคัดเลือกสภาวะที่ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบส มากที่สุด และ
ตรวจสอบผลการตัดดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส  

   
2.1.1.2 การตัดพลาสมิด pHT43 ดวยเอนไซม BamHI 

 
    ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอแบบสมบูรณ (complete digestion) ตามวิธีของ 

Sambrook et al. (1989) โดยใชพลาสมิดเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ตัดดวยเอนไซม BamHI ความเขมขน 
1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ขามคืน และหยุด
ปฏิกิริยาโดยการนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที ตรวจผลการตัดดวย                 
อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส 
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2.1.1.3 การเชื่อมตอดีเอ็นเอ 
 

      นําสวนของดีเอ็นเอจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 ที่มี
ขนาด  2-6 กิโลเบส  จากขอ 2.1.1.1  มาเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43  จากขอ 2.1.12  ในอัตราสวน
ของ พลาสมิดตอโครโมโซมดีเอ็นเอเปน 1:3 โดยใช  T4 DNA ligase ความเขมขน 1 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X T4 ligase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํากลั่นที่
ปราศจากเชื้อเพื่อใหไดปริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน                      
หยุดปฏิกิริยาโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

2.1.2 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู E. coli DH5α 
 

2.1.2.1 การเตรียมคอมพิเทนตเซลล (competent cell) 
 

           เขี่ยเชื้อ E. coli DH5α 1 โคโลนี ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 5 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ
นาที ขามคืน จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อ 1 เปอรเซ็นต มาใสในอาหาร LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนเซลล
เจริญถึงชวง log phase โดยจะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.3  ถึง 0.4 จากนั้น
ถายเชื้อลงในหลอดเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลว ขนาด 50 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 4,272 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ4  องศาเซลเซียส  5 นาที จากนั้นเทสวนใสทิ้ง เติมแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 30 มิลลิ-
โมลาร ปริมาตร 0.5 เทา ลงไป แลวเขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไวในน้ําแข็ง  20 นาที แยก
คอมพิเทนตเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ 4,272 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที แลว
เติมแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 30 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 เทา เขยาจนเปนเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นตั้งทิ้งไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที แบงคอมพิเทนตเซลลใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดละ 210 มิลลิลิตร แลวเติมกลีเซอรอลลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต ผสม
ใหเขากัน แลวนําไปเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

2.1.2.2 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมโดยวิธี heat shock 
 

                   การเคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมทําตามวิธีการของ Sambrook et al. 
(1989) โดยใชพลาสมิดความเขมขน  25  นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตอ
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คอมพิเทนตเซลล  210 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลววางบนน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้น
นําไปบมที่  42 องศาเซลเซียส 90 วินาที แลวนําไปแชในน้ําแข็ง 2 นาที จากนั้นเติม SOC ลงไป 800 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา  60 นาที เกลี่ยบนจานอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB   ที่มีแอมพิซิลลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.1.3 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอส 

 
นําโคโลนีที่เจริญบนอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลิน ถายไปยังอาหาร skim milk  ที่มี

แอมพิซิลลิน และ IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในการผลิต
เอนไซมโปรติเอส เลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหารทดสอบโดยพิจารณาจากการเกิดวงใสรอบโคโลนี 
(clear zone)  
 

2.1.4 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 
 

2.1.4.1 การตรวจสอบความสามารถในการยอยขนไก 
 

      นําโคโลนีเดี่ยวของเซลลลูกผสมที่มีความสามารถในการยอย
โปรตีนบนอาหาร skim milk ได มาเลี้ยงในอาหาร mineral salt 5 มิลลิลิตร ที่มีขนไก โดยเลี้ยงบน
เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที เติม IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  
เพื่อเหนี่ยวนําใหผลิตเอนไซมเคราติเนส และเลี้ยงตอจนครบ 7 วัน แลวเก็บสารละลายเอนไซมไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสตอไป 

 
2.1.4.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
      

      ดัดแปลงจากวิธีการของ Lin et al. (1992)โดยใชขนไกเปน
สับสเตรท ซ่ึงในปฏิกิริยาประกอบดวย ขนไกบดขนาด 0.5 มิลลิเมตร 5 มิลลิกรัม สารละลาย
บัฟเฟอรโพแทสเซียมฟอสเฟต เขมขน 50 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร  และสารละลาย
เอนไซมเคราติเนสที่ไดจากขอ 2.1.4.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  ผสมสารละลายทั้งหมดเขาดวยกัน 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นเติมสารละลายไตรคลอโร-           
อะซิติกเขมขน 10 เปอรเซ็นต 0.2 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 
รอบตอนาที นาน 20 นาที นําสวนใสไปหาปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่ถูกปลดปลอยออกมาเทียบ
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กับชุดควบคุม โดยวิธี Ninhydrin (Rosen, 1975) โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณ
ของเอนไซมที่สามารถยอยสับสเตรทจนทําใหเกิดกรดอะมิโนอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 60 นาที 
ภายใตสภาวะที่กําหนด เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 

2.1.5 การตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

เล้ียงโคโลนีเดี่ยวของโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสไดในอาหาร LB 
ที่มีแอมพิซิลลิน เพื่อสกัดพลาสมิดจากตามวิธีการในขอ 1.2 แลวตรวจสอบความเขมขนและความ
บริสุทธิ์ดวยการทําการทําอะกาโรลเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส จากนั้นตัดพลาสมิดดวยเอนไซม BamHI 
และ XbaI  ตามวิธีการในขอ 2.1.1.2 แลวตรวจสอบผลการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยอะกาโรส
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 โดยใชคู     
ไพรเมอร FK และ RK ( ตารางที่ 6)  เอนไซม Taq DNA polymerase และเครื่อง Thermal cycle         
(T-gradient, Biometra) โดยเติมบัฟเฟอรสําหรับการทําพีซีอารความเขมขน 10X ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม dNTPs mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร    
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 50  มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร และใส          
ไพรเมอร ความเขมขน 5 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร สารละลายโครโมโซม
จาก B. licheniformis KUB-K0006 ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรปริมาตร 0.5 ไมโคร- 
ลิตร เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 2 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อใหปริมาตรรวมเปน 25 ไมโครลิตร ผสมสารละลาย
ใหเขากัน นําไปทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal cycle โดยมีสภาวะในการทําปฏิกิริยา ดังนี้ ขั้นที่ 1 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 ประกอบ ดวย 
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 แลวตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  

 
2.2.2 การหาลําดับเบสของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

 
นําผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอรเรสที่ไดจากการทํา PCR ในขอ 2.2.1 มาทําให

บริสุทธิ์โดยใช Nucleospin Extract II® แลวเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอกับ pGEM-T easy vector เพื่อถาย      
โอนพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน E. coli DH5α เล้ียงบนอาหาร LB agar ที่มีแอมพิซิลลิน x-gal และ 
IPTG บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นําโคลนที่ไดมาคัดเลือกดวยการทําพีซีอาร 
จากนั้นสงโคโลนีที่ตรวจพบชิ้นดีเอ็นที่ตองการไปวิเคราะหหาลําดับเบสที่บริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี 

 
2.2.3 การวิเคราะหลําดับเบสของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 

 
นําลําดับเบสที่ไดจากการสงวิเคราะหที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี        

มาเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ที่            
เวบไซต http://www.ncbi.nlm. nih.gov ดวยโปรแกรม blastx และ blastn เพื่อตรวจสอบวาลําดับ
เบสที่ไดจากการโคลนมีความคลายคลึงกับลําดับดับเบสของยีนและโปรตีนใดในฐานขอมูล   

 
3.  การทํา Homology modeling  เพื่อศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส 
 

3.1 การสรางโมเดลโดยการใช  Swiss-model   
 

นําลําดับเบสของยีนเคราติเนสไปตรวจสอบเฟรมในการแปลรหัสเปนเอนไซม        
เคราติเนสที่ถูกตองโดยใชโปรแกรม translate tool ที่เวบไซต http://www.expasy.ch/tools/ dna.html 
จากนั้นนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปสรางโมเดลโดยใชโปรแกรม Swiss-model ที่เวบไซต http:// 
swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html โดยใชชุดคําสั่ง First Approach Mode และเลือกใช
เทมเพลทที่ดีที่สุด (best template) สําหรับอางอิงในการสรางโมเดลของยีนเคราติเนส 
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3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติเพื่อหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส 
 

