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การผลิตและการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะของรีคอมบิแนนตเบตา- 
กลูโคซิเดสจากพะยูง 

 
Production and Site-directed Mutagenesis of Recombinant  

β-Glucosidase from Thai Rosewood 
 

คํานํา 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) เปนเอนไซมที่อยูในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส     
(EC 3.2) ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะเบตา-กลูโคซิดิก  ที่เชื่อมสารประกอบระหวางไกลโคน 
(กลูโคส) กับอะไกลโคน   เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสวนใหญมีขนาดประมาณ 55-65 กิโลดาลตัน    
pH ที่เหมาะสมประมาณ pH 5-6  และพบไดทั่วไปทั้งในพืช  สัตว รา  สาหรายและแบคทีเรีย   
นอกจากนี้เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มาจากสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน  จะมีความจําเพาะตอสับสเตร
ทแตกตางกัน   โดยมากจะมคีวามจําเพาะตอสวนไกลโคนคลายคลึงกัน    แตจะแตกตางกันใน
ความจําเพาะตออะไกลโคน   เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิโนบางสวนทีแ่ตกตางกัน (Esen, 1993)   
ดังนั้นจะเห็นไดวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสมีหลายชนดิและสามารถยอยสารไดมากมาย เชน ไซยา
โนจีนิกกลูโคไซด  เซลโลไบโอส  ไอโซฟลาโวนอยดกลูโคไซด  ฟนอลิกกลูโคไซด  และ            
ไธโอกลูโคไซด เปนตน (Svasti et al., 1999) 

 
ปจจุบันนี้มกีารศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสอยางกวางขวาง  ทั้งในงานวิจยัดาน

วิทยาศาสตรพืน้ฐานและการประยุกตใชใหเกิดคุณคาทางเศรษฐกิจ  สําหรับในมนุษยเบตา-กลูโคซิ
เดสเรียกอกีชือ่หนึ่งวากลูโคเซอรีโบรซิเดส (glucocerebrosidase, β-D-glucosyl-N-acylsphingosine)  
ซ่ึงมีการศึกษากันมากในระดบัยีนและโปรตีน  พบวาเอนไซมนี้จะทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอย 
สลายกลูโคซิลเซอราไมด (glucosylceramide) ในไลโซโซม   ถาขาดเอนไซมชนิดนีจ้ะทําใหเกิด
โรคทางพันธุกรรมที่ชื่อวาโรคเกาเชอรส (Gaucher’s disease)   นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาพบวา 
เบตา-กลูโคซิเดสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในสิ่งมีชีวติพวกเซลลูโลไลติค (cellulolytic) เชน รา  
สาหรายบางชนิด และแบคทเีรีย   ซ่ึงสามารถยอยสลายเซลลูโลสใหเปนเซลโลไบโอสและกลูโคส
ตามลําดับ     กลูโคสที่ไดจะถูกนําไปใชเปนสับสเตรทในการผลิตเปนพลังงานเชื้อเพลิงตอไป 
(Esen, 1993)     สวนในพืชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเกี่ยวของกับกระบวนการทีสํ่าคัญหลาย
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กระบวนการเชน  การควบคมุการเจริญเตบิโต  การตอบสนองตอสภาวะที่ไมเหมาะสม  การสราง 
ลิกนิน  การยอยสลายเซลโลไบโอส  การกระตุนใหฮอรโมนทํางาน  และการปองกนัอันตรายจาก  
จุลินทรียและสัตวกัดแทะ  เปนตน (Ketudat-Cairns et al., 2000) 

 
 นอกจากนี้ยังมกีารศึกษากลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในมนษุย  พืช  
รา  สาหรายและแบคทีเรียโดยทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis)   
พบวามีกลไกการทํางานคลายคลึงกัน  กลาวคือมีกรดอะมิโน 2 ตัว (กลูตาเมต หรือ แอสปารเตต)  
ทําหนาที่เปน acid/base catalyst กับ nucleophile ระหวางการเรงปฏิกิริยาการสลายของพันธะเบตา-
กลูโคซิดิก    ขณะนี้มีการศึกษากลไกการทํางานของเบตา-กลูโคซิเดสกนัอยางกวางขวาง   แตไมมี
ใครเขาใจถึงความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซม (Esen, 1993)    เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน
ธรรมชาติจะมีความจําเพาะตอไกลโคนหรอือะไกลโคนไดหลายกลุม   ดังนั้นจึงพบวาเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิดสามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลายชนิด     เชนเอนไซมเบตา-                
กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ Thai rosewood) หรือเรียกอีก
ช่ือหนึ่งวาดัลโคชิเนส (dalcochinase)  มีคุณสมบัติเปนไดทั้งเบตา-กลูโคซิเดสซึ่งยอยสลายเบตา- 
กลูโคไซด  และเบตา-ฟูโคซิเดสที่สามารถยอยสลายเบตา-ฟูโคไซดได เปนตน (Svasti et al., 1999)   
นอกจากจะมีคณุสมบัติการสลายพันธะเบตา-กลูโคซิดิกแลว    ดัลโคชิเนสยังสามารถทําให
เกิดปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) ไดดี (Srisomsap et al., 1999)  กลาวคอืมันสามารถ
สังเคราะหไดแซคคาไรดหรือไตรแซคคาไรดได    แตเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
(transglucosylation) โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุตยิภูม ิและตติยภูมิเปนตัวรับ  เพื่อสังเคราะห
อัลคิลกลูโคไซด (alkyl glucoside) ไดนอย (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)    ในทางตรงกนั
ขามเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ cassava)  ซ่ึงมีอีก
ช่ือหนึ่งวาลินามาเรส (linamarase) สามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลายไดนอยแตเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไดดี     คือสามารถยายหมูกลูโคสจาก para-nitrophenyl-β-D-glucosides ซ่ึงทําหนาที่เปนตัว
ใหกลูโคส  ไปยังแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิ และตติยภมูิ   เพื่อสังเคราะหเปนอัลคิลกลูโคไซดได
เปนอยางดี   ทัง้ๆที่ลําดับกรดอะมิโนของดัลโคชิเนสและลินามาเรสมีความคลายคลึงกันถึง 60% 
ทีเดียว (Svasti et al., 2003) 
 
 จากความสัมพนัธดังกลาว   งานวิจยันีจ้ึงสนใจที่จะศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสราง 
หนาที่และการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  โดยใชเอนไซมดลัโคชิเนสและลินามาเรสเปน
ตัวอยางเปรยีบเทียบ   ซ่ึงจะทําการศึกษาดวยวิธีกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed 
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mutagenesis)  โดยทําการเปลี่ยนเบสบางตวัในยีนของดัลโคชิเนส   มีผลทําใหกรดอะมิโนบางตัว
ของเอนไซมดลัโคชิเนสเปลี่ยนไปดวย   เพือ่ที่จะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสสามารถแสดงปฏิกิริยา
ยายหมูกลูโคสไดเหมือนกับเอนไซมลินามาเรส   และทําการศึกษาสมบัติของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุที่เกดิขึ้น 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 
1. ศึกษาการแสดงออก (expression) และการทําบริสุทธิ์ (purification) ของรีคอมบิแนนต

ดัลโคชิเนส 
 

2. สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  โดยการแทนทีก่รดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส 
ดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส 

 
3. หากรดอะมโินที่สําคัญสําหรับการเรงปฎิกิริยาการสลาย (hydrolysis) และปฏิกิริยายาย

หมูกลูโคส (transglucosylation) ของเบตา-กลูโคซิเดสได  
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การตรวจเอกสาร 
 
1. เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง  
 
 จากการหาเอนไซมไกลโคซิเดสในเมล็ดพชืมากกวา 50 ชนิดของพืชในประเทศไทยโดยใช 
para-nitrophenyl-β-D-glycosides เปนสับสเตรท  พบวามีเอนไซมไกลโคซิเดส 9 ชนิด  โดยเฉพาะ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดของพะยงู  (Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ Thai 
rosewood) ซ่ึงเรียกอีกชื่อหนึง่วา ดัลโคชิเนส (dalcochinase) มีระดับการทํางานของเอนไซมสูงสุด  
เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมไกลโคซิเดสที่พบในเมล็ดชนิดอื่นๆ (Surarit et al., 1995)  เมื่อวิเคราะห
ระดับการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนสที่สกัดไดจากหลายๆสวนของพะยูง  พบวาในเมล็ดที่กาํลัง
งอกจะมีระดับการทํางานสูงสุด (Ketudat-Cairns et al., 2000)  
 

ไดมีการทําเอนไซมดัลโคชิเนสจากเมล็ดของพะยูงใหบริสุทธิ์ โดยการตกตะกอนโปรตีน
ดวย ammonium sulphate โดยใชสภาวะอ่ิมตัวที่ 35-70%  isoelectric focusing และ  Sephadex G-
150 chromatography  (Srisomsap et al., 1996)   พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสมีน้ําหนกัโมเลกุลใน
สภาวะปกติ 330,000 ดาลตัน  และสภาวะเสื่อมสภาพ 66,000 ดาลตัน  ดังนั้นจึงสันนษิฐานวา
เอนไซมนาจะประกอบดวย 4-6 หนวยยอยของโปรตีน  ที่มีน้ําหนกัโมเลกุล 66,000 ดาลตัน                
ดัลโคชิเนสสามารถยอยสลาย para-nitrophenyl-β-D-glycosides ไดหลายชนิด    แตมีความจําเพาะ
ตอ para-nitrophenyl-β-D-glucoside (pNP-Glc) และ para-nitrophenyl-β-D-fucoside (pNP-Fuc) ที่ 
pH 5 ไดดีกวา para-nitrophenyl-β-D-glycoside ชนิดอื่น    และยังถูกยบัยั้งไดดีโดย δ-
gluconolactone,  HgCl2  และ para-chloromercuribenzoate อีกดวย   เนื่องจากเอนไซมนี้มี pH ที่
เหมาะสมในการทํางานเปนกรด  จึงเปนไปไดวาหมูที่ทาํงานที่บริเวณเรงของเอนไซมเปนหมูทีแ่ตก
ตัวไดใน pH ที่เปนกรด  ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวา  สารประกอบจําพวกปรอทสามารถยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมไดโดยจับกับประจุลบที่เกิดขึ้น หลังจากการแตกตัวของหมูคารบอกซิลของ
กรดอะมิโนทีอ่ยูในบริเวณเรงของเอนไซม (ชิษณุสรร และคณะ, 2538)   เมื่อศึกษาสมบัติทาง
จลนพลศาสตรของดัลโคชิเนสพบวา Km ในการยอยสลาย pNP-Glc  (5.4 mM) มีคาสูงกวา Km ใน
การยอยสลาย pNP-Fuc (0.54 mM)  ถึง 10 เทา   สวนคา kcat ของการยอยสลาย pNP-Glc (307 sec-1) 
สูงกวาการยอยสลาย pNP-Fuc (151 sec-1)  ถึง 2 เทา   ดังนั้นจึงมีอัตราสวน kcat/ Km ของการยอย
สลาย pNP-Fuc (283,100 M-1.sec-1) สูงกวาการยอยสลาย pNP-Glc (57,300 M-1.sec-1) (Srisomsap et 
al., 1996)   จากการทดสอบการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนส  พบวา pNP-Fuc สามารถยับยั้งการ
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สลาย pNP-Glc ไดแบบแขงขันโดยมีคา K i เทากับ 0.42 mM  จึงสรุปไดวาสับสเตรททั้ง 2 ชนิดถูก
ยอยสลายตรงบริเวณเรงเดียวกัน (Surarit et al., 1997) แตไมสามารถระบุไดวาในธรรมชาติเอนไซม
ดัลโคชิเนสเปนเอนไซมชนดิเบตา-กลูโคซิเดสหรือเบตา-ฟูโคซิเดส 
 
 นอกจากนี้มีการนําเอนไซมดัลโคชิเนสไปทดสอบกับสับสเตรทในธรรมชาติที่หาซื้อได
ทางการคา เชน ไซยาโนจนีกิกลูโคไซด กลูโคส ไดแซคคาไรด และไธโอกลูโคไซด  พบวาเอนไซม
ยอยสลายสารเหลานี้ไดไมดีเทา pNP-Glc   ดังนั้นจึงมกีารสกัดสับสเตรทในธรรมชาติของ            
ดัลโคชิเนสจากเมล็ดของพะยูง  และพบไอโซฟลาโวนอยด เบตา-กลูโคไซด (isoflavonoid β-
glucoside) ชนิดใหม   ซ่ึงมีมากกวา 3% ในเมล็ด จึงเรียกชื่อสารชนิดนี้วา dalcochinin-8’-O-β-D-
glucoside (ภาพที่ 1)  โดยมมีวลโมเลกุลเทากับ 574    สวนอะไกลโคนจะเปนสารประเภท 12-
dihydroamorphigenin ซ่ึงจะถูกเรียกวา ดัลโคชินิน (dalcochinin)    สําหรับคา Km ในการยอยสลาย 
dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside คือ 1.68 mM   จะเห็นไดวามีคาอยูระหวางคา Km ในการยอยสลาย 
pNP-Glc และ pNP-Fuc   โครงสรางของดัลโคชินินคลายกับโรทีโนน (rotenone) ซ่ึงเปนสารพิษที่
พบในธรรมชาติใชในการกาํจัดแมลง  จึงคาดวาสวนอะไกลโคนของสารตัวนี้นาจะมีบทบาทสําคัญ
ในการปองกนัสัตวที่จะมากดัแทะเมล็ด (Svasti et al., 1999) 
 
 
 

 
  

ภาพที่ 1  โครงสรางของ dalcochinin-8’-O-β-D-glucoside  
 ที่มา: Svasti (1999) 
 
 มีผูวิจัยไดทําการโคลนเพื่อศึกษาโครงสรางและววิัฒนาการของดัลโคชิเนส  พบวาเอนไซม
ประกอบดวยกรดอะมิโน 547 ตัว แบงเปน propeptide 23 ตัว และ mature protein 524 ตัว  
นอกจากนี้ยังพบวา mature protein มีลําดบักรดอะมิโนที่เหมือนกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก 
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white clover ถึง 60%    จึงคาดวาดัลโคชิเนสนาจะมีโครงสรางเปนแบบ (α/β)8 barrel (ภาพที่ 2)  
จากการเปรยีบเทียบลําดับโปรตีนของดัลโคชิเนสกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสชนิดอื่นๆ แสดงให
เห็นวา E396 ของดัลโคชิเนสนาจะเปนตําแหนง nucleophile (Ketudat-Cairns et al., 2000)  
เนื่องจากเปนตําแหนงอนุรักษกับ E358 ในเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp. ซ่ึงทําหนาที่
เปน nucleophile (Esen, 1993)   และตําแหนง E182 ของดัลโคชิเนสก็เปนตําแหนงอนุรักษกับ
ตําแหนง E198 ของเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง ซ่ึงทําหนาที่เปน acid/base catalyst  
นอกจากนี้บริเวณใกลเคียงกบับริเวณเรงของเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover มีความ
เหมือนกับดัลโคชิเนส แตมีเพียงตําแหนง V254 ของเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover ที่เปน H253 
ในดัลโคชิเนส    ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้อาจจะทําใหสภาพแวดลอมรอบ E182 มีความเปน 
hydrophobic ลดลง     นอกจากนีย้ังมีการศึกษารีคอมบแินนตดัลโคชิเนสใน Escherichia coli และ 
Pichia pasporis  พบวาเอนไซมสามารถยอยสลายสับสเตรทไดตองมีกระบวนการเติมหมูน้ําตาล 
(glycosylation) เขามาเกีย่วของดวยจึงจะทาํใหเอนไซมทํางานได   และรีคอมบิแนนตเอนไซมที่
ผลิตไดจาก P. pasporis   จะมีคาจลนพลศาสตรใกลเคียงกับเอนไซมทีส่กัดไดจากเมล็ดพะยูง 
(Ketudat-Cairns et al., 2000)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ภาพที่ 2  แบบจําลองโครงสรางของเอนไซมดัลโคชิเนส  
 ที่มา: Toonkool (2003) 
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2. ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส  
 
 เอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส (cyanogenic β-glucosidase)  เปนเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดสที่พบไดในพืชหลายชนิด เชน white clover  มันสําปะหลัง ปาน ยางพารา เปนตน    และ
พบไดในสวนตางๆของพืชหลายสวนทั้งในราก ลําตน และใบ   เอนไซมชนิดนี้จะเรงปฏิกิริยาการ
สลายสารจําพวกไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคไซด 2 ชนิด คือลินามาริน (linamarin หรือ 2-hydroxy-
isobutyronitrile-β-D-glucopyranoside) และโลตัสตราลิน (lotaustralin หรือ 2-hydroxy-2-methyl 
butyronitrile-β-D-glucopyranoside) ซ่ึงมีโครงสรางดังภาพที่ 3 (ชษิณุสรร และคณะ, 2538)  โดย 
95% ของไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซดในมันสําปะหลังจะเปนลินามาริน (Keresztessy et al., 2001)   
ปกติเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-    กลูโคซิเดสและสับสเตรทจะแยกกนัอยูคนละสวนภายในเซลล  
และจะมาทําปฏิกิริยากันเมื่อเนื้อเยื่อถูกทําลาย   ในปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด
นั้นจะใหผลิตภัณฑคือกลูโคสและไฮดรอกซีไนไตรล (hydroxynitrile) ซ่ึงในพืชหลายชนิดจะมี
เอนไซมไฮดรอกซีไนไตรลไลเอส (hydroxynitrile lyase)  ที่มาสลายไฮดรอกซีไนไตรลใหเปน      
คีโตนและกรดไฮโดรไซยานิก (HCN)  ดังภาพที่ 4 (Hughes, 1993)  กรดไฮโดรไซยานิกที่ถูก
ปลดปลอยออกมานั้นจะเปนสารพิษในพืช  จึงเชื่อวาปฏิกริิยาการยอยสลายนี้นาจะเปนกลไกการ
ปองกันตอสัตวกินพืช   
 