3.2.1 การคัดเลือกเทมเพลท   
 

ในการวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสนั้น จําเปนตองใช       
เทมเพลทจากฐานขอมูลของโปรตีน (Protein Data Bank, PDB) ที่มีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสมาใชในการอางอิง โดยเทมเพลทที่เหมาะสมจะตองมีคา
รอยละความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนสูง อีกทั้งคา resolution ของโครงรางสามมิติตองมีคาต่ํา
นอกจากนี้เทมเพลทที่สามารถนํามาอางอิงเพื่อหากรดอะมิโนที่บริเวณเรงไดนั้น จะตองเปนโครง
รางสามมิติที่แสดงขอมูลของเรซิดิวที่เกี่ยวของกับการจับกันระหวางเอนไซมกับสับสเตรทหรือสาร
ยับยั้งดวย 

 
3.2.2 การหาบริเวณเรง 

 
การหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสนั้นจะใชโปรแกรม DSViewerPro 

(Accelrys, USA) โดยอางอิงบริเวณเรงจากเทมเพลทที่มีรายงานไวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) 
 

3.3 การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit 
 

การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-
K0006 กับเอนไซมเคราติเนสจาก Bacillus สายพันธุตางๆ ทําโดยใชโปรแกรม SPDBV เวอรช่ัน 
3.7 โดยโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) บริเวณที่เหมือนกันจะซอนทับกัน สวนบริเวณที่
แตกตางกันก็จะไมเกิดการซอนทับกัน ทําใหสามารถเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตาง
ของโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสแตละชนิดได รวมทั้งสามารถบอกตําแหนงของกรด  
อะมิโนแตละตัวที่อยูในบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจากแตละแหลงวาอยูตําแหนงเดียวกัน
หรือไม 
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4. การแสดงออกของยีนเคราติเนสใน B. subtilis 1A751 
 

4.1 การเตรียมดีเอน็เอลูกผสม 
 

4.1.1 การเตรียมยีนเคราติเนสที่ไมมีสวนของ signal peptide 
 

เพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชคู          
ไพรเมอร NFK และ ARK (ตารางที่ 6) และใชปฏิกิริยาพีซีอารตามวิธีการในขอ 2.2.1 แตใชอุณหภมูิ
ในขั้นตอน annealing เปน 55 องศาเซลเซียส แลวตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอารดวยการ
ทํา อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส จากนั้นตัดชิ้นดีเอ็นเออกจากเจลและทําใหบริสุทธิ์ดวย
Nucleospin Extract II® แลวเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสเขากับ pGEM-T easy vector 
จากนั้นโคลนเขาสู E.coli DH5α ตามขั้นตอนในขอ 2.1.2.2 และคัดเลือกโคลนที่ตองการดวยการทํา
พีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ ARK (ตารางที่ 6) 

 
4.1.2  การตัดดีเอน็เอและพลาสมิดดวย BamHI และ AatII 

 
นําพลาสมิดที่ไดจากการคัดเลือกในขอ 4.1 ปริมาณ 1 ไมโครกรัม มาตัดดวย

เอนไซม BamHI และ AatII พรอมกัน โดยใชความเขมขนของเอนไซมแตละชนิดเปน 5 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรรวมของการทําปฏิกิริยาเปน 20 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 80 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 25 นาที สวนการตัดพลาสมิด pHT43 ทําโดยใชพลาสมิดเริ่มตน 1 ไมโครกรัม 
ตัดดวยเอนไซม AatII ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยปริมาตรรวม
ของการทําปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน หยุดปฏิกิริยาดวย
การบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวทําการตัดพลาสมิดดวยเอนไซม BamHI 
ความเขมขน 1 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
ทําการหยุดปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที ตรวจสอบขนาดของ
ยีนและพลาสมิดดวยการทําอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส แลวตัดชิ้นดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสออก
จากเจลและทําใหบริสุทธิ์ดวย Nucleospin Extract II® 
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4.1.3  การเชื่อมตอยนีเคราติเนสเขากับ pHT43 
 
           เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอของยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ผานการตัดดวย

เอนไซม BamHI และ AatII ในอัตราสวน 1:1 โดยใช T4 DNA ligase ความเขมขน 1 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X T4 ligase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  แลวเติมน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ เพื่อใหปริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ขามคืน หยุด
ปฏิกิริยาโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที  แลวโคลนเขาสู   E.coli DH5α  โดย
วิธี  heat shock ตามขั้นตอนในขอ 2.1.2.2 

 
4.1.4  การคัดเลือกเซลลลูกผสม 
 
           คัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสดวยการนําพลาสมิดจากแตโคลนมาทําพีซีอาร

ดวยคูไพรเมอร NFK กับ ARK และ FSq และ RSq (ตารางที่ 6) ตามวิธีการและสภาวะในขอ 4.1 
และตรวจสอบขนาดของยีนโดยการตัดพลาสมิดจากแตละโคลนดวยเอนไซม BamHI และ AatII 
ตามวิธีการในขอ 4.2 
 

4.1.5  การตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบสและเฟรม (frame) 
 
           นําพลาสมิดของโคลนที่คัดเลือกไดจากขอ  4.4 สงไปวิเคราะหลําดับเบสของยนี

เคราติเนสและตรวจสอบความถูกตองของเฟรมในการแปลรหัสเปนโปรตีนโดยใชไพรเมอร FSq 
และ RSq ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 

 
4.2 การเตรียมคอมพิเทนตเซลล 

 
                 เตรียมคอมพิเทนตเซลลตามวิธีของ Spizizen et al. (1958) โดยนําโคโลนีเดี่ยวของ                 
B. subtilis 1A751 มาเลี้ยงในอาหาร minimal growth medium 10 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 25 
มิลลิลิตร โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน 
แลวถายเซลล 1.4 มิลลิลิตร ลงในอาหาร minimal growth medium 10 มิลลิลิตร บมที่สภาวะเดิมเปน
เวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติม starvation medium ปริมาตร 11 มิลลิลิตร  แลวเล้ียงตอที่ความเรว็
รอบ 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แบงคอมพเิทนตเซลลใสใน



 

35

หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมกลีเซอรอลลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-80  องศาเซลเซียส 

 
4.3 การถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751 
 

                  เคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751  ตามวิธีของ Spizizen et al. (1958)  
โดยใชคอมพิเทนตเซลล  100  ไมโครลิตร  และพลาสมิดความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 25 นาที จากนั้นเติม LB 
broth 500 ไมโครลิตร แลวนําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ถึง 1.5 
ช่ัวโมง แลวปเปตสารละลายเชื้อไปเกลี่ยบนอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลลินความเขมขน 100  ไมโคร- 
กรัมตอมิลลิลิตร  จากนั้นคัดเลือกเซลลลูกผสมที่มียีนเคราติเนสโดยใชคูไพรเมอร NFK และ ARK 
และ FSq กับ RSq เชนเดียวกับขอ 4.4 

 
4.4 การตรวจสอบความสามารถของเซลลลูกผสมในการผลิตเอนไซมเคราติเนส 

 
                 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสของเซลลลูกผสมตามวิธีการใน
ขอ 3.1.4



 
 
 
                                                                                                       

ผลและวิจารณ 
 
 

1. การสกัดโครโมโซมและพลาสมิด   
 

1.1 การสกัดโครโมโซมจาก B.  licheniformis KUB-K0006 
 

สกัดโครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 เพื่อใชในการสราง gemonic 
library จากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) พบวา
ความเขมขนของดีเอ็นเอที่คํานวณไดมีคาเทากับ 2.22 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยมีอัตราสวน
ของคาการดูดกลืนแสงที่ 260 ตอ 280 นาโนเมตร เทากับ 1.827 แสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอที่สกัดไดมี
ความบริสุทธิ์สูงและไมมีโปรตีนเจือปน  และเมื่อตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอดวยอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบแถบดีเอ็นเอขนาดใหญเพียงแถบเดียว โดยไมมีแถบอารเอ็นเอและโปรตีน
ปนเปอน แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความบริสุทธิ์ และอยูในสภาพสมบูรณ ไมถูกทําลายและฉีก
ขาดในระหวางการสกัด ดังแสดงในภาพที่ 4   

 
1.2 การสกัดพลาสมิด pHT43 จาก E. coli DH5α   

 
สกัดพลาสมิด pHT43 โดยใชชุดสกัดพลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit (Qiagen, 

USA) โดยความเขมขนของพลาสมิดที่คํานวณไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง                    
สเปคโตรโฟโตมิเตอรมีคาเทากับ 0.2 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร โดยมีอัตราสวนของคาการดูดกลืน
แสงที่ 260 ตอ 280 นาโนเมตร เทากับ 1.91 แสดงวาพลาสมิดที่สกัดไดมีโปรตีนปนอยูเล็กนอย  
และเมื่อตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสพบแถบดีเอ็นเอ               
2  แถบ ซ่ึงมีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอขนาด 10 กิโลเบส ของดีเอ็นเอมาตรฐาน เนื่องจากพลาสมิด
ที่ไดอยูในรูปของ circular form แสดงใหเห็นวาพลาสมิดอยูในสภาพที่สมบูรณ ไมไดฉีกขาดไปใน
ระหวางกระบวนการสกัดพลาสมิด อีกทั้งพลาสมิดที่สกัดไดมีความสุทธิ์เนื่องจากไมมีแถบของ                   
อารเอ็นเอและโปรตีนปนเปอนอยูดวยดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 4  โครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 
                ชองที่ 1  Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
                ชองที่ 2              โครโมโซมของเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 
 
 

 

                                              
 

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

2.1 การโคลนยีนเคราติเนสจาก genomic library 
 

2.1.1 การเตรียมธนาคารยีน   
 

เนื่องจากเอนไซมเคราติเนส SUK A และ SUK B ที่ผลิตจาก B. licheniformis 
KUB-K0006 มีน้ําหนักโมเลกุล 70 กิโลดาลตัน (สุทธิพันธุ, 2540) ซ่ึงเมื่อคํานวณกลับเปนจํานวน
เบสพบวาจะมีขนาดประมาณ 1,909 คูเบส ดังนั้นเพื่อทําการเตรียมโครโมโซมในการโคลนยีน   
เคราติเนส จึงไดตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Bsp143I ใหไดขนาดชิ้นดีเอ็นเออยู
ในชวง 2 ถึง 6 กิโลเบส เพื่อใหไดช้ินดีเอ็นเอที่ครอบคลุมขนาดของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม
เคราติเนสทั้งสองชนิด จากการการตัดโครโมโซมดีเอ็นเอเริ่มตน 1 ไมโครกรัม ดวยการแปรผัน
ความเขมขนของเอนไซม Bsp143I เปน 0.1 และ 0.25 ยูนิตตอไมโครลิตร และแปรผันเวลาที่ใชใน
การบมเปน 15 และ 30 นาที พบวาเมื่อทําการตัดโครโมโซมดวยเอนไซม Bsp143I ความเขมขน 0.1 
ยูนิตตอไมโครลิตร และใชเวลาในการบม 30 นาที จะทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบสมาก
ที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 6 จึงเลือกสภาวะนี้เปนสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมโครโมโซมสําหรับ
การทํา genomic library ตอไป จากนั้นเมื่อทําการตัดโครโมโซมดวยสภาวะที่เหมาะสมแลวเลือกตัด
เฉพาะสวนของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2 ถึง 6 กิโลเบส แลวทําการสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและ
ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใชชุดสกัด NucleoSpin extract II® (Machere-Nagel, USA) 
 

พลาสมิด pHT43 มีขนาด 8,057 คูเบส ประกอบดวย multiple cloning site 4 
ตําแหนง  คือ  BamHI, XbaI,  AatII และ SmaI สําหรับในการทดลองนี้ไดตัดพลาสมิดแบบสมบูรณ
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI เพื่อใหเกิดใหปลายคูสมที่สามารถจับกับปลายของโครโมโซมที่
เตรียมไว เมื่อตรวจสอบผลการตัดดวยการทําอะกาโลสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบวาเอนไซม BamHI 
สามารถตัดพลาสมิด pHT43 ไดอยางสมบูรณ ไดพลาสมิดในลักษณะเสน (linear form) ขนาด 
8,057 คูเบส ดังภาพที่ 7   
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ภาพที่ 6  โครโมโซมจาก B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I 
                แบบไมสมบูรณ 

  ชองที่ 1 Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
  ชองที่ 2             โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม 

                                         Bsp143I ความเขมขน 0.25 U/µl เปนเวลา 15 นาที 
  ชองที่ 3 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                              Bsp143I ความเขมขน 0.25 U/µl เปนเวลา 30 นาที 
  ชองที่ 4 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                              Bsp143I ความเขมขน 0.1 U/µl เปนเวลา 15 นาที 
  ชองที่ 5 โครโมโซมของ B. licheniformis KUB-K0006 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

                                          Bsp143I ความเขมขน 0.1 U/µl เปนเวลา 30 นาที 
  ชองที่ 6  1 Kb DNA marker 
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ภาพที่ 7  พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 

 ชองที่ 1  1 Kb DNA marker 
 ชองที่ 2  พลาสมิด pHT43 ไมไดตัดดวยเอนไซม BamHI 
 ชองที่ 3  พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI    

 
 

เมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับพลาสมิด pHT43 
แลวเคลื่อนยายดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู E.coli DH5α  ดวยวิธี heat shock พบวามีเซลลลูกผสมเกิดขึ้น
ทั้งหมด 1,020 โคโลนี โดยมีคา Transformation frequency เทากับ 4.08 ×104 cfu ตอไมโครกรัม       
ดีเอ็นเอและเมื่อนําเซลลลูกผสมทั้งหมดมาตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอส 
โดยพิจารณาจากการสรางวงใส (clear zone) รอบโคโลนีที่เกิดขึ้นบนอาหาร skim milk พบวามี
โคลนที่สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสไดทั้งหมด 4 โคลน  คือ โคลน e97, e101, e419 และ e428 
 

นําโคลน e97, e101, e419 และ e428 ไปเลี้ยงในอาหาร mineral salt ที่มีขนไก 
เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสพบวาโคลน e97, e419 และ e428 ไม
สามารถยอยขนไกได ซ่ึงอาจเปนไปไดวาโคลนเหลานี้มีการผลิตเอนไซมโปรติเอสชนิดอื่นที่ไมใช
เอนไซมเคราติเนส สวนโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสเพื่อยอยขนไกไดมีเพียงโคลนเดียว 
คือ  e101 เมื่อนําสารละลายเอนไซมที่ไดมาวัดกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสพบวาโคลน e101 มี
กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส เทากับ 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงนอยกวากิจกรรมของเอนไซม          
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B. licheniformis KUB-K0006  ที่มีคากิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสเทากับ 6.67 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ในขณะที่น้ําเลี้ยงเชื้อของ E.coli DH5α , E.coli DH5α ที่มี pHT43 และ อาหาร mineral salt ไม
แสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส   ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
นําโคลน e101 ไปเลี้ยงในอาหาร LB ที่มีแอมพิซิลลินเพื่อสกัดพลาสมิด แลว

นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XbaI เพื่อตรวจสอบขนาดของยีนเคราติเนสภายใน 
พลาสมิดลูกผสม โดยเมื่อตรวจสอบผลการตัดดวยการทําอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบเพียง
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 8,057 คูเบส  ซ่ึงเปนขนาดของพลาสมิด pHT43 ที่อยูในลักษณะเสน 
(linear)  ดังแสดงในภาพที่ 8 และเมื่อทําการเลี้ยงโคลน e101 เพื่อนําสารละลายเอนไซมตรวจสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเคราติเนสอีกครั้ง แตพบวาโคลนไมมีการแสดงกิจกรรมของ
เอนไซมเคราติเนส นอกจากนี้ไดถายโอนพลาสมิดจากโคลน e101 เขาสู E. coli DH5α แลว
ตรวจสอบความสามารถของโคลนในการผลิตเอนไซมโปรติเอส และวัดกิจกรรมของเอนไซม                     
เคราติเนส พบวาโคลนที่ไดไมสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสและไมแสดงกิจกรรมของเอนไซม
เคราติเนสเชนกัน  ทั้งนี้อาจเกิดจากความไมเสถียรของพลาสมิดที่เมื่อมีการเลี้ยงเชื้อตอเนื่องหลายๆ
รุน ซ่ึงพบไดในลักษณะ segregation instability คือพลาสมิดหายไปทั้งหมดหรือ structural 
instability ซ่ึงอาจเกิดไดทั้ง DNA rearrangement, insertion และ deletion (Cordes et al., 1996; Bi 
and Liu, 1996) ซ่ึงความความไมเสถียรของพลาสมิดจะสูงขึ้นเมื่อพลาสมิดมีขนาดใหญ (Smith and 
Bidochka, 1998) ดังนั้นเมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญ 2 ถึง 6 กิโลเบส เขากับพลาสมิด pHT43 
ซ่ึงมีขนาด 8,057 คูเบส แลวจะทําใหพลาสมิดมีขนาดใหญประมาณ 10 ถึง 14 กิโลเบส ซ่ึงทําให 
พลาสมิดในโคลน e101 มีโอกาสที่จะเกิดความไมเสถียรสูงขึ้นดวย 