 
 
 
  
 
 
 ภาพที่ 3  โครงสรางของลินามารินและโลตัสตราลิน 
 ที่มา: Kemisk Institute of Syddansk University (2001) 
 

ลินามาริน โลตัสตราลิน 
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ภาพที่ 4 ปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจนีิกเบตา-กลูโคไซด; R = CH3, R’ = CH3 ลินามาริน; 

R = CH3, R’ = C2H5 โลตัสตราลิน; 
ที่มา: Hughes (1993)     
 
เอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ 

cassava) หรือลินามาเรส (linamarase) จะมีลําดับกรดอะมิโนคลายกบัเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก 
white clover ถึง 50%    จึงคาดวาเอนไซมชนิดนี้นาจะมโีครงสรางเปนแบบ (α/β)8 barrel (ภาพที่ 2)   
เมื่อทําเอนไซมใหบริสุทธิ์พบวาเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 
70,000 ดาลตัน  และเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่มีแมนโนสถึง 7-15%    นอกจากนี้ได
ทําการศึกษาหนาที่ของกรดอะมิโนบริเวณเรงของเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังโดยทําการ
กลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis)   และใหมีการแสดงออกใน 
Saccharomyces cerevisiae พบวา E198 ทําหนาที่เปน acid/base catalyst  สวน E413 จะทําหนาที่
เปน nucleophile   กรดอะมิโนทั้ง 2 ตัวนีจ้ะอยูใน motif  NEP/I และ I/VTENG ตามลําดับ  ซ่ึงเปน
ตําแหนงอนุรักษใน family 1 ของไกลโคซิลไฮโดรเลส   เมื่อศึกษาคาจลนพลศาสตรของ                 
รีคอมบิแนนตลินามาเรสพบวา Km ในการยอยสลายลินามารินและ pNP-Glc มีคาเทากับ 1.06 mM 
และ 0.36 mM ตามลําดับ  ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอนไซมทีไ่ดจากพืช (Keresztessy et al., 2001)      
 
3. กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไกลโคซิลไฮโดรเลส  
 
 ปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกสามารถเกิดขึ้นได 2 รูปแบบ คือ inversion หรือ 
retention  โดยเอนไซมที่อยูในตระกูลเดยีวกันการเรงปฏิกิริยาจะเกดิในรูปแบบเดียวกนั (Zechel 
and Withers, 2000) 
 การเรงปฏิกิริยาแบบ inversion จะเกีย่วของกับหมูคารบอกซิล 2 หมู ซ่ึงจะทําหนาที่เปน 
acid และ base catalysts  โดยจะวางอยูในตําแหนงทีเ่หมาะสมหางกนัประมาณ 10.5 Å  โมเลกุลของ
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สับสเตรทและน้ําจะมาจับระหวางหมูคารบอกซิลทั้ง 2 พรอมกัน   โดยหมูคารบอกซิลตัวแรกจะให
โปรตอนแก glycosidic oxygen   พรอมกันนั้นโมเลกุลของน้ําจะเขาโจมตีหมูคารบอกซิลอีกตัวและ 
anomeric center ของสับสเตรท   ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปน single-displacement  โดยผานสภาพ
เปล่ียน (transition states) ที่เปนออกโซคารบิเนียม ไอออน (oxocarbenium ion)  ดังภาพที่ 5a   
ผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นจะมีโครงสราง anomeric ไมเหมือนกบัสับสเตรท 
 
 สําหรับการเรงปฏิกิริยาแบบ retention หมูคารบอกซิล 2 หมู จะอยูหางกนั 5.5 Å  ปฏิกิริยา
จะเปน double-displacement ซ่ึงจะเกีย่วของกับการสราง covalent glycosyl-enzyme intermediate 
โดยในขัน้ตอนแรกซึ่งเรียกวาข ั้นไกลโคซิเลชั่น (glycosylation)   หมูคารบอกซิลตัวหนึ่งจะทํา
หนาที่เปน acid catalyst ซ่ึงจะใหโปรตอนแก glycosidic oxygen พรอมกับสลายพันธะ   สวนหมู
คารบอกซิลอีกตัวหนึ่งจะทาํหนาที่เปน nucleophile ซ่ึงจะสรางเปน covalent glycosyl-enzyme 
intermediate  สําหรับในขั้นตอนที่สองนี้จะเรียกวาขั้นดไีกลโคซิเลชั่น (deglycosylation)  โดย
โมเลกุลของน้ําจะเขามาทําปฏิกิริยากับหมูคารบอกซิลที่สูญเสียโปรตอน (base catalyst) และ 
anomeric center    ทําใหไดน้ําตาลหลุดออกมา    ทั้ง 2 ขั้นตอนนี้จะเกิดขึ้นผานสภาพเปลี่ยนที่มี
ลักษณะเปนออกโซคารบิเนียม ไอออน (ภาพที่ 5b) และผลิตภัณฑที่ไดจะมีโครงสราง anomeric 
เหมือนกับสับสเตรท 
 
 มีการศึกษากลไกของเอนไซม Agrobacterium sp. β-glucosidase (Abg) โดยศึกษา
ความสัมพันธระหวางคาจลนพลศาสตรสําหรับการยอยสลายของอนุกรมของแอริลกลูโคไซด (aryl 
glycosides) กบัความสามารถในการปลดปลอยหมูฟนอล   พบวากราฟ Hammett ที่ไดจะเกดิเปน 
biphasic คือจะมีลักษณะเวาลาดต่ําลง   แสดงใหเห็นวากลไกจะเกิดขึ้น 2 ขั้นตอน (Zechel and 
Withers, 2000)  Abg เปนสมาชิกใน family 1 ของไกลโคซิลไฮโดรเลส  ดังนั้นสมาชิกทุกตัวใน
ตระกูลนี้รวมทั้งดัลโคชิเนสและลินามาเรสก็นาจะมกีลไกเปนแบบ double-displacement ดวย 
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(a) 

 
 
 
 
 

(b) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไกลโคซิลไฮโดรเลส: (a) inversion, (b) 
retention    

 ที่มา: Zechel and Withers (2000) 
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4. การเกิดปฏกิิริยายอนการสลายและปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 

โดยปกติเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะสามารถสลายสับสเตรทที่เปนโอลิโกแซคคาไรด 
และเบตา-กลูโคไซดได   แตถาเอนไซมอยูในสภาวะที่เหมาะสมจะเรงปฏิกิริยายอนกลับได   
กลาวคือ ถาเอนไซมและกลโูคสมีความเขมขนมากพอ อุณหภูมิสูง และกิจกรรมของน้ําต่ํา   
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเรงปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) ดังภาพที ่6  ซ่ึงจะสราง
พันธะระหวางกลูโคสไดเปนไดแซคคาไรด  ไตรแซคคาไรด  หรือโอลิโกแซคคาไรด   มีการศึกษา
พบวาดัลโคชิเนสสามารถเกิดปฏิกิริยายอนการสลายโดยใช 40-70% (w/w) กลูโคส   ที่อุณหภูมิ    

50 °C  เปนเวลา 7 วันในการสังเคราะหไดแซคคาไรดและไตรแซคคาไรด     ประมาณ 75% ของ  
ไดแซคคาไรดที่สังเคราะหไดทั้งหมดจะเปนเจนทีโอไบโอส (gentiobiobiose หรือ β1-6-diglucose)  
และไมสามารถสังเคราะหเซลโลไบโอส (cellobiose หรือ β1-4-diglucose) ได   ซ่ึงอธบิายไดวา
เอนไซมดัลโคชิเนสชอบที่จะสรางพันธะ β1-6  มากกวาพันธะ β1-4    ดังนั้นในการสังเคราะห
เฮเทอโรโอลิโกแซคคาไรด (hetero-oligosaccharides)  โดยปฏิกิริยายอนการสลายของเอนไซม    
ดัลโคชิเนสซึ่งมี D-glucose กับ D-fucose เปนสับสเตรทจึงไดผลิตภณัฑเปน D-fucosyl (β1-6)-D-
glucose (Srisomsap et al., 1999) 

 
นอกจากการเกิดปฏิกิริยายอนการสลายแลวเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสยงัสามารถเรง

ปฏิกิริยายายหมูกลูโคส (transglucosylation) ไดอีกดวย (ภาพที่ 6)    คือมีการนําหมูกลูโคสจากตัว
ให เชน pNP-Glc หรือเซลโลไบโอสไปใหตัวรับ เชนแอลกอฮอล (แทนที่น้ํา) กลายเปน  
อัลคิลกลูโคไซด (alkyl glucosides)   ซ่ึงอัลคิลกลูโคไซดหลายๆตัวมปีระโยชนที่นาสนใจ 
ตัวอยางเชน  ชวยในการทําละลายของเยื่อหุมเซลลของสิ่งมีชีวิต  ใชเปนตัวลําเลียงยา  เปน
สับสเตรทในการสังเคราะหกล่ินและรส (Hommalai et al., 2005) หรือใชในการสังเคราะหสารเพือ่
ใชยอยสลายสารพิษได   ในธรรมชาติไมพบวาเอนไซมไกลโคซิลไฮโดรเลสจะเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสของแอลกอฮอลในสิ่งมีชีวิตได  แตส่ิงมีชีวิตสามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดโดยผาน
กระบวนการอืน่    ตัวอยางเชน ไซยาโนจนีกิกลูโคไซดที่ถูกสังเคราะหโดยเอนไซม                       
ไกลโคซิลทรานสเฟอเรส (glycosyl transferases) มากกวาเปนผลมาจากปฏิกิริยายอนการสลายหรือ
ยายหมูกลูโคสโดยกิจกรรมของเอนไซมใน family 1 ของไกลโคซิลไฮโดรเลส (Hommalai et al., 
2005) 
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ภาพที่ 6 การเกิดปฏิกิริยายอนการสลายและปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา- 

กลูโคซิเดส 
 ที่มา: Toonkool (2003)  
 

ในการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนด  Fusarium 
oxysporum  และพะยูง  สามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับไดดกีวาแอลกอฮอลทุติยภูมิ   แต
ไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับได   ดังนัน้มนัจึงไมสามารถสังเคราะห tertiary alkyl 
glucoside ได (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)   แตเอนไซมลินามาเรสสามารถใชแอลกอฮอล
ตติยภูมเิปนตวัรับไดดีกวา แอลกอฮอลปฐมภูมิและแอลกอฮอลทุติยภมูิ (Svasti et al., 2003)  เมื่อ
วิเคราะหคาจลนพลศาสตรของเอนไซมลินามาเรสและดลัโคชิเนสโดยใช 2-deoxy-2-fluoro-
glycosyl-enzyme intermediates   ชี้ใหเห็นวาบริเวณจับอะไกลโคน (aglycone binding pocket) ของ
ทั้ง 2 เอนไซมมีความเปน hydrophobic    ดงันั้นเอนไซมจะเกดิปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับ
แอลกอฮอลที่มีความเปน hydrophobic สูงไดดีกวาหมูไฮดรอกซิลของน้ําตาล   หรืออาจกลาวไดวา
เอนไซมชอบโครงสรางสายตรงของแอลกอฮอลมากกวาโครงสรางวงแหวนของน้ําตาล   เมื่อ
ทําการศึกษาปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมลินามาเรสกับ n-butanol   sec-butanol   tert-
butanol   iso-butanol   ที่มีความเปน hydrophobic คลายกัน   พบวาจะมคีา Ks  แตกตางกัน  โดย 
tert-butanol จะมีคา Ks สูงที่สุด (968 ± 100 mM)  ขณะที่ iso-butanol จะมีคา Ks นอยที่สุด (154 ± 
28 mM)   แสดงใหเห็นวาโครงสรางที่ถูกตองก็เปนสิ่งจาํเปนสําหรับการจับที่เหมาะสมของ
แอลกอฮอลกับเอนไซมลินามาเรส (Hommalai et al., 2005)   ดังนั้นคาดวาถาทําการเปลี่ยนกรด   
อะมิโนตรงบริเวณจับอะไกลโคนของดัลโคชิเนสใหเปนกรดอะมิโนของลินามาเรส    นาจะทํา
ใหดัลโคชิเนสสามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิ และตติยภูม ิไดดี
ขึ้น 
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5. การศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสกลายพันธุ 
 
 ในการศึกษาการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสนั้น  มีโจทยวิจยัที่สําคัญสําหรับ
นักวจิัย คือ   การศึกษากลไกการเรงปฏิกิริยาสลายพันธะเบตา-กลูโคซิดิกระหวางไกลโคน 2 ตัว 
เชน เซลโลไบโอสและโอลิโกแซคคาไรด   หรือระหวางกลูโคสกับอะไกลโคนที่เปนหมูแอริล
หรือัลคิล (aryl/alkyl)  เชน สับสเตรทที่พบในธรรมชาติของเอนไซมในพืช    และการศึกษากลไกที่
ทําใหเอนไซมมีความจําเพาะตอสับสเตรท  รวมทั้งตาํแหนงและกลไกในการจับอะไกลโคน     มี
งานวิจยัมากมายที่ชวยอธิบายกลไกของการเรงปฏิกิริยาและหาความสําคัญของกรดอะมิโนภายใน
บริเวณเรง (Cicek et al., 2000)    เชน การทําการกลายพนัธุที่ตําแหนง nucleophile ตรงบริเวณเรง
ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp. (Abg) โดยสรางเอนไซมกลายพันธุ E358A  
ทําใหเอนไซมมีประสิทธิภาพในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดถึง 90%   โดยใช α-glycosyl  
fluoride เปนตวัใหและแอริลกลูโคไซดเปนตัวรับ (Mackenzie et al., 1998)    แตถาเปนเอนไซม
กลายพันธุ E358S จะทําใหความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดเพิ่มขึ้นถึง 24 เทา   
เนื่องจากเกิดความเสถียรระหวางหมูไฮดรอกซิลของเซรีนกับ anomeric fluorine ของ α-glycosyl  
fluoride (Mayer et al., 2000)   นอกจากนีม้ีการทําการกลายพันธุพรอมกัน 2  ตําแหนงตรงบริเวณ
เรงของ Abg  คือเอนไซมกลายพันธุ E171A กับ E358G โดยวิธีกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะ พบวา
แมเปล่ียนแขนงขาง (side chain) ของโปรตีนจากมีประจเุปนไมมีประจ ุ  เอนไซมก็ยังสามารถ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดแตมีประสิทธิภาพนอยกวาการทําการกลายพันธุเพยีงตําแหนงเดยีว 
(E171A หรือ E358G)  (Jahn et al., 2004)      

 
นอกจากนี้มีการทําการกลายพันธุเอนไซม Abg แบบสุม (random mutagenesis)  โดยใช 

AbgE358G เปนแมแบบ  ปรากฏวาไดเอนไซมที่มีระดับการทํางานสูงคือ 1D12 (A19T, E358G)  
จากนั้นนํา 1D12  มาทําการกลายพันธุแบบสุมอีก 2 รอบ  ไดเอนไซมกลายพันธุ ชนิดใหมซ่ึงเรยีกวา 
2F6 (A19T, E358G, Q248R, M407V)  โดยอัตราสวนคา kcat /Km ของ AbgE358G : 1D12 : 2F6 เปน 
1:7:27  ซ่ึงใช α-D-galactopyranosyl  fluoride และ 4-nitrophenyl β-D-glucopyranoside เปน
สับสเตรท   ทั้งนี้ 2F6 นอกจากจะมีประสิทธิภาพสูงแลวมันยังสามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลาย
ชนิดอีกดวย  และจากการวเิคราะหโครงสรางของ 2F6 แสดงใหเห็นวาการทําการกลายพันธุที่
ตําแหนง A19T และ M407V ไมมีสวนเกีย่วของโดยตรงกับสับสเตรท  แตมีผลในการเปลี่ยนแปลง
รูปรางของบริเวณเรงทําใหโครงสรางของเอนไซมมีเสถียรภาพมากขึ้น   สําหรับ Q248R นั้นยังไม
ทราบเหตุผลแนชัด (Kim et al., 2004)      
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 แตในความเปนจริงแลวเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะมีความจาํเพาะ
ตอสับสเตรทแตกตางกัน   ดังนั้นจึงนาจะมีสวนอื่นนอกเหนือจากบริเวณเรงที่ทําใหเอนไซมมี
ความจําเพาะแตกตางกัน  โดยเฉพาะอยางยิง่บริเวณที่เกี่ยวของกับการจบัหมูอะไกลโคน          
Singh และ Hayashi (1995) ไดทําการแลกเปลี่ยนกรดอะมิโน  58  ตัวทางดาน C-terminus ของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก  Celvibrio gilvus  กับกรดอะมิโน  60  ตวัทางดาน C-terminus ของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium tumefaciens  พบวาเอนไซมกลายพันธุที่ไดมี
ความจําเพาะตอสับสเตรทเหมือนกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก A. tumefaciens    ตอมา Hoa 
และ Hayashi ไดทําการตัดกรดอะมิโน 70 ตัวทางดาน C-terminus ของเอนไซมเบตา-                   
กลูโคซิเดสจาก C. gilvus   ทําใหเอนไซมไมทํางาน   แสดงวาตําแหนงทางดาน C-terminus  ของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก C. gilvus   มีความสําคัญสําหรับการเรงปฏิกิริยาและความจําเพาะตอ
สับสเตรท  (Cicek et al., 2000)     
 
 สําหรับการศึกษาการกลายพนัธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืชพบงานวิจยัมากมาย 
เชน การทําการกลายพันธุของเอนไซมลินามาเรส ดวยวธีิกลายพันธุทีต่ําแหนงจําเพาะ  พบวา
เอนไซมกลายพันธุ E413G และ Q339 ไมแสดงกิจกรรม   เนื่องจากตําแหนงทีก่ลายพันธุเปน
ตําแหนง nucleophile และ acid/base catalyst  ตามลําดับ   เอนไซมกลายพันธุ A201V  มีคา  pKa  
ของเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 7.22 เปน 7.44     สวนเอนไซมกลายพันธุ F269N นาจะเกี่ยวของกับ
ความจําเพาะของเอนไซมเนือ่งจากมันทําใหคา Km ของการยอยสลายลินามารินและ pNP-Glc 
เพิ่มขึ้น 16 เทา และ 2.5 เทา ตามลําดับ (Keresztessy et al., 2001)  จากการศึกษาความจําเพาะตอ
สับสเตรทระหวางเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวโพด (ZmGlu1) ที่สามารถยอยสลายสับสเตรท
ไดมากมายนอกเหนือจากสับสเตรทตามธรรมชาติของมัน (DIMBOA-Glc) แตไมสามารถยอยสลาย 
dhurrin ได    กับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวฟาง (SbDhr1) ซ่ึงสามารถยอยสลายไดเฉพาะ 
dhurrin ที่เปนสับสเตรทตามธรรมชาติ   โดยทําการแลกเปลี่ยนลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย    
C-terminus    ซ่ึงกันและกันของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้    เมื่อศึกษาโครงสรางและทําการเปรียบเทียบ
ลําดับกรดอะมิโนพบวา S462  S463 และ F469 ของ SbDhr1  ซ่ึงตรงกับลําดับกรดอะมิโน F466  
A467 และ Y473 ของ  ZmGlu1    เปนตําแหนงที่จับกับอะไกลโคนของ  SbDhr1 เนื่องจากตําแหนง
เหลานี้สามารถทําให ZmGlu1 ยอยสลาย dhurrin ได (Cicek et al., 2000)  นอกจากนี้ยังพบวา
เอนไซม ZmGlu1กลายพันธุที่แทนที่ F198 ดวยเวลีนของ SbDhr1   จะสงผลรุนแรงตอการทํางาน
ของเอนไซม  คือทําใหเอนไซมไมสามารถยอยสลายเบตา-กลูโคไซดไดเลย    เมื่อทําการศึกษา
โครงสรางผลึกของสารประกอบเชงิซอนของเอนไซม-สับสเตรท  และเอนไซม-อะไกลโคนของ 
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ZmGlu1 พบวามีกรดอะมิโน 4 ตัวคือ F198  F205  W378 และ F466 เปนตําแหนงที่อยูในบริเวณ
จับอะไกลโคน (Czjzek et al., 2000)   ซ่ึงกรดอะมิโนทัง้ 4 ตัวของ ZmGlu1 นี้จะตรงกับกรดอะมโิน 
N189  F196  W368 และ A454 ของเอนไซมดัลโคชิเนส   และตรงกบักรดอะมิโน F205  F212  
W385 และ N472 ของเอนไซมลินามาเรส  ตามลําดับ 
 
6. การผลิตรีคอมบิแนนตโปรตีนใน Pichia pastoris 
 
 ในการผลิตโปรตีนเพื่อศึกษาการทํางานนั้นเราควรคํานึงถึงสิ่งมีชีวิตที่ใชในการผลิตดวย         
Pichia pastoris เปนยูคาริโอตช้ันสูงที่มีขอดีหลายอยาง     เชน มีขั้นตอนการมวนพับโปรตีนและ
การดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะหคลายกับขั้นตอนที่พบในสิ่งมชีีวิตชั้นสูงทั่วๆไป                  
P. pastoris เล้ียงงาย  โตเรว็  ใชอาหารที่มรีาคาถูกกวายคูาริโอตที่ใชในการผลิตโปรตีนชนิดอื่น 
(Invitrogen, n.d.)   และสามารถนําไปใชในการผลิตรีคอมบิแนนตโปรตนีไดหลายชนดิ   
นอกจากนี้ยังไมตองกังวลถึงปญหาจากสารพิษภายใน (endotoxin) เหมือนในแบคทีเรีย  หรือปญหา
การปนเปอนจากไวรัสเหมือนในเซลลสัตว (Cino, n.d.) 
 
 P. pastoris เปน methylotrophic yeast ที่สามารถใช methanol เปนแหลงคารบอนได    
กลไกการสลาย methanol จะเกดิขึ้นโดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) โดยเอนไซม
แอลกอฮอลออกซิเดส (alcohol oxidase)  จะนําออกซิเจนมาให methanol    ทําให methanol กลาย
เปนฟอมัลดีไฮดและปลอยไฮดรอเจนเปอรออกไซด (H2O2) ออกมา ดังภาพที่ 7     หลังจากนั้น 
ฟอมัลดีไฮดจะทําใหเกิดปฏิกิริยาตอไป   แตไฮดรอเจนเปอรออกไซดจะเปนพิษกับเซลล     ดังนั้น
กลไกการยอยสลาย methanol จึงเกิดขึน้ภายในเพอรอกซิโซม (peroxisome)    เพื่อจะไดกําจัด      
ไฮดรอเจนเปอรออกไซด ออกจากเซลลไดงาย     P. pastoris  สามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออก
ซิเดสไดเปนจาํนวนมากเมื่อมีการเหนีย่วนาํดวย methanol     ดังนั้นจงึมกีารนําโปรโมเตอรที่ควบคุม
การผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส    มาใชในการควบคุมการผลิตเฮเทอโรกัสโปรตีน   ซ่ึงยีนที่
เปนรหัสของเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสมีดวยกัน 2 ยนี  คือ  AOX1 และ AOX2    สวนมาก
เอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสที่พบในเซลลจะผลิตมาจากยีน AOX1    การควบคุมการแสดงออก
ของยีน AOX1 จะอยูในระดบัการถอดรหัส (transcription)   โดยจะเกี่ยวของกับกลไก 2 กลไก  คือ 
กลไก repression/derepression และกลไกการเหนีย่วนํา (induction)  กลาวคือถามี methanol จะไป
ชักนําใหเกดิการถอดรหัสของยีน AOX1   ในทางกลับกนัถาขาด methanol การถอดรหัสของยีน 
AOX1  ก็ไมเกดิขึ้น (Cereghino and Cregg, 2000) 
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ภาพที่ 7  กลไกการสลาย methanol ใน Pichia pastoris   1 alcohol oxidase; 2 catalase;     
3 formaldehyde dehydrogenase; 4 formate dehydrogenase; 5 dihydroxyacetone  
synthase; 6 dihydroxyacetone kinase; 7 fructose 1,6-biphosphate aldolase; 8 
fructose 1,6-biphosphatase    

ที่มา: Cereghino and Cregg  (2000) 
 
 การแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris  ทําไดโดยอาศยัการโคลนยีนที่สนใจเขาสู   
พลาสมิด pPICZαB (ภาพที ่8) ซ่ึงเปนพลาสมิดที่ออกแบบมา ใหสามารถแสดงออกไดทั้งใน E.coli 
และ P. pastoris  (Invitrogen, n.d.)      
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ภาพที่ 8 พลาสมิด pPICZαB  ประกอบดวย (a) pUC ori คือจุดเริม่ตนของกระบวนการ

จําลองตัว (replication)  (b) 5′AOX1 เปนโปรโมเตอรสําหรับใชในการควบคุม
การแสดงออกของโปรตีน  (c) α-factor signal เปนตัวสงโปรตีนออกสูนอก
เซลล  (d) multiple cloning site เปนบริเวณที่จะใสยีนของโปรตีนที่ตองการให
แสดงออก (e) c-myc epitope เปนยีนของโปรตีน myc ซ่ึงเปนแอนตเิจนที่จะจับ
กับ anti myc antibody  (f) 6xHis  คือฉลากฮิสติดีน (polyhistidine tag)  ซ่ึง
ประกอบดวยฮิสติดีน 6 ตัวใชสําหรับจับกบันิเกิลในคอลมัน Ni2+-ion affinity 
chromatography เพื่อทําใหโปรตีนบริสุทธิ์  (g) AOX1 TT คือ จุดสิ้นสุดใน
กระบวนการถอดรหัสของยนี AOX1  (h) PTEF1 เปนโปรโมเตอรที่ใชในการ
ถอดรหัสของยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน P. pastoris  (i) PEM7 เปน 
โปรโมเตอรที่ใชในการถอดรหัสของยีนทีต่านทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน   
E. coli  (j) zeocin คือยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin  (k) CYC1 TT คือ 
จุดสิ้นสุดในกระบวนการถอดรหัสของยีนที่ตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin   

ที่มา: Invitrogen (n.d.)        
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7. การสรางยนีรีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส 
 
 กอนหนานี้ไดทําการโคลนยีนดัลโคชิเนส “TRBG-His6” ซ่ึงมีฉลากฮิสติดีน (polyhistidine 
tag) อยูทางดานปลาย C-terminus ของโปรตีน (ภาพที่ 9a)  ใสในพลาสมิด pPICZαB  และใหมกีาร
แสดงออกใน  P. pastoris    พบวาเอนไซมสามารถยอยสลาย pNP-Glc ได   แตไมสามารถทําให
บริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ได   คาดวานาจะเกิดการตัดโปรตีน
ทางดานปลาย C-terminus ในระหวางกระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห (post-
translational modification)   จึงไดมีการนาํฉลากฮิสติดีนมาวางไวอยูทางดานปลาย N- terminus 
ของยีนดัลโคชิเนส “His6-TRBG”  (ภาพที ่9b)  แลวทําการโคลนใสในพลาสมิด pPICZαB  และให
มีการแสดงออกใน  P. pastoris    ปรากฏวาเอนไซมสามารถยอยสลาย pNP-Glc ได   แตไมสามารถ
ทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ได   จึงนําโปรตีนที่ไดจาก
โครงสรางนี้ไปหาลําดับกรดอะมิโน  พบวามีกรดอะมิโนทางดานปลาย N-terminus ของโปรตีน
ขาดหายไป 12 ตัว   คาดวานาจะเปนบริเวณตัดของเอนไซมโปรตีเอสในระหวางกระบวนการ
ดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะหทางปลาย N-terminus ของเอนไซมดัลโคชิเนสมีผลทําให
ฉลากฮิสติดีนถูกตัดออกไปดวย 
 
 ดังนั้นไดมีการทําการโคลนยีนดัลโคชิเนสใหม “His8-truncTRBG” โดยใหฉลาก              
ฮิสติดีนซึ่งประกอบดวยฮิสติดีน 8 ตัว อยูทางปลาย N-terminus ของยีนดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนลําดับ
กรดอะมิโนดวย VPPFN  ซ่ึงอยูหลังบริเวณตัดของเอนไซมโปรตีเอส (ภาพที่ 9c)     แลวใสใน   
พลาสมิด pPICZαB โดยเรียกชื่อพลาสมดินี้วา pPICZ-His8-truncTRBG จากนั้นใหมีการแสดงออก
ใน P. pastoris   พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดและทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Ni2+-ion 
affinity chromatography ได    ดังนั้นจึงไดนําพลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG นี้ไปใชใน
การศึกษาขั้นตอไป 
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ภาพที่ 9 การสรางยีนรีคอมบิแนนตดลัโคชิเนส  ลูกศรแสดงถึงตําแหนงตดัของเอนไซม
โปรตีเอสในกระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห                          
(a) ยีนดัลโคชิเนส TRBG-His6 ซ่ึงมีฉลากฮิสติดีนอยูทางดานปลาย  C-terminus, 
(b) ยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ซ่ึงมีฉลากฮิสติดีนอยูทางดานปลาย  N-terminus 
และ (c) ยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ซ่ึงเริ่มตนลําดับกรดอะมิโนดวย 
VPPFN และมฉีลากฮิสติดีนอยูทางดานปลาย  N-terminus 

 

Signal peptide His X 6 Mature dalcochinase 

Signal peptide 

Signal peptide 

Mature dalcochinase 

N-terminally truncated dalcochinase 

His X 6 

His X 8 

(a) 

(b) 

(c) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. เชื้อและพลาสมิด 
 
 1.1   Pichia pastoris (GS115) genotype his4 

 1.2   Escherichia coli (DH5α) genotype supE44ΔlacU169(φ80lacZΔM15)hsdR17  
recA1endA1gyrA96thi-1relA1 
 1.3   Escherichia coli (XL1-Blue) genotype supE44hsdR17recA1endA1gyrA46thirelA1  

lac-  F′[proAB+lacIqlacZΔM15Tn10(tet r)] 
 1.4   พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG ที่มีลําดับเบสของฮิสติดีน 8 ตัวตามดวยยนีของ  
ดัลโคชิเนส (ลําดับกรดอะมิโนเริ่มที่ VPPFN)  ดังภาพที่ 10 ซ่ึงไดมาจาก ผศ.ดร.เจมส เกตุทัต 
คารนส มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG ประกอบดวย จุดเริ่มตนของกระบวนการ

จําลองตัว (pUCori)  โปรโมเตอร AOX1  ตัวสงโปรตีนออกสูนอกเซลล (α-
factor)   ยีนดลัโคชิเนสที่เร่ิมตนลําดับกรดอะมิโนดวย VPPFN โดยมฉีลาก       
ฮิสติดีนอยูทางดานปลาย  N-terminus  และยีนตานยาปฏชีิวนะ zeocin 
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2. สารเคมีและเอนไซม 
 

2.1 ดัลโคชิเนสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชษิณุสรร   
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 

2.2 ลินามาริน (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชิษณุสรร  สวสัดิวัตน  
มหาวิทยาลัยมหิดล) 

2.3 ลินามาเรสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชษิณุสรร      
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 

2.4 Acrylamide (Bio Basic, Canada)  
2.5 Agarose (Research Organics, USA) 
2.6 Amicon Ultra Centrifugal Filter (Millipore, USA) 
2.7 alpha-D-Methylglucoside (ACROS organics, USA) 
2.8 Ammonium Sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
2.9 Bis-acrylamide (Bio Basic, Canada) 
2.10 Coomassie Plus Protein Assay Reagent Kit (Pierce, USA) 
2.11 Dalcochinin-glucoside (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชษิณุสรร   

สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 
2.12 DimethylSulphoxide (DMSO) (Lab-Scan, Thailand) 
2.13 ECL plus Western Blotting Detection System (Amersham, Sweden) 
2.14 Ethanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.15 Ethyl acetate (Carlo ERBA, Italy) 
2.16 Glucose Oxidase Kit (Bio-Medical Laboratory, Thailand) 
2.17 Imidazole (ICN Biomedicals, Germany) 
2.18 iso-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.19 iso-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.20 Methanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.21 n-Butanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.22 Ni-NTA Superflow (Qiagen,Germany) 
2.23 n-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.24 NucleoSpin® Plasmid kit (Macherey-Nagel, Germany)  
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2.25 para-nitrophenyl-β-D-fucopyranoside (pNP-Fuc) (Sigma, USA) 
2.26 para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) (Sigma, USA) 

2.27 PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel, Germany)   

2.28 pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, USA) 
2.29 Phenyl-Sepharose CL-4B (Amersham, Sweden) 

2.30 QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) 
2.31 Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP (Dako Cytomation, Denmark) 
2.32 SacI (Fermentas, USA) 
2.33 sec-Butanol (Carlo  ERBA, Italy) 
2.34 Sodium acetate (Merck, Gemany) 
2.35 Sodium carbonate (Ajax Finechem, Australia) 
2.36 tert-Butanol (Carlo  ERBA, Italy) 
2.37 Silica gel 60 F254 aluminium sheets (Merck, Germany) 
2.38 Zeocin (Invitrogen, USA) 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชทุกรายการเปน analytical grade 
 

วิธีการ 
 

1. เทคนิคทางรีคอมบิแนนตดีเอ็นเอ 
  
 1.1 การเตรียม competent E. coli (DH5α) 
 
  การเตรียม competent E. coli (DH5α) สําหรับถายยีนโดยวิธี electroporation นั้น  ทํา
โดยนําเซลล E. coli มา 1 โคโลนี  เล้ียงใน LB [1%(w/v) tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract, 

0.5%(w/v) NaCl] ปริมาตร 2 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภมูิ 37 °C  ขามคืน  จากนัน้นาํเซลลมาใสใน 

LB ปริมาตร 200 ml  นําไปบมพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 °C  จนกวาคา OD600 = 0.5-1 แลวนําไปแช

ในน้ําแข็งนาน 15-30 นาท ี นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 
15 นาที  ทิ้งสวนใส  จากนัน้นําเซลลมาละลายในน้ําเยน็ปริมาตร 200 ml  แลวนําไปหมุนเหวีย่งอีก
คร้ังที่สภาวะเดิม  ทิ้งสวนใสแลวเติมน้ําเยน็ปริมาตร 100 ml  เพื่อละลายเซลลแลวนาํไปหมุนเหวีย่ง  
ทิ้งสวนใสแลวนําเซลลมาละลายใน 10%(w/v) glycerol ที่เย็นปริมาตร 4 ml  เอาไปหมุนเหวี่ยง  
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จากนั้นนําเซลลที่ไดเติมดวย 10%(w/v) glycerol เย็นปริมาตร 0.4 ml (ความเขมขนเซลลประมาณ  

1-3 x 1010 cell/ml)  แบงใสหลอดๆละ 40 μl  เก็บที่อุณหภมูิ -70 °C  ซ่ึงสามารถเก็บไดนาน 6 เดือน 
 
 สําหรับการเตรียม competent E. coli ในการถายยีนโดยวธีิ heat shock นั้น  จะนําเซลล     

E. coli มา 1 โคโลนี  เล้ียงใน LB ปริมาตร 2 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 °C  ขามคืน  จากนัน้

นําเซลลมาใสใน LB ปริมาตร 50 ml  แลวนําไปบมพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 °C  จนกวาคา       
OD600 = 0.1   จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็งนาน 10 นาท ี นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 4,000 rpm 

ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที  ทิ้งสวนใส   ละลายเซลลดวย 0.1 M CaCl2 ปริมาตร 10 ml  แลว
แชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที  หลังจากนัน้นําไปหมนุเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm ที่อุณหภมูิ 

4 °C เปนเวลา 10 นาที  ทิ้งสวนใส  ละลายเซลลอีกครั้งดวย 0.1 M CaCl2 ปริมาตร 2 ml 
 
1.2 การขนถายยีนดัลโคชิเนสเขาสู competent E. coli โดยวิธี electroporation   
 
 นํา competent cell E. coli (DH5α) จากขอ 1.1 มา 40 μl และ พลาสมิดประมาณ         

1-10 ng   ใสในหลอดที่แชเย็น  แลวนําไปบมในน้ําแข็งนาน 0.5-1 นาที  ใช pasteur pipette ดูดเซลล
ไปใสใน cuvette   เคาะ cuvette เบาๆใหเซลลนอนกน  สําหรับการถายยีนโดยวิธี electroporation 
จะทําการปรับเครื่อง Gene PulserTM ที่ 25 μF, 200 Ω, 2.5 kv  แลวกดปุม pulse  จากนั้นเติม LB pH 

7.5 ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  แลวนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 
13,000 rpm  เปนเวลา 5 นาที  เอาอาหารออก 800 μl  ที่เหลือ spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB pH 7.5 
[1%(w/v) tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract, 0.5%(w/v) NaCl, 1.5%(w/v) agar] ที่มีสารปฏิชีวนะ 

zeocin เขมขน 25 μl/ml  บมที่อุณหภูมิ 37 °C    ขามคืน 
 
1.3 การขนถายยีนดัลโคชิเนสเขาสู competent  E. coli ดวยวิธี heat shock 

 
 นํา competent cell E. coli (DH5α) จากขอ 1.1 มา 200 μl และพลาสมิด 10 μl   ผสม

ใหเขากนัเบาๆ  แลวนําไปบมในน้ําแข็ง 30 นาที  จากนัน้นําไปใสใน water bath ที่อุณหภูมิ 42 °C 
เปนเวลา 90 วนิาที  แชในน้ําแข็งโดยทันทนีาน 2 นาท ี แลวเติม LB ปริมาตร 1 ml  บมพรอมเขยาที่

อุณหภูมิ    37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง   หลังจากนั้น spread เชื้อปริมาตร 250 μl  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LB ที่มีสารปฏิชีวนะ100 μg/ml ampicillin    0.1 M isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) และ   

50 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-thiogalactoside (XGAL)  บมที่อุณหภูมิ 37 °C ขามคืน 
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 สําหรับ E. coli สายพันธุ XL1-Blue (จากชดุ QuikChange®II Site-Directed 
Mutagenesis Kit, Stratagene, USA) จะกระทําโดยนํา competent cell มา 50 μl   และพลาสมิด 1 μl   
ผสมใหเขากันเบาๆ  แลวนําไปบมในน้ําแข็ง 30 นาที  จากนั้นนาํไปใสใน water bath ที่อุณหภูมิ 42 

°C เปนเวลา 45 วินาท ี แชในน้ําแข็งโดยทนัทีนาน 2 นาที  แลวเติม LB pH 7.5 ปริมาตร 0.5 ml  บม

พรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ชัว่โมง   หลังจากนั้น spread เชือ้ปริมาตร 250 μl  บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ LB pH 7.5 ที่มีสารปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μg/ml บมที่อุณหภมูิ 37 °C ขามคืน 
 
1.4 การสกัดพลาสมิดจาก E.coli  
 

 นําเชื้อจากขอ 1.2 หรือ ขอ 1.3  มา 1.5 ml นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 
rpm  เปนเวลา 5 นาที   ทิ้งสวนใส  แลวเติม solution 1 [50 mM กลูโคส, 20 mM Tris, 10 mM 
EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 100 μl   ผสมใหเขากันอยางแรง  แลวบมที่อุณหภูมิหอง 5 นาที  
ตอจากนัน้เติม solution 2 [1% SDS, 0.2 M NaOH] ปริมาตร 200 μl   ผสมเบาๆใหเขากัน  แชใน
น้ําแข็ง 5 นาท ี หลังจากนัน้เติม solution 3 ที่เย็น [3 M potassium acetate, 2 M acetic acid] ปริมาตร 
150 μl   ผสมใหเขากันอยางเบาๆ  บมในน้าํแข็งนาน 5 นาที นําไปหมนุเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 
13,000 rpm  เปนเวลา 3 นาที   จากนั้นดูดสวนใสใสหลอดใหม  เตมิ 100%(v/v) ethanol ปริมาตร 
900 μl   แลวบมที่อุณหภูมหิอง 2 นาท ี    หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 13,000 rpm  เปนเวลา 1 นาที   
ทิ้งสวนใส  แลวลางตะกอนพลาสมิดดวย 70%(v/v) ethanol  ปริมาตร 150 μl   หมุนเหวีย่งที่
ความเร็วรอบ 13,000 rpm  เปนเวลา 1 นาที   นําสวนใสทิ้งไป   เปดฝาหลอดรอใหตะกอน       
พลาสมิดแหง   ละลายตะกอนพลาสมิดดวย TE buffer  [10 mM Tris.HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA] 
ปริมาตร 20 μl    
 

 สําหรับการสกัดพลาสมิดจาก E.coli เพื่อวิเคราะหลําดบัดีเอ็นเอ   จะใช NucleoSpin® 
Plasmid kit ในการสกัด   โดยนําโคโลนีจาก   ขอ 1.2 หรือ 1.3  มา 1 โคโลนี เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
LB pH 7.5 ที่มีสารปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μg/ml ปริมาตร 6 ml บมที่พรอมเขยาที่อุณหภูมิ     

37 °C ขามคืน   จากนั้นดูดเชือ้มาปริมาตร 5 ml  เพื่อนําไปสกัดพลาสมิดตามคําแนะนําของผูผลิต
ชุดทดสอบ    นําพลาสมิดที่สกัดไดไปหาลําดับเบสตลอดความยาวของยีนดัลโคชิเนสเพื่อใหแนใจ
วามีลําดับเบสที่ถูกตอง   โดยในการหาลําดับเบสนั้นจะสงไปทําที่ Bioservice Unit (BSU)    
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1.5 การเตรียมพลาสมิดใหอยูในรูปเสนตรง 
 
 นําพลาสมิดที่สกัดไดจากขอ 1.4 มาตัดดวยเอนไซม SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  

แลวบมที่อุณหภูมิ 37 °C  ขามคืน  ตรวจสอบวาพลาสมิดถูกตัดหมดแลวโดยนําสารละลายมา 2 μl 
ไปวิเคราะหดวย 1%(w/v) agarose gel ใน 1X TAE [40 mM Tris, 0.1142%(v/v) acetic acid, 2 mM 
EDTA, pH8.5]    และยอมดวย 10 mg/ml ethidium bromide นาน 15 นาที   ลางดวยน้ํากลั่นนาน 15 
นาที  จากนัน้นําเจลไปสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อดูแถบดีเอน็เอที่ไดวาถูกตัดเปนเสนตรง
หมดหรือไม   ตอจากนัน้ทําการตกตะกอนพลาสมิดที่เปนเสนตรงที่เหลือดวยวิธี ethanol 
precipitation   ซ่ึงทําโดยเติม 3 M sodium acetate pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสารทั้งหมด
และเติม 100%(v/v) ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรสารทั้งหมด   บมในน้ําแข็งนาน 10 นาที   
แลวนําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm  เปนเวลา 10 นาที  ทิ้งสวนใส   จากนั้นลาง
ตะกอนดวย 70%(v/v) ethanol ปริมาตร 100 μl  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm  เปน
เวลา 1-3 นาที   จากนั้นละลายตะกอนดวย TE buffer ปริมาตร 10 μl  
 
 1.6 การเตรียม competent P. pastoris 
 
 นําโคโลนี P. pastoris  มาเลี้ยงในอาหาร YPD [1%(w/v) yeast extract, 2%(w/v) 

peptone, 2%(w/v) กลูโคส] ปริมาตร 5 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภูมิ 30 °C  ความเร็วรอบ 200 rpm  
เล้ียงขามคืน  จากนั้นนําเชื้อมาปริมาตร 1 ml  ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร 50 ml  บมที่
สภาวะเดิมขามคืน   ทําการเก็บเซลลโดยนาํไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm  ที่อุณหภูมิ 4 

°C  นาน 5 นาที   แลวลางเซลล 2 คร้ังดวยน้ําเย็นทีป่ลอดเชื้อปริมาตรเทากับอาหารที่เล้ียงเชื้อ   
หมุนเหวีย่งเปนเวลา 10 นาที  ตอจากนัน้ลางเซลลดวย 1 M sorbitol ที่เย็นปริมาตรเทากับอาหารที่
เล้ียงเชื้อ  หมนุเหวี่ยงเปนเวลา 10 นาที  เติม 1 M sorbitol ที่เย็นประมาณ 1-2 ml   วัด OD600 ใหได
ประมาณ 100 
 
 1.7 การขนถายยีนดัลโคชิเนสเขาสู competent P. pastoris โดยวิธี electroporation   
 
 นํา competent cell P. pastoris  จากขอ 1.6 มา 80 μl และพลาสมิดที่ถูกตัดเปนเสนตรง
แลวตามขอ 1.5 มา 10 μl  ใสในหลอดที่แชเย็น  บมในน้าํแข็ง 5 นาท ีในการถายพลาสมิดโดยวิธี 
electroporation จะทําการปรบัเครื่อง Gene PulserTM ที่ 25 μF, 200 Ω, 1.5 kv  แลวกดปุม pulse 
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จากนั้นเติม 1 M sorbitol ที่เย็นปริมาตร 1 ml  โดยทันที  แลว spread เชือ้ทั้งหมดบนอาหาร YPDS 
[1%(w/v) yeast extract, 2%(w/v) peptone, 2%(w/v) กลูโคส, 1 M sorbitol, 2%(w/v) agar] ที่มีสาร

ปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 100 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 30 °C  ประมาณ 4-5 วัน    
 
2. การโคลนยนีดัลโคชิเนส His6-TRBG 
 

 2.1 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอดานปลาย 5′ ของยีนดัลโคชิเนสท่ีมีฉลากฮิสติดีน 
 

 นําพลาสมิด pPICZαB ที่มียนี TRBG-His6 (ภาพที่ 9a)  มาเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอ
ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)  ใชไพรเมอร 5PstN เปน forward primer โดยออกแบบ
ใหมีลําดับเบสที่เปนบริเวณตดัจําเพาะ (cutting site) ของเอนไซม PstI  ตามดวยลําดับเบสของ        

ฮิสติดีน 6 ตัว  โดยไพรเมอร 5PstN  จะจับทางปลาย 5′ ของยีนดัลโคชิเนส TRBG-His6  และใช
ไพรเมอร 3EcoN เปน reverse primer  โดยออกแบบใหตาํแหนงจับของไพรเมอร 3EcoN อยูหาง

จากปลายดาน 5′ ของยีนดัลโคชิเนส TRBG-His6 เขาไปประมาณ 300 bp  ตามดวยลําดับเบสที่เปน
บริเวณตดัจําเพาะของเอนไซม EcoRI  ดังภาพที่ 11 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 11 ตําแหนงทีจ่ับของไพรเมอร 5PstN และ 3EcoN ในพลาสมิด pPICZαB ที่มี
ยีนดัลโคชินเนส TRBG-His6 เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR 

 
ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชคือ 
ไพรเมอร  5PstN %GC = 39   ความยาว 23 bases 
5’ GCT GCA GGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT ATT GAC TTT GCA AAA GAA GTC 
CG 3’  
ไพรเมอร   3EcoN %GC = 56   ความยาว 25 bases 
5’ GGG AGA ATT CTA GGC CAG GAG ATG G 3’ 

AOX1 α-factor stop His6 Mature dalcochinase 

300 bp 

5PstN 5′ 3′ 

3EcoN 
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โดยใชสภาวะดังนี ้

97 °C    3 นาที    

  37 °C    5 นาที  เติมเอนไซม DNA polymerase ปริมาณ 2.6 U 

  97 °C    1    นาที   

3 รอบ 45 °C   30   วินาท ี

  72°C    1    นาที 

  94 °C    1    นาที   

29 รอบ 45 °C   30   วินาท ี

  72°C    1    นาที 

                          72 °C    8    นาที  30    วินาท ี   

                4 °C    ∞ 
 

 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไปวิเคราะหดวย1.5%(w/v) agarose gel ที่มี 10 mg/ml 
ethidium bromide ใน 1X TAE   จากนั้นนาํเจลไปสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตที่มีความยาวคลื่น
สูง  แลวทําการตัดเจลบริเวณรอบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 300 bp   แลวนําเจลที่ถูกตัดไป

สกัดดีเอ็นเอโดยใช PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin® Extract II  ทําตามคําแนะนําของ
ผูผลิตชุดทดสอบ 
 

 จากนั้นนําดีเอน็เอที่สกัดไดไปเชื่อมตอ (ligation) เขากับพลาสมิด pGEM®-T Easy   

ดวยเอนไซม T4 DNA ligase ปริมาณ 3 U แลวบมที่อุณหภูมิ 4 °C ขามคืน   หลังจากนั้นทําการ   

ขนถาย พลาสมิด pGEM®-T Easy   ที่เชื่อมตอกับชิ้นสวนดีเอ็นเอเรียบรอยเขาสู competent cell    
E. coli (DH5α)  ดวยวิธี heat shock   แลวทําการเลือกเชือ้ที่มีโคโลนีสีขาวเลี้ยงใน LB ที่มีสาร

ปฏิชีวนะ ampicillin เขมขน 100 μg/ml  ปริมาตร 2 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภูมิ  37 °C  ขามคืน  
จากนั้นสกัดพลาสมิดจาก E.coli   (ตามวิธีการทดลองขอ 1.3-1.4)  แลวตัดพลาสมิดดวยเอนไซม 

PstI และ EcoRI ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง วิเคราะหดวย1.5%(w/v) agarose gel ที่มี 10 
mg/ml ethidium bromide ใน 1X TAE    จากนั้นนําเจลไปสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตที่มีความ
ยาวคล่ืนสูง    แลวทําการตัดเจลบริเวณรอบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 300 bp    นําเจลที่ถูกตดั

ไปสกัด    ดีเอน็เอโดยใช PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin® Extract II  ทําตามคําแนะนํา
ของผูผลิตชุดทดสอบ 

 

 1 รอบ 

 

  1 รอบ  
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2.2 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอดานปลาย 3′ ของยีนดัลโคชิเนส 
 
 นําพลาสมิด pPICZαB ที่มียนีดัลโคชินเนส TRBG-His6 (ภาพที่ 9a)  มาตัดดวยดวย

เอนไซม PstI และ EcoRI บมอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง วิเคราะหดวย 0.75%(w/v) agarose 
gel ที่มี 10 mg/ml ethidium bromide ใน 1X TAE    จากนั้นนําเจลไปสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตที่มีความยาวคลื่นสูง  แลวทําการตัดเจลบริเวณรอบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 

4.9 kb    นําเจลที่ถูกตัดไปสกัดดีเอน็เอโดยใช PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin®    
Extract II  ทําตามคําแนะนําของผูผลิตชุดทดสอบ 
 

2.3 การโคลนยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ท่ีมีฉลากฮิสตดิีนทางปลาย N-terminus เขาสู   

E. coli และ P. pastoris 
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 2.1 และขอ 2.2  มาเชื่อมตอกันดวยเอนไซม T4 DNA 

ligase ปริมาณ 3 U  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 °C ขามคืน   เรียกพลาสมิดทีไ่ดนีว้า pPICZ-His6-TRBG   
หลังจากนัน้ทาํการขนถายพลาสมิด pPICZ-His6-TRBG   เขาสู competent cell E. coli (DH5α) แลว
ดวยวิธี electroporation (ตามขอ 1.2)   ทําการสกัดพลาสมิดจาก E. coli   แลวนําพลาสมิดที่สกัดได
ไปหาลําดับเบสตลอดความยาวของยีนดัลโคชิเนส    จากนั้นนําเซลลมา 1 โคโลนี เล้ียงใน LB pH 

7.5 ที่มีสารปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μl/ml  ปริมาตร 2 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภมูิ 37 °C  
ขามคืน   แลวทําการสกัดพลาสมิด   หลังจากนั้นตัดพลาสมิดใหเปนเสนตรง    ทําการขนถาย   
พลาสมิดเขาสู competent P. pastoris โดยวธีิ electroporation (ตามวิธีขอ 1.4-1.7)  แลวทําการ
คัดเลือกโคโลนีที่ไดเพื่อหาโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณมาก  (ดูขอ 5.1) 
 
3. การโคลนยนีดัลโคชิเนส His8-truncTRBG 
 
 ทําการขนถายพลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG (ไดมาจาก ผศ.ดร.เจมส เกตุทัต คารนส 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี) เขาสู competent E. coli โดยวิธี electroporation  ตามขอ 1.2   ทํา
การสกัดพลาสมิดจาก E. coli   เพื่อหาลําดบัเบสตลอดความยาวของยนีดัลโคชิเนส    จากนั้นนํา
เซลลมา 1 โคโลนี เล้ียงใน LB pH 7.5 ที่มีสารปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μl/ml  ปริมาตร 2 ml  บม