 
ตารางที่ 7  กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสจากโคลน e101 
 

เชื้อจุลินทรีย กิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

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 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
ชองที่ 1  Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindII และ EcoRI 
ชองที่ 2  พลาสมิด pHT43 
ชองที่ 3     พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
ชองที่ 4               พลาสมิดจากโคลน e101  
ชองที่ 5      พลาสมิดจากโคลน e101 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
ชองที่ 6      พลาสมิดจากโคลน e101 ที่ตัดดวยเอนไซม XbaI 
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2.2 การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวยการทําพซีีอาร 
(Polymerase chain reaction : PCR) 
 

สุดาทิพย (2546)  รายงานวาเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จัด
อยูในกลุม alkaline serine protease เชนเดียวสายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานไว   และจากขอมูลลําดับเบส
ของยีนเคราติเนสในฐานขอมูลของ NCBI พบวายีนเคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุ 
จะมีความคลายคลึงของลําดับเบสคอนขางสูง จึงไดออกแบบไพรเมอร FK และ RK จากบริเวณ 
consensus sequence ของยีนเคราติเนสในสวนของ start และ stop codon ตามลําดับ เพื่อโคลนยีน
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จากการทําพีซีอารโดยใชไพรเมอร FK และ RK พบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,140 คูเบส ซ่ึงเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตามที่คาดไว ดังภาพที่ 9 จากนั้นนํา
ผลิตภัณฑของการทําพีซีอารไปโคลนใน pGEM-T easy vector  แลวนําโคลนที่ไดสงไปวิเคราะห
ลําดับเบสที่บริษัท  Macrogen ประเทศเกาหลี  จากผลการหาลําดับเบสพบวาผลิตภัณฑจากการทํา
พีซีอารดวยคูไพรเมอร FK และ RK มีขนาด 1,140 คูเบส และนําลําดับเบสที่ไดไปทําการแปลรหัส
เปนโปรตีนดวยโปรแกรม translate tool ที่เวบไซต http://www.expasy.ch/tools/dna.html พบวายีน
นี้จะถูกแปลรหัสเปนโปรตีนในเฟรม +1 โดยประกอบไปดวย 379 กรดอะมิโน ดังแสดงในภาพที่ 
10  เมื่อนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน NCBI โดยใชโปรแกรม blastx และ blastn 
พบวาเมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม blastx ลําดับเบสที่ไดจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีความ
เหมือนกับ subtilisin-like serine protease precursor จากเชื้อ B. licheniformis  F11 มากที่สุด โดยมี
ความเหมือน 100 เปอรเซ็นต ในเฟรม +1 ซ่ึงมีคา e-value เทากับ 4e-180 และมีคา Bit score เทากับ  
634 ดังแสดงในตารางที่ 8 และเมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรม blastn พบวาลําดับเบสที่ได                      
จาก B. licheniformis KUB-K0006 มีความเหมือนกันลําดับเบสของยีนเคราติเนสจากเชื้อ                           
B. licheniformis RG1 มากที่สุด โดยมีความเหมือน (identity) 99 เปอรเซ็นต มีคา e-value เทากับ 0 
และ bit score เทากับ 2,095 ดังแสดงในตารางที่ 9 

 
การทํา multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก                      

B. licheniformis KUB-K0006 และเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆที่รายงานไวใน
ฐานขอมูล พบวามีความแตกตางกันของกรดอะมิโนเพียง 4  ตําแหนง คือ 1) กรดอะมิโนตําแหนงที่ 
15 โดยเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 จะมีกรดอะมิโนที่ตําแหนงนี้เปนลิวซีน
(Leucine) สวนเคราติเนสจากแหลงอื่นจะมีกรดอะมิโนเปนฟนิลอะลานีน (Phenylalanine)                     
2) กรดอะมิโนที่ตําแหนง 249 เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis RPK จะมีเปนกรดอะมิโน       
ไลซีน(Lysine) สวนเอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะเปนกรดอะมิโนอารจินีน (Arginine)                 
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3) กรดอะมิโนตําแหนงที่  327 เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis PWD-1 จะมีกรดอะมิโน
เปนวาลีน (Valine) ในขณะที่เอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะใชมีกรดอะมิโนเปนอะลานีน
(Alanine) และ 4) กรดอะมิโนตําแหนงที่ 376  B. licheniformis MKU3 มีกรดอะมิโนเปนไกลซีน 
(Glycine) แตเอนไซมเคราติเนสจากแหลงอื่นจะเปนกรดอะมิโนอะลานีน (Alanine) ดังแสดงใน
ภาพท่ี 11 ดังนั้นจึงไดนําลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุ 
รวมทั้งลําดับกรดอะมิโนของเคราติเนสจาก  Bacillus สปชีสอ่ืนที่มีรายงานไวในฐานขอมูลไปทํา 
Homology modeling เพื่อศึกษาความเหมือนและความแตกตางของโครงรางสามมิติของเอนไซม
เคราติเนสจากแตละแหลงตอไป 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 9  ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารโดยใชไพรเมอร FK และ RK จาก B. licheniformis 
               KUB-K0006 

 ชองที่ 1    Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII  และ EcoRI 
 ชองที่ 2 และ 3  ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารโดยใชโครโมโซมจาก B. licheniformis      

KUB-K0006 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
 ชองที่ 4       negative control 
 ชองที่ 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  ผลการวิเคราะหลําดับเบสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลดวยโปรแกรม 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  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 15 มกราคม 2551



 
 
 

                                                                                                         
 
ตารางที่ 9  ผลการวิเคราะหลําดับเบสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลดวยโปรแกรม 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  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 15 มกราคม 2551 
 



 

48
        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 ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis           
                KUB-K0006 เทียบกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. licheniformis 
                สายพันธุอ่ืนที่สืบคนไดจากฐานขอมูลโดย  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 ตําแหนงกรดอะมิโนที่มคีวามแตกตางกัน
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3. การทํา Homology modeling เพื่อศึกษาโครงรางสามมิตขิองเอนไซมเคราติเนส 
 

Homology modeling เปนการสรางโครงรางสามมิติของโปรตีนที่สนใจจากลําดับกรด                
อะมิโน โดยอาศัยความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอยางเปรียบเทียบกับลําดับ
กรดอะมิโนของโปรตีนที่ทราบโครงรางสามมิติแลวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) โดยใน            
งานวิจัยนี้ไดศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 โดย
เปรียบเทียบกับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. licheniformis สายพันธุตางๆ              
B. subtilis BF20,  B. mojavensis และ B. pumilus ซ่ึงมีรายงานไวในฐานขอมูล ทั้งนี้เพื่อศึกษาความ
เหมือนและความแตกตางของโครงรางสามมิติและตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเอนไซม
เคราติเนสจากแหลงตางๆกัน 