พรอมเขยาที่อุณหภูมิ 37 °C  ขามคืน   แลวทําการสกัดพลาสมิด   หลังจากนั้นตัดพลาสมิดใหเปน
เสนตรง    ทําการขนถายพลาสมิดเขาสู competent P. pastoris โดยวิธี electroporation (ตามวิธีขอ 
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1.4-1.7)  แลวทําการคัดเลือกโคโลนีที่ไดเพื่อหาโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณ
มาก  (ดูขอ 5.1) 
 
4. การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสที่ตําแหนงจําเพาะ 
 
 4.1 การหาตําแหนงท่ีจะทําการกลายพันธุ 
 
  ทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส  
ดวยวิธี CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment   และตรวจสอบตําแหนงของแขนงขาง 
(side chain) ในโครงสรางจําลองของเอนไซมดัลโคชิเนส  เพื่อหาตําแหนงที่จะทําการกลายพันธุที่
ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) โดยในการทดลองนี้จะทาํการกลายพันธุ 2 ตําแหนงคอื  
กรดอะมิโนแอสปาราจีนในตําแหนงที่ 189 ของดัลโคชิเนสซึ่งจะถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโน           
เฟนิลอะลานนีของลินามาเรส (N189F)   และกรดอะมิโนอะลานีนในตําแหนงที่ 454 ของดัลโค
ชเินสจะถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนแอสปาราจีนของลินามาเรส (A454N)   โดยทั้ง 2 ตําแหนงนี้คาด
วาอยูในสวนที่เปนบริเวณจบัอะไกลโคน (aglycone binding pocket)  และมีลําดับกรดอะมิโนที่
ตางกันระหวางดัลโคชิเนส กับลินามาเรส   
 

4.2 การออกแบบไพรเมอรกลายพันธุ  
  

  ทําการออกแบบไพรเมอรกลายพันธุ (mutagenic primers)  ซ่ึงไพรเมอรที่ออกแบบนั้น
จะมีลักษณะดงันี้ 
 - ไพรเมอรทั้ง 2 สายควรจะมตีําแหนงกลายพันธุที่ตองการอยูตรงกลางของสาย 
ไพรเมอรและมีลําดับเบสคูสมกัน  และคูสมกับลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสที่อยูบนสายของ  
พลาสมิด 
 - ไพรเมอรที่ออกแบบควรมคีวามยาวประมาณ 25-45 เบส  และมี melting temperature   

(Tm) ≥ 78 °C   ไพรเมอรที่มีความยาวมากกวา 45 เบส  อาจจะนํามาใชได  แตการใชไพรเมอรที่มี
ความยาวมากๆจะทําใหเกิดการสรางเปนโครงสรางทุติยภูมิของไพรเมอร  ซ่ึงอาจจะมีผลตอ
ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาการกลายพันธุ 
 - Tm = 81.5+0.41(%GC)-675/N-%mismatch  โดยที ่ N คือ จํานวนเบสของไพรเมอร      
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 - ไพรเมอรที่ดคีวรมี %GC อยางนอยที่สุดประมาณ 40%  และควรจะมเีบส C หรือ G         
1 เบส หรือมากกวานั้น  อยูทางดานปลายของไพรเมอร 
 
ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชคือ 
N189F 
ไพรเมอร   BeerN189Ffor %GC = 53   ความยาว 38 bases 
5’ GAG CCA TCA ATC TTC ACC GCG TTT GGG TAT GCA TAC GG 3’  
ไพรเมอร   BeerN189Frev %GC = 53   ความยาว 38 bases 
5’ CCG TAT GCA TAC CCA AAC GCG GTG AAG ATT GAT GGC TC 3’ 
A454N 
ไพรเมอร   BeerA454Nfor %GC = 41   ความยาว 46 bases 
5’ GGT CAT TGT TGG ACA ACT TTG AAT GGA ATG AGG GTT ATA CAT CAC G 3’ 
ไพรเมอร   BeerA454Nrev %GC = 41   ความยาว 46 bases  
5’ CGT GAT GTA TAA CCC TCA TTC CAT TCA AAG TTG TCC AAC AAT GAC C 3’ 
 
 4.3 การทําปฏกิิริยาการกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 

 ทําปฏิกิริยากลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) โดยใช 

QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis Kit ซ่ึงในปฏิกิริยาการสังเคราะหสายดเีอ็นเอที่มีการ
กลายพันธุจะกระทําโดยเติมสารดังตอไปนี ้

 pPICZ-His8-truncTRBG template (50 ng)   2 μl 
 10x reaction buffer      5 μl 
 25 ng/μl oligonucleotide primer # 1    5 μl 
 25 ng/μl oligonucleotide primer # 2    5 μl 
 dNTP mix       1 μl 
 น้ํากลั่น       32 μl 

    ปริมาตรรวม  50 μl 
 
 หลังจากนัน้เตมิเอนไซม 2.5 U/μl PfuUltra HF DNA polymerase  ปริมาตร 1 μl  แลว

นําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)  โดยใชสภาวะดงันี้ 
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1 รอบ  95 °C  30   วินาท ี    

    95 °C  30   วินาท ี

  16 รอบ  55 °C    1    นาที   

    68 °C    5    นาที 

  1 รอบ  4°C  ∞ 
 

 จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็ง 2 นาที  แลวเตมิเอนไซม 10 U/μl Dpn I ปริมาตร 1 μl  เพื่อ
ทําลายดีเอ็นเอแมแบบที่ไมไดเกิดการกลายพันธุ   นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm 

นาน 1 นาท ี แลวบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง    
 
 4.4 การขนถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู  E. coli (XL1-Blue) และ P. pastoris  
 
 ทําการขนถายพลาสมิดที่มียนีดัลโคชิเนสกลายพันธุจากขอ 4.3 เขาสู competent E. coli 
(XL1-Blue) โดยวิธี heat shock  ตามขอ 1.3  ทําการสกัดพลาสมิดจาก E. coli   แลวนาํพลาสมิดที่
สกัดไดไปหาลําดับเบสตลอดความยาวของยีนดัลโคชิเนสเพื่อใหแนใจวาเกดิการกลายพันธุที่
ตําแหนงที่ถูกตอง    จากนั้นนําเซลลมา 1 โคโลนี เล้ียงใน LB pH 7.5 ที่มีสารปฏิชีวนะ zeocin 

เขมขน 25 μl/ml  ปริมาตร 2 ml  บมพรอมเขยาที่อุณหภมูิ 37 °C  ขามคืน   แลวทําการสกัด     
พลาสมิด    ตัดพลาสมิดใหเปนเสนตรง    แลวทําการขนถายพลาสมิดเขาสู competent P. pastoris 
โดยวิธี electroporation (ตามวิธีขอ 1.4-1.7)   ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ไดเพื่อหาโคลนที่สามารถ
ผลิตเอนไซมดัลโคชิเนส กลายพันธุในปริมาณมาก  (ดูขอ 5.1) 
 
5. การแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสโดย P. pastoris 
 
 5.1 การคัดเลือกโคโลนีท่ีมีการแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณมาก 
 

 เล้ียง P. pastoris ที่ไดรับการถายยีนดัลโคชเินสในอาหารเลี้ยงเชื้อ BMGY [1%(w/v) 
yeast extract, 2%(w/v) peptone, 0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 1%(w/v) ammonium sulfate, 
1%(w/v) glycerol, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 4x10-5%(w/v) biotin, 0.004% (w/v) 

histidine] ปริมาตร 5 ml เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 °C  เขยาใหมีความเร็วรอบ 180-200 rpm  ขามคืน แลว
นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  เอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลั่น 
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แลวหมนุเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําเซลลมาเลี้ยงใน BMMY 
[1%(w/v) yeast extract, 2%(w/v) peptone, 0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 1%(w/v) ammonium 
sulfate, 0.5%(w/v) cassamino acid , 0.5%(v/v) methanol, 100  mM potassium phosphate pH 6.0,         

4x10-5%(w/v) biotin, 0.004% (w/v) histidine] ปริมาตร 5 ml  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 °C  เขยาใหมี
ความเร็วรอบ 180-200 rpm ขามคืน แลวเตมิ 100%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ช่ัวโมง  โดยใหใน
อาหารมีความเขมขน 0.5%(v/v) methanol  เล้ียงไปประมาณ 4-6 วัน  แลวนําไปหาคากิจกรรมของ
เอนไซม (ตามขอ 7.1)   เพื่อเลือกโคโลนีที่มีการทํางานสูงสุด 

 
5.2 การเลือกอาหารที่เหมาะสมเพื่อใชในการแสดงออกของ P. pastoris 
  

 นําโคโลนี P. pastoris ที่ไดจากขอ 2.3 มาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ม1ี%(w/v) glycerol 

ปริมาตร 5 ml เล้ียงที่อุณหภมูิ 30 °C  เขยาใหมีความเร็วรอบ 180-200 rpm  ขามคืน แลวนํามาหมนุ
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  เอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลั่น แลวหมนุ
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ  5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําเซลลมาเลี้ยงในอาหารที่มี 0.5%(v/v)      

methanol   ปริมาตร 5 ml  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 °C  เขยาใหมีความเร็วรอบ 180-200 rpm ขามคืน แลว
เติม 100%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ช่ัวโมง  โดยใหในอาหารมีความเขมขน 0.5%(v/v)        
methanol  เล้ียงไปประมาณ 4-6 วัน  แลวนาํไปหาคากิจกรรมของเอนไซม (ตามขอ 7.1)   โดย
อาหารที่ใชเล้ียงเชื้อมีดังนี ้
 

 (1) BMGH [0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 1%(w/v) ammonium sulfate, 1%(w/v) 
glycerol, 100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 4x10-5%(w/v) biotin, 0.004% (w/v) histidine] 
เปล่ียนมาเลี้ยงเซลลใน BMMH [0.34%(w/v) yeast nitrogen base, 1%(w/v) ammonium sulfate, 
0.5%(v/v) methanol, 100  mM potassium phosphate pH 6.0, 4x10-5%(w/v) biotin, 0.004% (w/v) 
histidine] 

 (2) BMGY [เหมือน BMGH แตเพิ่ม 1%(w/v) yeast extract, 2%(w/v) peptone] เปล่ียน
มาเลี้ยงเซลลใน BMMY [เหมือน BMGY แตเปล่ียนจาก 1%(w/v) glycerol เปน 0.5%(v/v) 
methanol] 

 (3) MGYH [เหมือน BMGH แตไมตองปรับ pH ดวย 100 mM potassium phosphate, 
pH 6.0] เปล่ียนมาเลี้ยงเซลลใน MMH [เหมือน MGYH แตเปล่ียนจาก 1%(w/v) glycerol เปน 
0.5%(v/v) methanol] 
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5.3 การเล้ียงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณมาก 
 
 เล้ียง P. pastoris ที่ไดรับการถายยีนดัลโคชเินสใน BMGH ปริมาตร 20 ml  เล้ียงที่

อุณหภูมิ 30 °C  เขยาใหมีความเร็วรอบ 180-200 rpm  ขามคืน แลวเล้ียงตอใน BMGH ปริมาตร   
150 ml ตออีก 1 คืน จากนัน้นํามาหมุนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  เอา
เฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลัน่ แลวหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  5,000 rpm เปนเวลา 10 นาที  
ตอจากนัน้นําเซลลมาเลี้ยงใน BMMH ที่เติม 0.5%(w/v) cassamino acid  โดยให OD600 เร่ิมตน

ประมาณ 10 เล้ียงที่อุณหภูม ิ30 °C  เขยาใหมีความเรว็รอบ 180-200 rpm ขามคืน แลวเติม 
100%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ชั่วโมง  โดยใหในอาหารมีความเขมขน 0.5%(v/v) methanol   แลว
นําไปหาคากจิกรรมของเอนไซมตามขอ 5.1   เล้ียงเชื้อไปจนกระทั่งกิจกรรมของเอนไซมไมเพิ่มอีก
ตอไป 
 
6. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ (purification)   
  
 นําอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ P. pastoris ที่ผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสไปผานการกรองดวย 
ultrafiltration ซ่ึงมีรูของแมมเบรนขนาด 30 กิโลดาลตัน  เพื่อลดปริมาตรสารละลาย   จากนั้นเติม 
ammonium sulfate ใหมีความเขมขน 1 M แลวนําไปผานคอลัมน phenyl sepharose  ลางคอลัมน
ดวย 10 mM potassium phosphate, pH 7.0 ที่มี  1 M ammonium sulfate และชะโปรตนีออกจาก
คอลัมนดวย 10 mM potassium phosphate, pH 7.0 แลวเก็บเปน fraction    ทั้งหมด 10 fraction แต
ละ fraction มีปริมาตร 2 ml  ทําการวัดกิจกรรมเอนไซมในแตละ fraction  ตามขอ 5.1 แลวรวม 
fraction ที่มีการทํางานของเอนไซมสูงเขาดวยกัน  
 

นํา fractions ที่ไดจากการผานคอลัมน phenyl sepharose  มาปรับ pH ใหได pH 8 ดวยการ
ไดอะลิซิส (dialysis) กับ 10 mM sodium phosphate, pH 8.0   แลวนําไปผานคอลัมน Ni2+-ion 
affinity chromatography (Ni-NTA)    จากนั้นลางคอลัมนดวย wash buffer  (50 mM sodium  
phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole)   แลวชะโปรตีนออกจากคอลัมนดวย elution 
buffer (50 mM sodium phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole) เกบ็ fraction ไว  
ทั้งหมด 10 fraction แตละ fraction มีปริมาตร 1 ml  ทําการวัดกจิกรรมเอนไซมในแตละ fraction 
ตามขอ 5.1  แลวรวม fraction ที่มีการทํางานของเอนไซมสูงเขาดวยกัน  นําไปผาน amicon ultra 
centrifugal filter ที่มีรูของแมมเบรนขนาด 30 กิโลดาลตัน  เพื่อกําจดั imidazole   จากนั้นละลาย
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เอนไซมใน 0.1 M sodium acetate buffer  pH 5.0  ปริมาตร 1-5 ml    ตอจากนั้นนําเอนไซมที่ไดไป
วิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล (ตามขอ 8)   อิเลคโตรโฟรีซิสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลิอะคริลาไมดเจล  (ตามขอ 9)  เวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (ตามขอ 10) เพื่อ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม  และหาปริมาณโปรตีนโดยใช Coomassie Plus Protein Assay 
Reagent Kit  แลวเปรียบเทยีบคาดูดกลืนแสงที่วัดไดกบักราฟมาตรฐาน bovine serum albumin 
(BSA) ซ่ึงจะเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ที่มีความเขมขน 0-25 μg/ml (ภาพผนวกที่ ก1) 
 
7. การวัดกิจกรรมเอนไซม 
 
 7.1 การวัดกิจกรรมเอนไซมในอาหารเลี้ยงเชื้อและในขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิ 
 

 ทําโดยนําสารละลายเอนไซมไปบมกับ 1 mM para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 
(pNP-Glc) ใน 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  ใหไดปริมาตรรวม 500 μl  บมที่อุณหภูมิ      

30 °C  เปนเวลา 30 นาที แลวเติม 2 M  sodium carbonate ปริมาณ 1 ml เพื่อหยดุปฏิกริิยา  จากนัน้
นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 nm  แลวเปรยีบเทียบคาดูดกลืนแสงที่วดัไดกับกราฟ
มาตรฐาน para-nitrophenyl (pNP) ซ่ึงทําโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐาน pNP ที่มีความเขมขน      
0-1 mM ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหไดปริมาตรรวม 500 μl  จากนั้นเติม 2 M sodium 
carbonate ปริมาณ 1 ml   แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 nm  (ภาพผนวกที่ ก2) 
 
 7.2 การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมโดยการวัดปรมิาณกลูโคส  
  

 การหาปริมาณกลูโคสที่เปนผลผลิตจากการสลายสับสเตรท 3 ชนิดคือ para-
nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc), dalcochinin glucoside และลินามาริน   ใชเอนไซม
ปริมาณ 0.02 U ทําปฏิกิริยากับ 0-50 mM pNP-Glc, 0-15 mM dalcochinin glucoside และ 0-50 mM 
ลินามาริน ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 โดยใหปริมาตรรวมเทากบั 100 μl   จากนั้นบมที่

อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 5 นาที แลวตมเปนเวลา 2 นาที  ตั้งทิ้งไวใหเย็น  แลวเติม glucose oxidase 

reagent ปริมาตร 1 ml   ตอจากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 15 นาที    นําไปวดัคาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 505 nm   แลวเปรียบเทยีบคาดูดกลืนแสงที่วัดไดกับกราฟมาตรฐานกลูโคส   ซ่ึงทํา
โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขน 0-3 mM โดยใหปริมาตรรวมเทากับ 100 μl  
ตมเปนเวลา 2 นาที  ตั้งทิ้งไวใหเย็น   แลวเติม glucose oxidase reagent ปริมาตร 1 นาที   บมที่
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อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 15 นาที    นําไปวัดคาดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 505 nm  (ภาพผนวกที่ 
ก3)  คาจลนพลศาสตรที่ไดคํานวณมาจากสมการของ Michaelis-Menten  โดยใชโปรแกรม 
KaleidaGraph (Synergy Software)  
 
8. อิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล 
 
 ทําการวิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซิสแบบ เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE)  โดยการเตรียม 7.5% resolving gel 
และ 4% stacking gel  (ตารางผนวกที่ ข1)  โดยเติม 10% (w/v) ammonium persulfate และ TEMED 
ในขั้นตอนสุดทาย    นําละลายสารตัวอยางใน 1X sample buffer [1%(w/v) SDS, 5%(w/v) glycerol, 
1.25%(v/v) β-mercaptoethanol, 0.0025%(w/v) coomassie blue G, 12.5 mM Tris, pH 6.8] ตมเปน
เวลา 10 นาที  หยอดตวัอยางลงในแตละชองของพอลิอะคริลาไมดเจล   หลังจากนัน้ตออุปกรณ
เครื่องอิเลคโตรโฟรีซิส   แลวนําเจลไปผานกระแสไฟฟา 30 mA ใน 1X running buffer [25 mM 
Tris, pH8.3, 0.2 M glycine, 0.1%(w/v) SDS] เปนเวลา 90 นาที  นําเจลที่ไดไปแชใน 50%(w/v) 
methanol เปนเวลา 30 นาที  แลวยอมดวย staining solution [0.125%(w/v) coomassie blue R, 
45%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid] เปนเวลา 2  ชัว่โมง  จากนั้นลางสีออกดวย destaining 
buffer [25%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid] เปนเวลา 15 นาที 

 
9. อิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลิอะคริลาไมดเจล  
 
 ทําการวิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลิอะคริลาไมดเจล  (non-
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis หรือ non-denaturing PAGE)  โดยการเตรียม 7.5% 
resolving gel และ 4% stacking gel (ตารางผนวกที่ ข2)  โดยเติม 10% (w/v) ammonium persulfate 
และ TEMED ในขั้นตอนสุดทาย   นําละลายสารตัวอยางใน 1X sample buffer [12.5%(w/v) 
bromophenol blue, 125 mM Tris pH 6.8, 10%(w/v) glycerol] หยอดลงในแตละชองของพอลิ   
อะคริลาไมดเจล   หลังจากนั้นตออุปกรณเครื่องอิเลคโตรโฟรีซิส   แลวนําเจลไปผานกระแสไฟฟา 
90 mA ใน 1X running buffer [25 mM Tris, pH8.3, 0.2 M glycine] เปนเวลา 150 นาที  นําเจลที่ได
ไปยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside จากนั้นนําเจลไปดูการเรืองแสงของแถบ
เอนไซมที่มีกจิกรรมเบตา-กลูโคซิเดส ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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10. การทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (western blot) 
 
 นําเจลที่ไดจากการทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล (จากขอ 6) มา
แชใน transfer buffer [10 mM Tris, 100 mM glycine] เปนเวลา 20-60 นาที   เตรียมแมมเบรน 
polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrane และกระดาษกรอง   โดยตัดใหแมมเบรนมี 
ขนาดกวางกวาเจล 1 cm. และกระดาษกรองมีขนาดกวางกวาแมมเบรน 1 cm  จากนั้นแชแมมเบรน 
ใน 100%(v/v) methanol เปนเวลา 5 วนิาที  แลวแชตอใน transfer buffer เปนเวลา 10-20 นาท ี   
สําหรับกระดาษกรองจะแชใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาที   หลังจากนั้นจะทําการ blot ดวย
เครื่อง Trans-Blot® Semi-Dry   โดยใชกระแสไฟฟา 10 V. เปนเวลา 30 นาที 
 
 จากนั้นทาํการบมแมมเบรนกับ 5% skim milk ที่ละลายอยูใน phosphate buffered saline 
plus tween, pH 7.5 (PBST) [80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 0.1% tween 20] เปน
เวลา 1 ชั่วโมง   แลวลางดวย PBST   2  คร้ัง  ตอจากนัน้บมกับ mouse monoclonal antibody against 
natural dalcochinase เปนเวลา 1 ชั่วโมง  แลวลางดวย PBST   2  คร้ัง  ตอดวย PBST  15 นาที  และ
ลางตอดวย PBST อีก 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที   จากนั้นบมดวย horseradish peroxidase-conjugated 
rabbit polyclonal antibody against mouse immunoglobulins เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ลางดวย PBST   2  
คร้ัง แลวลางดวย PBST อีก 15 นาที  และลางตอดวย PBST อีก 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที หลังจากนัน้นาํ 
แมมเบรนมาซบัใหพอหมาดๆ   แลวบมกับ ECL plus Western Blotting Detection System เปนเวลา 
5 นาที  ซับหมาดๆพอแหง    นําแมมเบรนทีไ่ดไปปะกบกบัฟลมในหองมืดเปนเวลา 30 วินาที   
จากนั้นแชใน developer, fixer และน้ํากลั่น   ตามลําดับ 
 
11. การศึกษาสมบัติของเอนไซมดัลโคชิเนสในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 
 นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว 0.02 U  มาทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
(transglucosylation) โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส   และใช methanol, ethanol,         
n-propanol, iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol และ tert-butanol ที่ความเขมขน
ตางๆกัน เปนตัวรับกลูโคส  ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml    แลวบมที่

อุณหภูมิ 30 °C พรอมกับเขยาเปนเวลา 20 ชั่วโมง  ดูดตวัอยางมา 80 μl มาใสใน acetone ที่เย็น

ปริมาตร 1 ml เพื่อหยดุปฏิกริิยา  จากนัน้นาํไปแชที ่-80 °C ประมาณ 30 นาที  แลวทําใหแหงโดย
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วิธี speed vacuum  เมื่อแหงแลวเติม 15%(v/v) DimethylSulphoxide 10 μl เพื่อทําละลายสาร 
จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยวธีิโครมาโตกราฟบนชั้นบาง (Thin-Layer Chromatography, TLC) 
 
12. การวิเคราะหตัวอยางโดยวิธีโครมาโตกราฟบนชัน้บาง 
 
 ทําการวิเคราะหตัวอยางจากปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  โดยวิธีโครมาโตกราฟบนชั้นบาง 
(Thin-Layer Chromatography, TLC)  โดยการนําตัวอยางที่ละลายใน 15%(v/v) 
DimethylSulphoxide มา 2 μl  หยดบนแผน silica gel 60 F254 aluminium sheet โดยหยดใหหางจาก
ขอบแผน silica gel ประมาณ 1 cm    แลวนาํไปแชในตัวชะ A (ethyl acetate/methanol/water 16:6:1 
v/v) ใหตวัชะ A วิ่งผานแผน silica ประมาณ 4.25 cm  ทาํ 2 คร้ัง จากนัน้นําไปแชในตัวชะ P (iso-
propanol/ethanol/water 5:1:2 v/v) และใหตัวชะ P วิ่งผานแผน silica ประมาณ 1.75 cm ทํา 2 คร้ัง 
จากนั้นนําแผน silica ที่ไดไปพนดวย 10%(v/v) sulfuric acid ใน ethanol   แลวนําไปอบที่อุณหภมูิ 

125 °C เปนเวลา 5 นาที  สําหรับ standard marker จะประกอบดวย 160 nmol ของ กลูโคส, pNP-
Glc, methyl-glucoside  
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

1. การโคลนยนี His6-TRBG เขาสู Pichia pastoris (GS115) 
 

 นําชิ้นดีเอน็เอดานปลาย 5′ ของยีนดัลโคชิเนสที่มีฉลากฮิสติดีน  ซ่ึงมีขนาดประมาณ 300 

bp  ที่เพิ่มจํานวนโดย PCR มาเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอดานปลาย 3′ ของยีนดัลโคชิเนสดวยเอนไซม 
T4 DNA ligase ปริมาณ 3 U  ซ่ึงเรียกพลาสมิดที่ไดนีว้า pPICZ-His6-TRBG   หลังจากนั้นทําการ
ขนถายพลาสมิด pPICZ-His6-TRBG   เขาสู competent cell E. coli (DH5α)   แลวเล้ียงบนอาหาร 

LB  pH 7.5 ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin    บมที่อุณหภูมิ  37 °C ขามคืน   พบวามีโคโลนีเจริญจํานวน
มาก  ดังนัน้จึงคัดเลือกโคโลนี 10 โคโลนี  มาสกัดพลาสมิด  แลวตวัดวยเอนไซม PstI และ EcoRI  
ดังภาพที่ 12 จะเหน็ไดวาโคโลนีที่ 1, 2, 5, 7 และ 8  มีขนาดดีเอ็นที่ตองการคือ 300 bp และ 4.9 kb  
ดังนั้นจึงเลือกโคโลนีที่ 2  ไปหาลําดับเบสตลอดความยาวของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG  ผลของ
การหาลําดบัเบสทั้งหมดแสดงในภาคผนวก ค 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 12  พลาสมิด pPICZ-His6-TRBG จากโคโลนี E. coli ซ่ึงตัดดวยเอนไซม PstI และ 

EcoRI  ขนาดดีเอ็นเอที่ตองการคือ 300 bp และ 4.9 kb      
lane 1  = 100 bp ladder  
lane 2-11  =  พลาสมิด pPICZ-His6-TRBG โคโลนีที่ 1-10 

1200 
1500 

1       2        3       4       5      6      7       8        9     10     11  

3000 
2000 
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หลังจากนัน้ทาํการสกัดพลาสมิดจากโคโลนีที่ 2   แลวตดัพลาสมิดดวย SacI ใหเปน
เสนตรง  ทําการขนถายพลาสมิดเขาสู competent P. pastoris โดยวิธี electroporation  แลวเล้ียงบน

อาหาร YPDS ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin    บมที่อุณหภูมิ 30 °C  ประมาณ 5-6 วัน  พบวามีโคโลนี
ทั้งหมด 12 โคโลนี    จากนั้นทําการคัดเลือกโคโลนีที่ได  โดยเลี้ยงในอาหาร BMGY ปริมาตร 5 ml  

ที่อุณหภูมิ  30 °C ขามคืน  แลวยายเซลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMY ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ 30 °C  
โดยเหนี่ยวนําดวย 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ชั่วโมง   เล้ียงไปประมาณ 4 วนั  แลวนําไปหาคา

กิจกรรมของเอนไซมกับ 1 mM pNP-Glc ที่อุณหภูมิ  30 °C  เปนเวลา 30 นาที    พบวามี 1 โคโลนี
ที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด  จึงตั้งชื่อโคโลนีนี้วา  T11  ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
 การที่พบวาแตละโคโลนีมีกิจกรรมของเอนไซมไมเทากนัอาจเปนเพราะ ในแตละโคโลนีมี
ความแตกตางของจํานวนซ้ํา (copy number) ของยีนดัลโคชิเนสที่แทรกอยูในโครโมโซมของยีสต  
ทําใหมีผลตอปริมาณโปรตีนและกจิกรรมของเอนไซมที่ผลิตขึ้นในแตละโคโลนี  นอกจากนี้การ
เจริญเติบโตของแตละโคโลนีในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือการตอบสนองตอการเหนีย่วนาํดวย methanol 
ที่แตกตางกัน   ก็อาจเปนอกีเหตุผลสําคัญที่ทําใหกจิกรรมของเอนไซมในแตละโคโลนีไมเทากนั 
 

เมื่อเล้ียง P. pastoris เพื่อผลิตเอนไซมรีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส (T11) ในปริมาณมาก  จะ
พบกิจกรรมของเอนไซมกับ 1 mM pNP-Glc ในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม 0.5% (v/v) methanol   ซ่ึงทํา
ใหงายตอการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์    เนื่องจากถาเอนไซมถูกผลิตอยูในเซลลไมมีการสงออกมา
นอกเซลล   ในขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์นั้นจะตองอาศัยเอนไซม ลิติเคส (lyticase) มายอย
ผนังเซลลกอนจะไปผานกระบวนการทําใหเซลลแตก  ซ่ึงจะทําใหยุงยาก  เสียเวลา และเสีย
คาใชจายตรงสวนนี้มากอกีดวย 

 
 เมื่อนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกิจกรรมของรีคอมบิแนนตเอนไซมที่ผลิตจาก T11 ไปทําให
บริสุทธิ์  ปรากฏวาไมสามารถทําใหบริสุทธิโดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ได   
จึงนําโปรตีนที่ไดจากโครงสรางนี้ไปหาลําดับกรดอะมิโน  พบวามกีรดอะมิโนทางดานปลาย       
N-terminus ของโปรตีนขาดหายไป 12 ตวั   คาดวานาจะเปนบริเวณตัดของเอนไซมโปรตีเอสใน
ระหวางกระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห (post-translational modification) ทาง
ปลาย N-terminus ของเอนไซมดัลโคชิเนส   มีผลทําใหฉลากฮิสติดีนถูกตัดออกไปดวย   ดังนัน้ไดมี
การทําการโคลนยีนดัลโคชิเนสใหมช่ือวา His8-truncTRBG  โดยผศ.ดร.เจมส เกตุทตั คารนส จาก
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี   โดยใหฉลากฮิสติดีนประกอบดวยฮิสติดีน 8 ตัว อยูทางปลาย     
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N-terminus ของยีนดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนลําดับกรดอะมิโนดวย VPPFN  ซ่ึงอยูหลังบริเวณตัดของ
เอนไซมโปรตีเอส   แลวใสในพลาสมิด pPICZαB  และเรียกชื่อพลาสมิดนี้วา pPICZ-His8-
truncTRBG 
 
ตารางที่ 1  โคโลนี P. pastoris ที่มีพลาสมิด pPICZ-His6-TRBG  ที่แสดงกิจกรรมของเอนไซม             

รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส กับ 1 mM pNP-Glc      
 

ชื่อโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
T1 0.142 
T2 0.185 
T3 0.101 
T4 0.146 
T5 0.102 
T6 0.134 
T7 0.055 
T8 0.056 
T9 0.059 
T10 0.314 
T11 0.388 
T12 0.193 
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2. การเลือกอาหารที่เหมาะสมเพื่อใชในการแสดงออกของ P. pastoris 
 

นําโคโลนี T11 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี1%(w/v) glycerol ปริมาตร 5 ml ที่อุณหภูมิ  

30 °C ขามคืน แลวยายเซลลมาเลี้ยงในอาหารที่มี 0.5%(v/v) methanol ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ  

30 °C  ขามคืน แลวเหนีย่วนําดวย 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ชั่วโมง   เล้ียงไป 6 วัน  แลวนําไป
หาคากิจกรรมของเอนไซมกบั 1 mM pNP-Glc โดยอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อมีดังนี ้

 
(1) BMGH ยายเซลลมาเลี้ยงใน BMMH  
(2) BMGY ยายเซลลมาเลี้ยงใน BMMY  
(3) MGYH ยายเซลลมาเลี้ยงใน MMH  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 13 กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกับ 1 mM pNP-Glc ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
ตางๆ  

 
จากภาพที่ 13 จะเห็นไดวา P. pastoris ที่เจริญในอาหาร BMGH- BMMH จะถูกเหนีย่วนาํ

ใหผลิตเอนไซมรีคอมบิแนนตดัลโคชิเนสไดในปริมาณมากที่สุด   ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะใน
อาหาร BMGH-BMMH ไมมี yeast extract และ peptone เหมือนในอาหาร BMGY-BMMY   ซ่ึง 
yeast extract และ peptone อาจจะมีสารอาหารบางอยางที่ไมเหมาะสมสําหรับแสดงออกของยีนดลั
โคชิเนส  หรือไมเหมาะสมสําหรับการสงเอนไซมดัลโคชิเนสออกสูนอกเซลล  หรืออาจเปนเพราะ
ในอาหาร BMGY-BMMY ไมมีการเติม 0.004% (w/v) histidine เมื่อเล้ียง P. pastoris (GS115) 

วันที่เหนี่ยวนําดวย methanol 

คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
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genotype his4 ซ่ึงไมสามารถสังเคราะหฮิสติดีนไดเองอาหาร จึงสงผลให P. pastoris ผลิต            
ดัลโคชิเนสไดนอย  นอกจากนี้ yeast extract ยังขัดขวางในขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์อีก
ดวย  ตอมาไดพบวาการเติม 0.5%(w/v) cassamino acid  ในอาหาร BMMH  ซ่ึงจะชวยในการรักษา
สภาพ pH ใหคงที่ประมาณ pH 5-6  และทาํใหไดกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสสูงขึ้นกวาเดิม  
สําหรับในอาหาร MGYH-MMH ไมมีการปรับ pH   อาจทําให pH ในอาหารไมเหมาะสมกับการ
เจริญเติบโตและผลติเอนไซมดัลโคชิเนสของเชื้อ P. pastoris 
 
 ดังนั้นในการเลี้ยง P. pastoris เพื่อผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสสําหรับงานวจิัยนีจ้ึงเลือกเล้ียง
เชื้อในอาหาร BMGH แลวเหนี่ยวนําใหผลิตเอนไซมในอาหาร BMMH ที่มี การเติม 0.5%(w/v) 
cassamino acid   
 
3. การโคลนยนี His8-truncTRBG เขาสู P. pastoris (GS115) 
 
 ทําการขนถายพลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG เขาสู competent Escherichia coli 
(DH5α) ดวยวธีิ eletroporation   จากนั้นเลี้ยงบนอาหาร LB  pH 7.5 ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin  บมที่

อุณหภูมิ  37 °C ขามคืน  ทําการสกัดพลาสมิดเพื่อไปหาลําดับเบสตลอดความยาวของยีน              
ดัลโคชิเนส  ผลของการหาลําดับเบสทั้งหมดแสดงในภาคผนวก ง  แลวนําพลาสมิดที่มีลําดับเบส
ถูกตองแลวมาตัดดวย SacI เพื่อใหพลาสมดิเปนเสนตรง  หลังจากนัน้ทาํการขนถายพลาสมิดที่เปน
เสนตรงนี้เขาสู P. pastoris (GS115) โดยวิธี eletroporation   แลวเล้ียงบนอาหาร YPDS ที่มียา

ปฏิชีวนะ zeocin    บมที่อุณหภูมิ 30 °C  ประมาณ 5-6 วัน  พบวามีโคโลนีทั้งหมด 56 โคโลนี   
 

จากนั้นทาํการคัดเลือกโคโลนีที่ได  โดยเลีย้งในอาหาร BMGH ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ  

30 °C ขามคืน  แลวยายเชลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMH ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ 30 °C  โดย
เหนีย่วนําดวย 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 24  ชั่วโมง   เล้ียงไปประมาณ 4 วัน  แลวนําไปหาคา