 
3.1 การสรางโมเดลของยีนเคราติเนสดวยโปรแกรม Swiss-Model 

 
นําลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก 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  
มาทํานายโครงรางสามมิติโดยใชโปรแกรม Swiss-Model ที่เวบไซต http://swissmodel.expasy.org / 
SWISS-MODEL.html  โดยโปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนของตัวอยางไปเปรียบเทียบกับลําดับ
กรดอะมิโนในฐานขอมูลของโปรตีน(PDB) โดยโปรแกรมจะเลือกโปรตีนที่มีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอยางมากที่สุดมาเปนเทมเพลทในการสรางโมเดล ซ่ึง
พบวาเทมเพลทที่ใชในการสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis  แตละสายพันธุ 
รวมทั้ง B. subtilis BF20 และ B. mojavensis คือ 1cseE ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของเอนไซม 
subtilisin Carlsberg  จาก B. licheniformis  โดยจัดอยูในแฟมีล่ี subtilase เชนเดียวกับเอนไซม                      
เคราติเนส  โดยมีคารอยละความเหมือนคิดเปน 99 เปอรเซ็นต สวนโครงรางสามมิติของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. pumilus ถูกสรางขึ้นโดยมี 1scjA เปนเทมเพลท ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของ
เอนไซม subtilisin E จาก B. subtilis โดยมีคารอยละความเหมือนคิดเปน 76 เปอรเซ็นต  ดังแสดง
ในตารางที่ 10 

 
โมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis ทุกสายพันธุ ถูกสรางขึ้นตั้งแตกรด   

อะมิโนตําแหนงที่ 106  ถึงตําแหนงที่ 379   นั่นคือตําแหนงที่ 1 ถึง 105 ไมไดถูกนําไปสรางโมเดล
ของเอนไซม เนื่องจากเปนตําแหนงของ pre sequence และ pro sequence ที่จะแปลรหัสไปเปน 
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signal peptide และ pro-peptide ตามลําดับ โดย signal peptide มีความสําคัญในการขนสงโปรตีน
ไปที่ตําแหนงตางๆ โดยจะถูกตัดออกดวยเอนไซม signal peptidase ระหวางขนสงโปรตีนไปยัง
ตําแหนงที่ตองการ สวน  pro-peptide เปนสวนที่ชวยใหโปรตีนมีการมวนพับไดอยางถูกตองเพื่อให
เอนไซมอยูในรูปที่ทํางานได จากนั้นจะเกิด self-cleavage เพื่อตัด pro-peptide ออก เหลือเพียง 
mature peptide (Harwood and Cranenburgh, 2008) และจากการทํา multiple alignment  ดังภาพที่ 
11 พบวาเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีลําดับกรดอะมิโนตางจาก             
B. licheniformis RG1, B. licheniformis RG2 และ B. licheniformis MKU2  เพียงตําแหนงเดียวคือ 
Leu15 ซ่ึงอยูในตําแหนงของกรดอะมิโนที่ไมไดถูกนําไปใชในการสรางเปนโมเดลเอนไซมเครา-
ติเนส  ทําใหโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B.licheniformis ทั้งสี่สายพันธุมีโครงรางสามมิติไม
แตกตางกัน สวนกรดอะมิโนที่ถูกสรางเปนโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก   B. subtilis BF20 
และ  B. mojavensis นั้น ไมมีความแตกตางกับลําดับกรดอะมิโนที่ถูกสรางเปนโมเดลของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006  ทําใหโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก  B. subtilis 
BF20, B. mojavensis ไมแตกตางไปจากโมเดลของเอนไซมเคราติเนสของ B. licheniformis KUB-
K0006 เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงเลือกเพียงโมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก   B. licheniformis KUB-
K0006, B. licheniformis MKU3, B. licheniformis RPk, B. licheniformis PWD-1 และ B. pumilus 
ไปใชในการวิเคราะหหาตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงและเปรียบเทียบความเหมือนหรือความ
แตกตางของโครงรางสามมิติตอไป โดยโมเดลของเอนไซมเคราติเนสที่ไดประกอบดวยโครงสราง
ทุติยภูมิแบบ α-helix และ β-sheet ที่เชื่อมตอกันดวยบริเวณที่เปน loop ดังแสดงในภาพที่ 12 ซ่ึง
การมวนพับของโปรตีนมีลักษณะการเรียงตัวของ β-sheet ขนานกัน ทําใหจัดอยูในคลาส α  and β 
protein (α/β) และอยูในโฟลด subtilsin-like ซ่ึงมีลักษณะการเรียงตัวเปนแบบ  3 layers คือ มีการ
เรียงตัวสลับกันแบบ α / β/α    
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ตารางที่ 10 เทมเพลทในการสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนส 
 

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  สืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 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  โมเดลของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุตางๆ และ B. pumilus ที่ได 
                  จากการจําลองโครงรางสามมิติโดยใชโปรแกรม Swiss-model 



 
 
 
                                                                                                       

3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสเพื่อหาบริเวณเรง 
 

การหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจะตองอางอิงจากบริเวณเรงของเทมเพลทที่มี
รายงานไวในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) โดยใชโปรแกรม  blastp ในการเลือกเทมเพลทที่            
เหมาะสม ซ่ึงการเลือกเทมเพลทนั้นจะตองพิจารณาจากคารอยละของความเหมือน (% identity) 
และคา resolution ซ่ึงเปนคาที่บงบอกถึงความละเอียดของโครงสรางเอนไซม โดยคารอยละความ
เหมือนระหวางเทมเพลทกับตัวอยางจะตองมีคามากกวา 25 เปอรเซ็นต จึงจะเปนโมเดลที่มีความ
นาเชื่อถือถามกฎของ Doolittle (Doolittle’s rule of thump) (Balaji et al., 2006) และคา resolution 
ของเทมเพลทที่มีคาต่ําจะแสดงใหเห็นวาเปนโครงสรางที่ดี เนื่องจากทําใหทราบรายละเอียดภายใน
โครงสรางไดอยางถูกตองมากกวาเทมเพลทที่มีคา resolution สูง  ซ่ึงการหาบริเวณเรงบนเทมเพลท 
สามารถทําไดโดยใชโปรแกรม DSViewerPro (Accelrys, USA) โดยบริเวณเรงที่หาไดบนเทมเพลท
จะถูกนําไปเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนบนโปรตีนตัวอยางโดยการทํา multiple alignment ทํา
ใหบอกไดวาที่ตําแหนงเดียวกันนั้นบนโปรตีนตัวอยางมีกรดอะมิโนที่เหมือนหรือแตกตางไปจาก
เทมเพลท จากการคัดเลือกเทมเพลทในการหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส  พบวา 1bh6A เปน
เทมเพลทที่มีคารอยละความเหมือนสูงและมีคา resolution ต่ํา รวมทั้งมีรายงานบริเวณที่เกี่ยวของกับ
การจับสับสเตรทหรือสารยับยั้ง ดังนั้นจึงไดเลือก 1bh6A ซ่ึงเปนโครงรางสามมิติของเอนไซม 
subtilisin DY จาก B. licheniformis ที่จับอยูกับ N-benzyloxycarbonyl-Ala-Pro-Phe-chloromethyl 
Ketone โดยมีคา resolution เทากับ 1.55 และมีคารอยละของความเหมือนเมื่อเทียบกับเคราติเนสจาก  
B. licheniformis และ B. pumilus เปน 87 และ 71 เปอรเซ็นต ตามลําดับ มาเปนเทมเพลทในการหา
บริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสตอไป 

 
การใชโปรแกรม  DSViewerPro ในการตรวจสอบเรซิดิวที่เกี่ยวของกับการจับกัน

ระหวางเอนไซม subtilisin DY กับ N-benzyloxycarbonyl-Ala-Pro-Phe-chloromethyl ketone  คือ  
เรซิดิว 1BH300 และเมื่อวิเคราะหกรดอะมิโนที่ระยะ 5 อังสตรอม รอบเรซิดิวดังกลาวพบกรด        
อะมิโน His64, Gly100, Ser101, Gly102, Tyr104, Ser125, Leu126, Gly127, Gly128, Ala152, 
Gly154, Asn155, Gly219, Thr220 และ Ser221 ซ่ึงกรดอะมิโนที่คาดวาเปนบริเวณเรงคือ His64 
และ Ser221 แตอยางไรก็ตามจากงานวิจัยของ Eschenburg et al. (1998) ไดรายงานวา subtilisin DY 
มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงอีกหนึ่งแหนงคือ Asp32 ดังนั้นเทมเพลท 1bh6A จึงมีกรดอะมิโนที่บริเวณ
เรง ไดแก Asp32, His68 และ Ser221 ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser นี้ เปน
ลักษณะเฉพาะของเอนไซมในกลุม serine protease แคลน SB และเมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของ
เอนไซมเคราติเนสจาก 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  เพื่อเปรียบเทียบหาบริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนส  พบวาเคราติเนสจาก Bacillus 
ทุกสปชีสมีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp-His-Ser เชนเดียวกับ subtilisin DY (ภาพที่ 13) โดย
เคราติเนสจาก  B. licheniformis มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงเปน Asp137, His168 และ Ser325  สวน
เคราติเนสจาก B. pumilus มีกรดอะมิโนที่บริเวณเรงอยูที่ Asp140, His172 และ Ser329 ดังแสดงใน
ตารางที่ 11 