กิจกรรมของเอนไซมกับ 1 mM pNP-Glc ที่อุณหภูมิ  30 °C  เปนเวลา 30 นาที    พบวามี 1 โคโลนี
ที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด  จึงตั้งชื่อโคโลนีนี้วา  H18  ดังแสดงในตารางที่ 2     เมื่อนํา           
รีคอมบิแนนตเอนไซมที่ผลิตจาก H18 ไปทําใหบริสุทธิ์  ปรากฏวาสามารถทําใหบริสุทธิ์โดยผาน
คอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ได  จึงใชเอนไซมที่ผลิตไดจากโคโลนี H18 ไปใชใน
การศึกษาขั้นตอไป 
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ตารางที่ 2  โคโลนี P. pastoris ที่มีพลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG ที่แสดงกิจกรรมของเอนไซม
รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส กับ 1 mM pNP-Glc  
       

ชื่อโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
H1 1.806 
H2 1.514 
H5 1.798 
H6 1.694 
H8 1.276 
H9 1.564 
H13 1.106 
H18 1.906 
H28 0.618 
H30 0.585 
H32 0.939 
H41 0.668 
H45 1.257 
H53 0.936 
H56 0.583 
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4. การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสที่ตําแหนงจําเพาะ 
 
4.1 การหาตําแหนงท่ีจะทําการกลายพันธุ 
 
 เนื่องจากเรายังไมทราบโครงสรางที่แทจริงของเอนไซมดลัโคชิเนสที่จับกับดัลโคชินิ

นกลูโคไซดซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของดัลโคชิเนส  และยังไมทราบโครงสรางของเอนไซมลิ
นามาเรสที่จับกับลินามารินซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติของลินามาเรส   จึงไมสามารถระบุไดวา
เอนไซมทั้งสองชนิดใชกรดอะมิโนตัวใดในการจับกับสวนใดของสับสเตรท  แตเราทราบถึง
โครงสรางผลึกของสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท และเอนไซม-อะไกลโคนของ
เอนไซมเบตา-   กลูโคซิเดสจากขาวโพด (ZmGlu1)  กับ DIMBOA-Glc ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติ
ของมัน พบวากรดอะมิโน F198  F205  W378 และ F466  ทําหนาที่จับกับอะไกลโคนของ ZmGlu1 
(Czjzek et al., 2000)      เนื่องจากเอนไซม ZmGlu1 และ ดัลโคชิเนส จัดอยูใน family 1 ของไกล
โคซิลไฮโดรเลส     ดังนั้นจงึคาดวาบริเวณจับอะไกลโคนนาจะเปนบริเวณเดียวกนั 

 
 งานวิจยันีจ้ึงทาํการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของ ZmGlu1 กับเอนไซมดัลโคชิเนส

และเอนไซมลินามาเรสดวยวิธี CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment (ภาพที่ 14)  
พบวากรดอะมิโน F205 และ W378 ของ ZmGlu1 จะตรงกับกรดอะมโิน F196 และ W368 ของ             
ดัลโคชิเนส  และตรงกับกรดอะมิโน F212 และ W385 ของลินามาเรส ตามลําดับ  ซ่ึงเห็นไดวาเปน
กรดอะมิโนชนิดเดยีวกัน คอื เฟนิลอะลานีนและทริปโตเฟน   แตกรดอะมิโน F198 และ F466  ของ 
ZmGlu1 อยูในตําแหนงที่ตรงกับกรดอะมโิน N189 และ A454 ของดัลโคชิเนส  และตรงกับกรด  
อะมิโน F205 และ N472 ของลินามาเรส  ตามลําดับ  ซ่ึงเปนกรดอะมิโนตางชนิดกัน     เมื่อ
ตรวจสอบตําแหนงของแขนงขาง (side chain) ของกรดอะมิโน N189 และ A454 ของดัลโคชิเนส    
ในโครงสรางจําลองของเอนไซมดัลโคชิเนสดังภาพที่ 15   ก็พบวาแขนงขางชี้เขาไปในอุโมงคของ
เอนไซมตรงบริเวณจับอะไกลโคน    ดังนั้นในการทดลองนี้ไดทําการสรางเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ  ดังนี้ 

 
 1. เอนไซมกลายพันธุ N189F  ซ่ึงเปนการแทนที่กรดอะมิโนแอสปาราจีนที่ตําแหนง 

189 ของดัลโคชิเนส  ดวยเฟนิลอะลานีนของลินามาเรส 
 2. เอนไซมกลายพันธุ A454N ซ่ึงเปนการแทนที่กรดอะมิโนอะลานีนที่ตําแหนง 454 
ของดัลโคชิเนส  ดวยแอสปาราจีนของลินามาเรส 
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Dalcochinase 160 QDYADLCFQLFGDRVKHWITLNEPSIFTANGYAYGMFAPGRCSPSYNP 207 
Linamarase   176 LQYADLLFERFGDRVKPWMTFNEPSAYVGFAHDDGVFAPGRCSSWVNR 223  
ZmGlu 1      169 TYFAKVCFDNFGDKVKNWLTFNEPQTFTSFSYGTGVFAPGRCSPGLDC 216 
                :*.  :  :*. :.   *:***      .:  *     
 
Dalcochinase 355 RNGVFIGPVTPSGWMCIYPKGLRDLLLYFKEKYNNPLVYITENGIDEK 402 
Linamarase   372 LNGNLIGPQAYSSWFYIFPKGIRHFLNYTKDTYNDPVIYVTENGVDNY 419 
ZmGlu 1      365 PDGKPIGPPMGNPWIYMYPEGLKDLLMIMKNKYGNPPIYITENGIGDV 412 
                      :*         ::. .:: ::    : *. *  *:****      
 
 
Dalcochinase 422 YYRHLFYVRYAIR-SGANVKGFFAWSLLDNFEWAEGYTSRFGLYFVNY 468 
Linamarase   439 YKKHMWNALGSLKNYGVKLKGYFAWSYLDNFEWNIGYTSRFGLYYVDY 486 
ZmGlu 1      434 IQRHIATLKESID-LGSNVQGYFAWSLLDNFEWFAGFTERYGIVYVDR 480 
                   .*:      :   *  ::*:**** :**:**  *:  *:*: .*:    
 

ภาพที่ 14 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของ ZmGlu1  ดัลโคชิเนสและลินามาเรส  
สวนที่แรงเงาสีฟา คือ ตําแหนงอนุรักษ motif  L/FNEP และ I/VTENG   สวนที่
แรงเงาสีเหลือง คือ ตําแหนงที่อยูในบริเวณจับอะไกลโคน  
* - single, fully conserved residue; : - conservation of strong groups; 
. - conservation of weak groups; - no consensus 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15  ตําแหนงของ N189 และ A454 ในโครงสรางจําลองของเอนไซมดัลโคชิเนส 

A454 
N189 
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เมื่อพิจารณาเอนไซมกลายพนัธุ N189F จะพบวากรดอะมิโนแอสปาราจีน (ภาพที่ 16a) 
เปนกรดอะมิโนที่มีแขนงขางประเภทมีขัว้   ขณะที่เฟนิลอะลานีน (ภาพที่ 16b) เปนกรดอะมิโนทีม่ี 
แขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก (aromatic) จึงไมมีขัว้   การเปลี่ยนแอสปาราจีนไปเปน              
เฟนิลอะลานนีอาจจะไปเพิม่ความเปน hydrophobic ใหกับสภาพแวดลอมบริเวณบริเวณจับอะไกล
โคนของเอนไซมกลายพันธุ N189F ได   และอาจจะมีผลทําใหเอนไซมกลายพันธุ N198F สามารถ
จับกับแอลกอฮอลหรือสวนอะไกลโคน ตรงบริเวณที่ไมมีขั้วของ pNP-Glc, dalcochinin glucoside 
และลินามาริน ไดดีขึ้น  จึงคาดวา เอนไซมกลายพันธุ N189F จะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย
สับสเตรทที่มีสวนอะไกลโคนเปนชนดิไมมีขั้ว และเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส (transglucosylation) 
ไดดีกวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ    

 
 สําหรับ เอนไซมกลายพันธุ A454N จะเหน็ไดวากรดอะมิโนอะลานีน (ภาพที่ 16c) มี

ขนาด แขนงขางสั้นและไมมขีั้ว  ขณะที่กรดอะมิโนแอสปาราจีน (ภาพที่ 16a) มีแขนงขางที่ยาวกวา
และมขีั้ว  เมื่อทําการเปลี่ยนอะลานีนไปเปนแอสปาราจนี    อาจจะทําใหแขนงขางเขาถึงสับสเตรท          
ลินามาริน หรือ pNP-Glc ที่มีสวนอะไกลโคน ขนาดสั้นไดงายขึ้น ซ่ึงนาจะทําใหปฏิกิริยาการยอย
สลายสับสเตรท 2 ชนิดนี้เกิดไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  นอกจากนีแ้อสปาราจีนเปน
กรดอะมิโนของลินามาเรส   ซ่ึงอาจทําใหเอนไซมกลายพันธุ A454N มีสมบัติบางอยาง เชน การเรง
ปฏิกิริยาการสลายลินามาริน หรือการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ไดคลายกับ เอนไซมลินามาเรส 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 ภาพที่ 16  โครงสรางกรดอะมิโน (a) แอสปาราจีน, (b) เฟนิลอะลานนี และ (c) อะลานีน  
 ที่มา: Eppendorf North America (2006) 

(a) (b) (c) 
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4.2 การทําการกลายพันธุและการวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอของเอนไซมกลายพันธุ N189F 
และเอนไซมกลายพันธุ A454N 
 
 ในการทําปฏิกริิยากลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) โดยใช 

QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis Kit นั้น      เอนไซมกลายพันธุ N189F จะใชไพรเมอร 
BeerN189Ffor และ BeerN189Frev  ซ่ึงเปลี่ยนลําดับเบสจาก AAT เปน TTT   สวน เอนไซมกลาย
พันธุ A454N จะใชไพรเมอร BeerA454Nfor และ BeerA454Nrev  ที่เปล่ียนลําดับเบสจาก GCT 
เปน AAT สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)    จากนั้นทําการขน
ถายพลาสมิดที่ไดเขาสู competent E. coli (XL1-Blue) ดวยวิธี heat shock     แลวเล้ียงบนอาหาร LB  

pH 7.5 ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin    บมที่อุณหภูมิ  37 °C ขามคืน    พบวาเอนไซมกลายพันธุ N189F มี
โคโลนีเจริญ 148 โคโลนี  สวนเอนไซมกลายพันธุ A454N พบ 52 โคโลนี   จากนั้นเลือกโคโลนีใน
แตละ เอนไซมกลายพันธุ มา 5 โคโลนี   เพื่อนําไปสกัดพลาสมิดและตัดดวยเอนไซม EcoRI แลว
ไปวิเคราะหดวย 1%(w/v) agarose gel ดังภาพที่ 17  พบวาทุกโคโลนมีีขนาดดีเอ็นเอที่ตองการคือ 
1.4 kb และ 3.8 kb     ดังนั้นจึงเลือกสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากโคโลนีที่ 1 ของ เอนไซมกลายพันธุ 
N189F และ โคโลนีที่ 1 ของ เอนไซมกลายพันธุ A454N แลวนําไปหาลาํดับเบสเพื่อใหแนใจวาเกดิ
การกลายพันธุที่ตําแหนงที่ถูกตองของ N189F (ภาพที่ 18) และ A454N (ภาพที่ 19)    ผลของการหา
ลําดับเบสทั้งหมดแสดงในภาคผนวก จ และภาคผนวก ฉ ตามลําดับ 
 

 หลังจากนัน้ทาํการขนถายพลาสมิดที่มียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดเขาสู P. pastoris 
โดยวิธี eletroporation   แลวเล้ียงบนอาหาร YPDS ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin    ตอจากนัน้บมที่

อุณหภูมิ    30 °C  ประมาณ 5-6 วัน  พบวา เอนไซมกลายพันธุ N189F มีโคโลนีเจริญ 16 โคโลนี  
สวน เอนไซมกลายพันธุ A454N พบ 20 โคโลนี  จากนัน้ทําการคัดเลอืกโคโลนี โดยเลี้ยงในอาหาร 

BMGH ปริมาตร 5 ml  ที่อุณหภูมิ  30 °C ขามคืน   ทําการลางเซลลดวยน้ํากลั่น  แลวนําเซลลมา

เล้ียงตอในอาหาร BMMH ปริมาตร 5 ml  เล้ียงที่อุณหภมูิ 30 °C  โดยเติม 0.5%(v/v) methanol ทุกๆ 
24  ช่ัวโมง   เล้ียงไปประมาณ 4 วนั  แลวนําไปหาคากจิกรรมของเอนไซมกับ  1 mM pNP-Glc   
พบวา เอนไซมกลายพันธุ N189F และ เอนไซมกลายพนัธุ A454N มี 1 โคโลนีที่มีกิจกรรมของ
เอนไซมสูงที่สุด  ดังตารางที่ 3 และ 4  จึงตั้งชื่อโคโลนีนี้วา  N189F8  และ A454N11 ตามลําดับ  
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ภาพที่ 17  พลาสมิดจากโคโลนี E. coli ที่มียีนของเอนไซมกลายพันธุ N189F และเอนไซม
กลายพันธุ A454N ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI ขนาดดเีอ็นเอที่ตองการคือ 1.4 kb 
และ 3.8 kb      
lane 1  = lambda/Hind III standard 
lane 2-6  =  พลาสมิดของเอนไซมกลายพันธุ N189F โคโลนีที่ 1-5 
lane 7  = 100 bp ladder 
lane 8-12 = พลาสมิดของเอนไซมกลายพันธุ A454N โคโลนีที่ 1-5 
lane 13 = lambda/Hind III standard 

9416 

2322 

1     2      3     4      5     6     7     8      9    10    11   12   13 

  23130 
6557 
4361 

2027 
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(a) 

 
 
  
 
 
 
 (b) 
 
 
 
 
 
  
 

ภาพที่ 18 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกับเอนไซมกลายพันธุ N189F 
 (a) รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส (H18) ลําดับเบส AAT ซ่ึงเปนโคดอน (codon) 

ของกรดอะมิโนแอสปาราจนี (b) เอนไซมกลายพันธุ N189F เปล่ียนลําดับเบส
เปน TTT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  วงกลมคือลําดับเบสที่
ตางกัน 
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 (a) 
 
 
 
 
 
 
 (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 19 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกับเอนไซมกลายพันธุ A454N 

 (a) รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส (H18) ลําดับเบส GCT ซ่ึงเปนโคดอนของกรด   
อะมิโนอะลานีน (b) เอนไซมกลายพันธุ A454N เปล่ียนลําดับเบสเปน AAT ซ่ึง
เปนโคดอนของกรดอะมิโนแอสปาราจีน  วงกลมคือลําดบัเบสที่ตางกัน 
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ตารางที่ 3  โคโลนี P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมกลายพันธุ N189F กับ 1 mM pNP-Glc   
       

ชื่อโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
N189F1 3.304 
N189F2 0.095 
N189F3 0.079 
N189F6 0.056 
N189F7 1.516 
N189F8 3.976 
N189F9 0.076 
N189F10 2.564 
N189F14 0.113 
N189F16 0.074 

 
ตารางที่ 4  โคโลนี P. pastoris ที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมกลายพันธุ A454N กับ 1 mM pNP-Glc
       

ชื่อโคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm 
A454N1 0.523 
A454N2 1.280 
A454N3 0.460 
A454N4 1.404 
A454N5 0.825 
A454N6 1.185 
A454N7 0.102 
A454N8 0.892 
A454N9 1.068 
A454N10 1.326 
A454N11 1.752 
A454N12 0.668 
A454N13 1.66 
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5. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ 
 
 นําอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลล P. pastoris ที่ผลิตเอนไซมริคอมบิแนนตดัลโคชิเนสและ
เอนไซมกลายพันธุ ไปผาน ultrafiltration   คอลัมน phenyl sepharose  คอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography และ amicon ultra centrifugal filter  ตามขั้นตอนดังทีอ่ธิบายในวิธีทดลอง  ซ่ึง
สามารถสรุปความบริสุทธิ์ของแตละเอนไซมไดดังตารางที่ 5-7  โดยทาํการวัดกิจกรรมของเอนไซม

ในแตละ fraction กับ 1 mM pNP-Glc ที่มีปริมาตรรวม 0.5 ml  แลวบมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 
30 นาที  เอนไซม H18, N189F8 และ A454N11 ที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์แลว  จะนํามา
วิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE  และเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (western blot)  ดัง
ภาพที่ 20a และ b ตามลําดับ   และวิเคราะหโดย non-denaturing PAGE ดังภาพที่ 21 
 
ตารางที่ 5  ตารางสรุปการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนของเอนไซม H18 ตอปริมาตร

อาหารเลี้ยงเชือ้ 1 ลิตร 
 

 
ขั้นตอน 

total activity 
(unit) 

total protein 
(mg) 

specific activity 
(unit/mg) 

purification 
(fold) 

yield 
(%) 

culture medium 46.06 121.22 0.38 1 100 
ultrafiltration  55.21 150.38 0.36 0.97 119.86 

phenyl sepharose   53.78 97.07 0.55 1.46 116.75 
Ni2+-ion 

chromatography  
 

15.67 
 

6.53 
 

2.40 
 

6.31 
 

34.01 
amicon 

ultrafiltration 
 

19.48 
 

4.13 
 

4.71 
 

12.40 
 

42.3 
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ตารางที่ 6  ตารางสรุปการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนของเอนไซมกลายพันธุ N189F8 
ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร 

 
 