 
 
 

ตารางที่ 11  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis 
                    แตละสายพันธุเปรียบเทียบกบักรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ subtilisin DY จาก 
                    B. licheniformis (PDB code: 1bh6A) 
 

กรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนเทมเพลท 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 ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเคราติเนสจาก 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 กรดอะมิโนที่บริเวณเรง  
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3.3 การเปรียบเทียบโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit 
 

ถึงแมวาบนโครงรางสามมิติของ B. licheniformis  KUB-K0006 จะมีบริเวณเรงเปน 
Asp-His-Ser เชนเดียวกับโครงรางสามมิติของเคราติเนสจาก B. pumilus และ B. licheniformis  สาย
พันธุอ่ืน  แตยังคงมีกรดอะมิโนบางตําแหนงที่แตกตางกันออกไป ซ่ึงอาจสงผลตอการมวนพับของ
โปรตีน ดังนั้นจึงไดเปรียบเทียบโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-
K0006 กับโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B.licheniformis MKU3, B. licheniformis  
RPk,  B. licheniformis PWD-1 และ B. pumilus  เพื่อวิเคราะหความเหมือนและความแตกตาง
ระหวางโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit ดวยโปรแกรม SPDBV  จากการวิเคราะหตําแหนง
ของบริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส จากทุกแหลงพบวากรดอะมิโนแอสพาร-
เตตอยูที่ปลาย  β-sheet ที่ 2 สวนฮิสทิดีนและซีรีนอยูบน α-helix ที่ 3 และ 6 ตามลําดับ (ภาพที่ 14) 
และเมื่อเปรียบเทียบโครงรางสามมิติเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับโครง
รางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืน พบวาโครงรางสามมิติและ
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรงสามารถซอนทับกันไดพอดี ถึงแมวาจะมีความแตกตางของ
กรดอะมิโนที่บางตําแหนง โดยเมื่อพิจารณาจากผลการทํา secondary structure alignment แสดงให
วาตําแหนงของกรดอะมิโนที่ตางไปนั้นถูกสรางเปน secondary structure แบบเดียวกัน ดังนั้นความ
แตกตางของกรดอะมิโนที่พบใน B. licheniformis KUB-K0006 ไมไดสงผลตอโครงสรางของ
เอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอื่นแตอยางใด และเมื่อเปรียบ เทียบโครงรางสาม
มิติของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับโครงรางสามมิติของเอนไซม        
เคราติเนสจาก B. pumilus พบวาโครงรางสามมิติแตกตางกันเล็กนอย แตความแตกตางนี้ไมทําให
โครงรางสามมิติโดยรวมของเอนไซมเคราติเนสเปลี่ยนไปเนื่องจากบริเวณที่มีความแตกตางกัน
อยางชัดเจนในการทํา model fit คือ บริเวณที่เปน loop ซ่ึงเปนบริเวณที่ไมสามารถทํานายโครงสราง
ทุติยภูมิได จึงทําใหบริเวณที่เปน loop มีความผันแปรคอน ขางมากและทําใหเกิดความยืดหยุนขึ้น
ในโมเลกุล ในขณะที่โครงสรางทุติยภูมิ ไดแก α-helix และ β-sheet เปนโครงสรางที่มีความ
แนนอนคอนขางสูง ดังนั้นความแตกตางที่เกิดขึ้นจากการซอนทับกันในบริเวณ loop จึงไมสงผลตอ
โครงรางสามมิติโดยรวมของเอนไซมและเมื่อเปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรง
พบวากรดอะมิโนที่บริเวณเรงของเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 และ B. pumilus 
สามารถซอนทับกับไดพอดีเชนเดียวกันกับเมื่อเปรียบเทียบกับตําแหนงของกรดอะมิโนที่บริเวณเรง
ของโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนส จาก B. licheniformis  สายพันธุตางๆ โดยผลการทํา 
model fit แสดงในภาพที่ 15 -18 
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จากการทํา Homology modeling  เพื่อทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซม                        
เคราติเนสจาก  B. licheniformis KUB-K0006  โดยการแปลรหัสจากลําดับเบสของยีนเคราติเนสที่
ไดจากการทําพีซีอารไปเปนลําดับกรดอะมิโนและสรางโมเดลของเอนไซมเคราติเนสขึ้นมา               
แสดงใหเห็นวาความแตกตางของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 กับยีน                      
เคราติเนสที่มีรายงานไวในฐานขอมูล ไดแก ยีนเคราติเนสจาก  B. licheniformis สายพันธุตางๆ 
รวมทั้ง B. subtilis BF20, B. mojavensis และ B. pumilus นั้นไมสงผลตอโครงรางสามมิติของ
เอนไซม ดังนั้นยีนเคราติเนส จาก B. licheniformis KUB-K0006 ที่ไดจากการทําพีซีอารนี้นาจะ
สามารถแปลรหัสเพื่อสรางเปนเอนไซมเคราติเนสที่ทํางานไดเชนเดียวกับยีนเคราติเนสจาก                           
B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆ 
 

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

การเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชคูไพรเมอร NFK 
และ ARK  เพื่อเพิ่มปริมาณยีนเคราติเนสที่ไมมีสวนของ signal peptide  ซ่ึงไพรเมอร NFK จะมี
ตําแหนงจดจําของเอนไซม BamHI และ  ไพรเมอร ARK จะมีตําแหนงจดจําของเอนไซม AatII  ซ่ึง
หลังจากการทําพีซีอารจะทําใหไดช้ินยีนเคราติเนสที่สามารถตัดปลาย 5’ และ 3’ ไดดวยเอนไซม 
BamHI และ AatII  ตามลําดับ เพื่อนําไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI 
และ AatII เชนเดียวกัน  ซ่ึงการใชเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดในตัดชิ้นดีเอ็นและดีเอ็นเอพาหะจะ
เปนการชวยควบคุมทิศทางของการเชื่อมตอใหมีความถูกตองดวย ผลการทดลองพบชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 1,071 คูเบส ดังภาพที่ 19 จากนั้นทําการยีนโคลนเขาสู pGEM-T easy vector (Promega, 
USA) และถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E.coli DH5α  เพื่อใหสามารถตัดชิ้นดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด
จําเพาะไดสะดวกขึ้น เนื่องจากเอนไซมตัดจําเพาะจะทํางานไดไมดีหากตําแหนงตัดอยูใกลกับปลาย
ของชิ้นดีเอ็นเอมากเกินไป ดังนั้นการโคลนยีนเขากับ pGEM-T easy vector จึงเปนการเพิ่มพื้นที่ให
เอนไซมตัดจําเพาะสามารถจับกับตําแหนงจดจําในการตัดไดดียิ่งขึ้น ซ่ึงผลการตัดชิ้นดีเอ็นเอของ
ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT 43 ดวยเอนไซม 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  ตําแหนงกรดอะมิโนที่บริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเคราติเนสจาก 
                  B. licheniformis KUB-K0006, B. licheniformis MKU3,  B. licheniformis RPk,     
                  B. licheniformis PWD-1 และ  B. pumilus โดยบริเวณสีมวง คือ ปลาย N-terminal และ 
                  สีแดง คือ ปลาย C- terminal 
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ภาพที่ 15  ผลการทํา model fit ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  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 ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  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 ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  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 ระหวางโมเดลและกรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ  B. licheniformis  
                 KUB-K0006 กับ B. pumilus 
                 โดย โมเดลสีเขียว คือ โมเดลของ B. licheniformis KUB-K0006 
                         โมเดลสีแดง คือ โมเดลของ B. pumilus 
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เมื่อเชื่อมตอช้ินดีเอ็นของยีนเคราติเนสเขากับพลาสมิด pHT43 แลวถายโอน              
พลาสมิดลูกผสมเขาสู E.coli DH5α พบเพียง 11 โคลนที่สามารถเจริญบนอาหาร LB ที่มีแอมพิ-
ซิลลิน จากนั้นนําโคลนทั้งหมดมาสกัดพลาสมิดดวย QIAprep®Spin Miniprep kit (Qiagen, USA) 
แลวนํามาคัดเลือกโคลนที่มียีนเคราติเนสดวยการทําพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร NFK กับ ARK พบวา
มี 9โคลนที่มีแถบดีเอ็นของยีนเคราติเนสซึ่งมีขนาด 1,071 คูเบส ดังภาพที่ 21(ก) เมื่อนําพลาสมิดที่
ผานการตรวจสอบดวยไพรเมอร NFK และ ARK ไปตรวจสอบซ้ําดวยการทําพีซีอารโดยใช                
ไพรเมอร  FSq และ RSq ซ่ึงเปนไพรเมอรที่ออกแบบจากลําดับเบสบนพลาสมิด pHT43  พบวาทุก
โคลนมีแถบดีเอ็นเอขนาด 1,343 คูเบส ดังภาพที่ 21(ข) จากนั้นนําพลาสมิดจากโคลนที่มีแถบ                 
ดีเอ็นเอที่ตองการมาตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอภายในพลาสมิดโดยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ BamHI และ AatII พบวาทุกโคลนที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะมีแถบดีเอ็นเอสอง
ขนาดคือ  8,057 คูเบส  ซึ่งเปนขนาดของพลาสมิด pHT43 และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,071 คูเบสของ
ยีนเคราติเนส ดังแสดงในภาพที่ 22 นําพลาสมิดจากทุกโคลนสงไปวิเคราะหลําดับเบสที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี ซ่ึงพบวายีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ถูกเชื่อมตอกับ
ตําแหนงของ signal peptide ในพลาสมิด pHT43 ที่ตําแหนง BamHI ไดถูกตองตามเฟรมการแปล
รหัสเปนกรดอะมิโน ดังภาพที่ 23 และลําดับเบสของยีนเคราติเนสภายในพลาสมิดไมไดมีความ
แตกตางไปจากลําดับเบสของยีนเคราติเนสที่เคยทําการวิเคราะหมากอน จึงถายโอนพลาสมิดนี้เขาสู 
B. subtilis 1A751 

 
เมื่อถายโอนพลาสมิดที่มียีนเคราติเนสเชื่อมตออยูกับพลาสมิด pHT43 เขาสู B. subtilis 

1A751 แลว สุมเลือกโคลนจํานวน 10 โคโลนีเพื่อนํามาคัดเลือกโคลนที่ความสามารถในการผลิต
เอนไซมเคราติเนส โดยนําโคลนที่เลือกมาสกัดพลาสมิดเพื่อตรวจสอบวาเปนโคลนที่มียีนเครา-
ติเนสหรือไมดวยการทําพีซีอารดวยคูไพรเมอร NFK กับ ARK และ FSq กับ RSq พบวาโคลนมีช้ิน
ดีเอ็นเอขนาด 1,071 และ 1,343 คูเบส ตามลําดับ ดังภาพที่ 24 และ 25 ตามลําดับ แตเมื่อนําโคลนไป
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสและความสามารถในการยอยขนไกพบวาทุก
โคลนไมสรางวงใสรอบโคโลนีบนอาหาร skim milk และไมสามารถยอยขนไกได  ซ่ึงการไม
แสดงออกของรีคอมบิแนนตโปรตีนเปนปญหาที่พบไดในการทํา  heterologous gene expression 
ทั้งนี้อาจเกิดจากการเกิด secondary structure ที่บริเวณเริ่มตนในการแปรรหัสเปนกรดอะมิโนสงผล
ตอการแสดงออกของยีน (de Smith and van Duin, 1994a)  นั่นคือโปรโมเตอรที่ใชอาจไมเหมาะสม
กับยีนที่ตองการแสดงออกทําใหเกิด secondary structure ระหวาง 5’ untranslated region กับ
ตําแหนงเริ่มตนของ coding sequence  ไรโบโซมจึงไมสามารถแปลรหัสจาก mRNA ไปเปน
โปรตีนไดหรือเอนไซมที่ผลิตอาจไมอยูในรูปที่สามารถทํางานไดเนื่องจากการมวนพับของโปรตีน
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ที่ไมถูกตองเนื่องพลาสมิดที่ใชในการแสดงออกของยีนสวนใหญมักจะเปน inducible plasmid ซ่ึง
เมื่อมีการเติมสารเหนี่ยวนําแลวจะมีการผลิตเอนไซมออกมาอยางรวดเร็ว ทําใหเซลลไมสามารถจะ
ควบคุมการมวนพับของโปรตีนได โปรตีนที่ผลิตออกมาจึงอยูในรูปที่ไมละลายน้ําและไมสามารถ
ทํางานไดตามปกติ (Nick, 2007) นอกจากนี้อาจเกิดจาก signal peptide ที่ใชในการผลิตโปรตีนออก
นอกเซลลไมเหมาะสมกับเซลลเจาบานสายพันธุที่เลือกใช เชนเดียวกับในกรณีการแสดงออกของ 
Interleukin-3 (IL-3) ใน B. subtilis WB700/WB800 พบวาเมื่อใช signal peptide เปน Lat signal  
เซลลลูกผสมสามารถผลิตโปรตีนได แตเมื่อใช SacB signal ไมพบการผลิตโปรตีนออกมานอก
เซลล และเมื่อใช  Pel signal  โปรตีนที่ผลิตไดจะถูกยอยสลายและพบปญหาความไมเสถียรของ 
พลาสมิด (Fu et. al, 2007) 

 
ดังนั้นในการโคลนและการแสดงออกของยีนจึงควรเลือกระบบในการแสดงออกให

เหมาะสม ไมวาจะเปนระหวางยีนกับดีเอ็นเอพาหะและดีเอ็นเอพาหะกับเซลลเจาบาน รวมทั้งควร
เลือก signal peptide ที่เหมาะสมกับยีนที่ตองการแสดงออกเพื่อใหการผลิตรีคอมบิแนนตโปรตีนมี
ประสิทธิภาพสูงสุด 
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ภาพที่ 19  ผลการทําพีซีอารเพื่อเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวย 
                 ไพรเมอร NFK และ ARK 

    ชองที่ 1   100 bp DNA ladder plus 
    ชองที่ 2   negative control 
    ชองที่ 3   ผลิตภัณฑจากการทําพีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ ARK  

 
 

                                                                                                                                              

                   
 

ภาพที่ 20  ยีนเคราติเนสและพลาสมิด pHT43 ที่ถูกตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII 
   ชองที่ 1  1 Kb DNA marker 
   ชองที่ 2 พลาสมิด pHT43 ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII  
   ชองที่ 3 ยีนเคราติเนสที่ตัดดวยเอนไซม BamHI และ AatII 

1 2 3
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          ก. 

 
 

                                             
                                     

                                    
         ข. 

 
ภาพที่ 21  ผลการตรวจสอบโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB- 
                 K0006 เขากับพลาสมิด pHT43  โดยการทําพซีีอารดวยคูไพรเมอร (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  ผลการตัดพลาสมิดของโคลนที่ผานการตรวจดวยไพรเมอร NFK-ARK และ FSq-RSq 
                 ดวยเอนไซม BamHI และ AatII  โดย M1 คือ 1 Kb DNA marker, M2 คือ 100 bp DNA 
                 ladder plus, 1-9 คือ หมายเลขโคลน, U คือ พลาสมิดที่ไมผานการตัดดวย BamHI และ 
                 AatII  และ C คือ พลาสมิดที่ผานการตัดดวย BamHI และ AatII 
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ภาพที่ 23  ลําดับเบสของยีนเคราติเนสเมื่อเชื่อมตอกับพลาสมิด pHT43 
                โดย แถบสีเหลือง คือ    signal peptide บนพลาสมิด pHT43 
      แถบสีเขียว    คือ    ตําแหนงจดจําของเอนไซม BamHI 
      แถบสีแดง     คือ    stop codon 
      แถบสีฟา       คือ    กรดอะมิโนที่บริเวณเรง 
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ภาพที่ 24  ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียนีเคราติเนสโดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร NFK และ 
                 ARK 

   ชองที่ 1   100 bp DNA ladder plus 
   ชองที่ 2 และ 3  ผลการทําพีซีอารโดยใชพลาสมิดจากโคลนเปนดีเอน็ตนแบบ 
   ชองที่ 4  ผลการทําพีซีอารโดยใช pHT43 เปนดเีอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 5  positive control 
   ชองที่ 6  negative control 
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ภาพที่ 25  ผลการตรวจคัดเลือกโคลนที่มียนีเคราติเนสโดยการทําพีซีอารดวยไพรเมอร FSq และ  
                 RSq 

   ชองที่ 1  100 bp DNA ladder plus 
   ชองที่ 2 และ 3  ผลการทําพีซีอารโดยใชพลาสมิดจากโคลนเปนดีเอน็ตนแบบ 
   ชองที่ 4  negative control 
   ชองที่ 5  positive control 
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สรุป 
 
 การโคลนยีนเคราติเนสจาก genomic library พบเซลลลูกผสมทั้งหมด 1,020 โคโลนี และมี
เพียงโคลน e101 เทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมเคราติเนสได โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส
เทากับ 5.73 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตโคลนที่ไดไมเสถียรเมื่อมีการเลี้ยงเชื้อตอกันหลายๆ รุน  สวนจาก
การโคลนยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ดวยการทําพีซีอาร พบยีนเคราติเนส 
ขนาด 1,140 คูเบส ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุอ่ืนๆใน
ฐานขอมูลถึง  99 เปอรเซ็นต 
 
 การทํา Homology modeling ของเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 
พบวาโครงรางสามมิติของเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 มีกรดอะมิโน Asp137,  
His168 และ Ser325 อยูในบริเวณเรงเชนเดียวกับเอนไซมเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุ
อ่ืนที่มีรายงานไวในฐานขอมูล และเมื่อเปรียบเทียบโครงรางสามมิติพบวาโครงรางของเอนไซม
เคราติเนสจาก B. licheniformis แตละสายพันธุสามารถซอนทับกันพอดี แสดงใหเห็นวาความ
แตกตางของกรดอะมิโนที่พบในเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ไมไดทําใหโครงราง
สามมิติของเอนไซมเคราติเนสตางไปจากเคราติเนสจาก B. licheniformis  สายพันธุอ่ืน ดังนั้นยีน
เคราติเนสที่ไดจาก B. licheniformis KUB-K0006 อาจจะสามารถแปลรหัสเพื่อผลิตเปนเอนไซม
เคราติเนสที่สามารถทํางานไดเชนเดียวกับเคราติเนสจาก   B. licheniformis  สายพันธุอ่ืน 
 
 การแสดงออกของยีนเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ใน B. subtilis 1A751   
โดยใชพลาสมิด pHT43 เปนดีเอ็นเอพาหะ เมื่อถายโอนดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู B. subtilis 1A751 และ
ตรวจสอบโคลนดวยการทําพี ซีอารพบวา เซลล ลูกผสมทุกโคลนที่นํามาตรวจสอบมียีน               
เคราติเนสอยูแตไมแสดงกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส 
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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 
  
ในกรณีที่เปนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง ใหเติม 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 ประกอบดวย 
 
      (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. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอและพลาสมิด 
 

2.1 lysis buffer  
  

ประกอบดวย  50 mM EDTA และ 0.1 M NaCl 
 

2.2 TE buffer 
 

ประกอบดวย 1 mM EDTA  และ 10 mM  Tris-HCl ,pH 8.0   
 

2.3 Solution A 
 

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

 
2.4 Solution B 

 
       ประกอบดวย 0.2 M NaOH  และ 1% (W/V) SDS    
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2.5 Solution C 
 

ประกอบดวย  5 M Potassium acetate และ   Glacial acetic acid 11.5 มิลลิลิตร   ปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 

 
3. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเคราติเนส   
 

3.1 0.01 M NaCN 
 

ประกอบดวย NaCN 490 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
 

3.2 Acetate buffer 
 

ละลาย sodium acetate (NaOAc.3H2O) 2700 กรัม ในน้าํกลั่น 2 ลิตร แลวเติม glacial 
acetic 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 7.5 ลิตร คาพีเอชของบัฟเฟอรจะอยูประมาณ 5.3-5.4 

 
3.3 Acetate-Cyanide 

 
เตรียม 0.2 mM NaCN ใน acetate buffer โดยการนําสารละลายในขอ 3.1 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยสารละลายในขอ 3.2 
 

3.4 3% Ninhydrin 
 

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

 
3.5 สารละลายเจือจางประกอบดวย isopropyl alcohol ผสมกับน้ํากลั่นในอตัราสวน 1:1 
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1.  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
 
การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยการวดัคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต ทําการเจือจาง

สารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตรตอปริมาตรรวม 300 ไมโครลิตรแลววัดคาการดูดกลืนแสงอัลตรา
ไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนกรัม ดวยเครื่อง spectrophotometer (Bio Aqariust) 
แลวคํานวณปริมาณดีเอ็นเอ ตามสูตร  

 
ความเขมขนดเีอ็นเอ(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) =  A 280 × 50 × คาความเจือจาง 

                
การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใชสารละลายดีเอ็นเอปรมิาณ 

5 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading dye ความเขมขน 6 เทา แลวตรวจสอบดีเอ็นเอดวย 0.8 
เปอรเซ็นตอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ใน 1x TBE buffer ความตางศักยคงที่ 50 โวลต หรือ 100 
โวลต เปนเวลา 80 นาที และ 40 นาที  ตามลําดับ ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 
bromide) ความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เปนเวลา 10-15 นาที  ลางดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 
10 นาที แลวนาํไปตรวจสอบดวยเครื่อง  UV-transilluminator (Vilber Lourmat) และบันทึกภาพ
โดยกลองถายภาพ 
 
2. การคํานวณหาขนาดของยนีเคราติเนส 
 
1 กรดอะมิโน =  3 เบส  =    110 ดาลตัน 

 
เอนไซมเคราติเนส SUK A และ SUK B มีขนาด 70 กิโลดาลตัน  
จึงประกอบดวย   636  กรดอะมิโน ซ่ึงเทากบัเบสทั้งหมด 1,909 คูเบส  
 
3. การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลโดยใช Nucleospin Extract II® 
 

สกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยเติมบัฟเฟอร NT2 ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักเจล  นําบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 10 นาที แลวนําสารละลายที่ไดมาใสในหลอด nucleospin  และปน
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที  เทสารละลายที่ไหลผานเมมเบรนทิ้ง เติม
บัฟเฟอร  NT3 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
เมื่อเทสารละลายที่ผานเมมเบรนทิ้ง แลวนําหลอด nucleospin ไปปนเหวี่ยงที่ 11,000 รอบตอนาท ี
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เปนเวลา 2  นาที นําคอลมันสวนบนไปวางบนหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเตมิ 
elution buffer NE3 หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
1 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  แลวนําเอาสารละลายดีเอน็เอที่
ไดไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
4. การเชื่อมตอชิน้ดีเอ็นเอเขากับ pGEM-T easy vector 
 

ทําการเชื่อมตอช้ินดเีอ็นเอทีไ่ดจากการทําพีซีอารเขากับ pGEM-T easy vector โดยใช
สารเคมีตางๆ 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 
 
บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12- 16 ช่ัวโมง  แลวหยดุปฏิกิริยาโดยการนําไป

บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
5. วิธีวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนอิสระโดยวิธี Ninhydrin (Rosen, 1957) 
 

1) เติมสารละลายบฟัเฟอร Acetate-cyanide จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ในสารละลายตัวอยาง 1        
มิลลิลิตร 

2) เติมสารละลาย ninhydrin ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
3) บมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 
4) เมื่อครบเวลาเจือจางดวยสารละลายผสมของไอโซโพรพานอลตอน้ํา (1:1) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร เขยาแรงๆ 
5) ทิ้งใหเย็น แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร จากนั้นนาํคาที่ไดไป

เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานโดยใชกรดอะมิโนลิวซีนเปนมาตรฐาน 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
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สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
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บัณฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร (2549) 
2. ทุนสนับสนุนงานวจิัยระดบับัณฑิตศึกษาเพื่อการ
ตีพิมพในวารสารระดับชาติและนานาชาต ิ(2549) 

 