ขั้นตอน 
total activity 

(unit) 
total protein 

(mg) 
specific activity 

(unit/mg) 
purification 

(fold) 
yield  
(%) 

culture medium 56.47 90.62 0.623 1 100 
ultrafiltration  95.59 35.19 2.716 4.38 169.27 

phenyl sepharose   54.54 12.99 4.20 6.78 96.58 
Ni2+-ion 

chromatography  
 

31.65 
 

7.99 
 

3.96 
 

6.39 
 

56.05 
amicon 

ultrafiltration 
 

22.56 
 

4.11 
 

5.486 
 

8.85 
 

39.94 
 
 
ตารางที่ 7  ตารางสรุปการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนของเอนไซมกลายพันธุ A454N11 

ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร 
 

 
ขั้นตอน 

total activity 
(unit) 

total protein 
(mg) 

specific activity 
(unit/mg) 

purification 
(fold) 

yield  
(%) 

culture medium 59.33 109.52 0.54 1 100 
ultrafiltration  71.98 76.686 0.94 1.73 121.32 

phenyl sepharose   31.14 29.60 1.05 1.94 52.49 
Ni2+-ion 

chromatography  
 

13.34 
 

10.03 
 

1.33 
 

2.45 
 

22.49 
amicon 

ultrafiltration 
 

12.97 
 

3.25 
 

3.99 
 

7.369 
 

21.86 
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จากตารางที่ 5-7  เอนไซม H18, N189F8 และ A454N11 ที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์
แลวจะมีปริมาณ 19.48, 22.56 และ 12.97 U/L ตามลําดับ   ซ่ึงมีปริมาณมากพอทีจ่ะนําไปใชใน
การศึกษาขั้นตอไป   แตเมื่อพิจารณาถึงเปอรเซ็นของผลิตภัณฑที่ได (%yield)   พบวาในบาง
ขั้นตอน  เชน ในขั้นตอนหลงัผาน ultrafiltration ของเอนไซม H18, N189F8 และ A454N11 ที่ได
ผลิตภัณฑคิดเปน 119%, 169.27% และ 121.32% ตามลําดับ  หรือในขัน้ตอนหลังผานคอลัมน 
phenyl sepharose  ของเอนไซม H18 (116.75%)  จะเหน็ไดวาเปอรเซ็นของผลิตภัณฑที่ไดจะเกนิ 
100%  อาจจะเปนเพราะวาในขั้นการวดักจิกรรมของเอนไซมกับ 1 mM pNP-Glc นั้น  ผูทําการ
ทดลองใชสารละลายเอนไซมมากเกินไป    ทําใหเอนไซมมีจํานวนมากกวาสับสเตรทที่มีอยู        
500 nmol    ปริมาณกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมด (total activity) จึงมีคาสูงเกินควรจะเปน   สงผล
ถึงเปอรเซ็นของผลิตภัณฑทีไ่ดมีคามากกวาความเปนจริง    

 
และเมื่อพิจารณาถึงปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) จะสังเกตไดวาในบางขั้นตอนจะ

มีปริมาณโปรตีนมากกวาในขั้นตอนกอนหนา  เชน ในขัน้ตอนหลังผาน ultrafiltration ของเอนไซม 
H18 จะมีปริมาณโปรตีน 150.38 mg  ซ่ึงมีปริมาณมากกวาในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีปริมาณโปรตีน 
121.22 mg   โดยหลักการความเปนจริงแลวเมื่อนําอาหารเลี้ยงเชื้อมาผาน ultrafiltration ที่มีรูของ  
แมมเบรนขนาด 30 กิโลดาลตัน  โปรตีนทีม่ีขนาดเล็กกวา 30 กิโลดาลตัน จะถูกกําจดัออกไปเหลือ
แตปริมาณโปรตีนที่มีขนาดใหญกวา 30 กิโลดาลตัน    ดังนั้นอาหารเลีย้งเชื้อหลังการผาน 
ultrafiltration  จะตองมีปริมาณโปรตีนนอยกวาอาหารทีย่ังไมไดผาน ultrafiltration    ที่เปนเชนนี้
อาจเปนเพราะในระหวางการวัดปริมาณโปรตีน  ผูทําการทดลองใชอุปกรณ เชน หลอดทดลอง  tip 
เปนตน ที่ไมสะอาด    อาจมโีปรตีนอื่นติดอยูที่อุปกรณทาํใหคาที่วดัไดมีปริมาณโปรตีนมากกวาที่
ควรจะเปน  นอกจากนีใ้นบางขั้นตอนยังพบวามีปริมาณโปรตีนนอยกวาที่ควรจะเปน เชน  ใน
ขั้นตอนหลังผาน amicon ultra centrifugal filter  ของเอนไซม H18, N189F8 และ A454N11  ซ่ึงมี
ปริมาณโปรตีน 4.13, 4.11  และ 3.25 mg   ตามลําดับ  โดยจะมีปริมาณโปรตีนนอยกวาขั้นตอนหลัง
ผาน คอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography (6.53, 7.99 และ 10.03 mg  ตามลําดับ)   ซ่ึง
โดยทั่วไปแลวกอนผาน amicon ultra centrifugal filter  โปรตีนในสารละลายเอนไซมตองมีขนาด
ใหญกวา 30 กิโลดาลตัน  เนือ่งจากไดผาน ultrafiltration มากอนหนานีแ้ลว   เมื่อนําสารละลายมา
ผาน amicon ultra centrifugal filter  ที่มีรูของ  แมมเบรนขนาด 30 กิโลดาลตัน  จึงเปนเพียงการ
กําจัด imidazole ออกจกาสารละลายเอนไซมเทานั้น   ดงันั้นปริมาณโปรตีนกอนและหลังผาน 
amicon ultra centrifugal filter  จึงควรมีปริมาณเกือบจะเทากัน   แตจากผลการทดลองพบวาหลัง
ผาน amicon ultra centrifugal filter  มีปริมาณโปรตีนนอยกวากอนผาน amicon ultra centrifugal 
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filter   ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะอาหารเลีย้งเชื้อหลังผานขั้นตอน ultrafiltration แลว  จะตองผาน
ขั้นตอนในการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์อีกหลายขั้นตอน  เชน  นําไปผานคอลัมน phenyl sepharose  
การไดอะลิซิสและการผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography   จึงอาจมีการปนเปอนของ
เอนไซมโปรตีเอสในขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งได   ทําใหโปรตีนบางสวนในสารละลายเอนไซมถูก
ตัดจนมีขนาดเล็กกวา 30 กิโลดาลตัน   ดังนั้นจึงทําใหปริมาณโปรตีนหลังผาน amicon ultra 
centrifugal filter  มีนอยกวากอนผาน amicon ultra centrifugal filter     และผลของปริมาณโปรตีนที่
วัดไดก็จะมีผลกระทบตอคา specific activity ของเอนไซมดวย   ทําใหไดคาที่ไมเปนไปตามที่คาด
ไว  เพื่อทีจ่ะแกไขปญหาเหลานี้ผูทําการทดลองควรจะใชสารละลายเอนไซมในอัตราสวนที่
พอเหมาะและควรลางอุปกรณที่ใชในการทดลองใหสะอาด 

 
ในการทดลองระยะแรก  ผูทาํการทดลองไดนําอาหารเลี้ยงเชื้อเซลล P. pastoris ที่ผลิต

เอนไซมริคอมบิแนนตดัลโคชิเนส ไปปรับ pH ใหได pH 8.00 แลวนําไปผานคอลัมน Ni2+-ion 
affinity chromatography โดยไมไดนําไปผานขั้นตอน ultrafiltration  และคอลัมน phenyl sepharose 
ปรากฏวาตองใชระยะเวลานานในการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณมาก
และเมื่อนําไปวิเคราะหดวยวธีิ SDS-PAGE   พบวาไดเอนไซมที่ไมบริสุทธิ์ซ่ึงไมไดแสดงผล  
ดังนั้นจึงตองนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปผานขั้นตอน ultrafiltration เพื่อลดปริมาตร  และนาํไปผาน
คอลัมน phenyl sepharose เพื่อกําจัดโปรตนีที่ไมตองการบางสวนออกไปกอนที่จะนําไปผาน
คอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography 

 
จากรูปเจล SDS-PAGE (ภาพที่ 20a)  เหน็ไดวาเอนไซม H18 (lane 3)  A454N11 (lane 4) 

และ N189F (lane 5)  จะพบแถบโปรตีน 2 แถบซึ่งมีขนาดใหญกวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ (lane 2) ที่
มีขนาดประมาณ 66 กิโลดาลตัน   และแถบโปรตีนของเอนไซม H18, A454N11 และ N189F8 จะมี
ลักษณะเปนปนไมเปนแถบที่คมชัดเหมือนแถบโปรตีนของดัลโคชิเนสธรรมชาติ   เมื่อวิเคราะห
โดยวิธี western  bloting (ภาพที่ 20b) พบวาเอนไซมทุกตวัแสดงผลบนฟลม   แสดงวาเอนไซมทุก
ตัวเปนเอนไซมดัลโคชิเนส    แตผลบนฟลมของเอนไซม H18, A454N11 และ N189F8  จะมี
ลักษณะเปนปนและมีขนาดใหญกวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ    เหมือนกบัผลที่แสดงในรูปเจล SDS-
PAGE   ที่เปนเชนนี้เนื่องมาจากความแตกตางกันของกระบวนการเติมน้ําตาล (glycosylation) 
ระหวางยีสตกบัพืช    การที่พบวาแถบโปรตีนของเอนไซมที่ถูกผลิตมาจากยีสตมีขนาดใหญกวา
แถบโปรตีนของเอนไซมถูกผลิตมาจากพืช  อาจอธิบายไดวา  ในยีสตจะมีการเติมน้าํตาลที่มากกวา
ในพืช   ในระหวางการวิเคราะห SDS-PAGE สายของน้าํตาลจะไปขัดขวางการจับกนัระหวาง SDS 
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กับโปรตีน  ทําใหโปรตีนทีผ่ลิตมาจากยีสตมีประจุลบนอยกวาโปรตนีที่ผลิตมาจากพืชแตโปรตีน
ทั้ง 2 ชนิดนี้จะมีมวลโมเลกลุเทากัน  สงผลใหโปรตีนทีผ่ลิตมาจากยีสตเคลื่อนที่ไดชากวาโปรตีนที่
ผลิตมาจากพืช  แถบโปรตีนที่ปรากฏบนเจล SDS-PAGE จึงมีขนาดใหญกวาความเปนจริง    
นอกจากนี้ความหลากหลายของกระบวนการเติมน้ําตาล (microheterogeneity) เชน  ความยาวของ
สาย poly-N-acetyllactosamine ที่แตกตางกนั  ซ่ึงจะทําใหโปรตีนมีรูปรางหลากหลาย   จึงสงผลให

เกิดลักษณะเปนปนบนเจล SDS-PAGE    และการเติมน้ําตาลบนโปรตีนที่มาก (> 50% 
carbohydrate) ก็จะทําใหปรากฏเปนแถบโปรตีน 2 แถบบนเจล SDS-PAGE ได (Carlsson, 1993) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20 การวิเคราะหโปรตีนของเอนไซมแตละตวัที่ผานขั้นตอนทําใหบริสุทธิ์  ดวยวิธี 

(a) SDS-PAGE ซ่ึงยอมดวย Coomassie brilliant blue และ (b) western blot ซ่ึง
แสดงผลบนฟลม 

 lane 1 =  ขนาดของโปรตีน (กิโลดาลตัน) 
 lane 2 =  ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 lane 3 = H18 
 lane 4 = A454N11 
 lane 5 = N189F8 

(a) (b) 

   1     2      3    4      5 1      2       3     4      5   
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สําหรับการวิเคราะห non-denaturing PAGE (ภาพที่ 21) โดยในแตละ lane ใชเอนไซม
ปริมาณ 0.04 U  แลวตรวจการทํางานของเอนไซมโดยการยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-
D-glucoside    เพื่อแสดงใหเห็นวาแถบโปรตีนที่ปรากฏนั้นเปนแถบโปรตีนของเอนไซมที่แสดง
กิจกรรม   และเมื่อพิจารณาเจลที่ยอมดวย Coomassie brilliant blue ที่ปริมาณเอนไซม 0.04 U  จะ
เห็นไดวาปริมาณโปรตีนของเอนไซมกลายพันธุ N189F8 (ภาพที่ 21a, lane 4) มีปริมาณนอยที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับ lane อ่ืน   แตเมื่อยอมแถบโปรตีนดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-
glucoside (ภาพที่ 21b, lane 4)   เห็นไดชัดเจนวามีกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับเอนไซมชนิดอื่น  แสดงใหเห็นวาเอนไซมกลายพันธุ N189F8 สามารถสลาย 4-
methylumbelliferyl-β-D-glucoside ไดดีทีสุ่ด  ขณะที่ปริมาณโปรตีนของเอนไซมกลายพันธุ 
A454N11 (ภาพที่ 21a, lane 3) มีปริมาณพอๆกับเอนไซม H18 (ภาพที ่21a, lane 2)    แตเอนไซม 
กลายพันธุ A454N11 มีกิจกรรมตอ 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside (ภาพที่ 21b, lane 3) นอย
ที่สุด   สวนเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18 มีกิจกรรมตอ 4-methylumbelliferyl-β-D-
glucoside ใกลเคียงกัน   และการที่แถบโปรตีนของเอนไซม H18, A454N11 และ N189F8 มี
ลักษณะเปนปนก็เพระความแตกตางกันของกระบวนการเติมน้ําตาล (glycosylation) ระหวางยีสต
กับพืชดังที่กลาวมาแลวขางตน   นอกจากนี้การที่แถบโปรตีนของเอนไซม H18, A454N11 และ 
N189F8 มีขนาดเล็กกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ   อาจเปนเพราะประจุ  รูปราง  หรือขนาด 
(จํานวน oligomer) ของเอนไซม H18, A454N11 และ N189F8 ที่ผลิตมาจากยีสตแตกตางกับ
เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติซ่ึงผลิตมาจากพืช 
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ภาพที่ 21 การวิเคราะหแถบโปรตีนดวยวิธี non-denaturing PAGE  (a) ยอมดวย 

Coomassie brilliant blue และ (b) ยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-
glucoside  โดยแตละ lane ใชเอนไซมปริมาณ 0.04 U     

 lane 1 = ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 lane 2 = H18 
 lane 3 = A454N11 

  lane 4 = N189F8 
 
6. การศึกษาจลพลศาสตรของเอนไซม 
 
 คาจลพลศาสตรของเอนไซม 5 ชนิด คือ ดลัโคชิเนสธรรมชาติ  H18  N189F8  A454N11  
และลินามาเรสธรรมชาติ  หาไดจากปริมาณกลูโคสที่เปนผลผลิตจากการสลายสับสเตรท 3 ชนิดคอื 
para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc), dalcochinin glucoside และ ลินามาริน  โดยใช
เอนไซมปริมาณ 0.02 U  ทําปฏิกิริยากับ 0-50 mM pNP-Glc, 0-15 mM dalcochinin glucoside และ 
0-50 mM ลินามาริน ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml  บมที่อุณหภูมิ     

30 °C  เปนเวลา 5 นาที แสดงคาที่ไดดังตารางที่ 8  (กราฟ Michaelis-Menten ของแตละปฏิกิริยา  
แสดงในภาพผนวกที่ ช1-15) 
 

1      2     3    4 1      2     3    4 

(a) (b) 



59 

ตารางที่ 8  คา Km (mM) และ Vmax (mU) ในการสลายสับสเตรทของเอนไซม 
 

pNP-Glc dalcochinin glucoside ลินามาริน  
เอนไซม Km Vmax Km Vmax Km Vmax 

ดัลโคชิเนส 7.35±0.7 174.86±5.3 1.53±0.2 136.04±6.9 N.D. N.D. 
H18 3.73±0.5 182.22±5.7 2.26±0.3 180.69±9.9 N.D. N.D. 

N189F8 1.49±0.2 75.21±1.3 0.45±0.1 11.07±0.3 N.D. N.D. 
A454N11 4.06±0.3 169.68±4.0 2.86±0.3 185.13±6.9 N.D. N.D. 
ลินามาเรส 0.85±0.1 36.44±0.6 N.D. N.D. 0.42±0.1 10.52±0.1 

 
หมายเหตุ  N.D. คือ ไมสามารถหาคาได 
 
 จากตารางที่ 8 จะเห็นไดวาคา Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ H18 และ A454N11 
ในการสลาย pNP-Glc (7.35, 3.73 และ 4.06 mM ตามลําดับ) และ dalcochinin glucoside (1.53, 2.26 
และ 2.86 mM ตามลําดับ)  จะมีคาใกลเคยีงกับ Km ของดัลโคชิเนสธรรมชาติ ที่ไดมีรายงานมากอน
หนานี้คือ 5.37 mM สําหรับการยอยสลาย pNP-Glc (Surarit et al., 1997)   และ 1.68 mM สําหรับ
การยอยสลาย dalcochinin glucoside (Svasti et al., 1999)   เมื่อพิจารณาคา Vmax  จะเหน็วา เอนไซม 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  และ A454N11 มีคา Vmax ในการสลาย pNP-Glc เทากบั 174.86, 182.22 
และ 169.68 mU ตามลําดับ   และคา Vmax ในการสลาย dalcochinin glucoside เทากับ 136.04, 
180.69 และ 185.13 mU ตามลําดับ    แสดงใหเห็นวาเอนไซมทั้ง 3 ตัวนี้มีความสามารถในการยอย
สลาย pNP-Glc และ dalcochinin glucoside ไดดีพอๆกนั  ในทํานองเดียวกันก็ชี้ใหเหน็วาตําแหนง 
Ala454 ของเอนไซมดัลโคชิเนส ไมนาจะเกี่ยวของในปฏิกิริยาการยอยสลาย pNP-Glc และ 
dalcochinin glucoside เพราะเมื่อทําใหเกิดการกลายพันธุแลวไมทําใหเกิดความแตกตางในคา       
จลพลศาสตรตอสับสเตรท 2 ชนิดนี้    เมือ่เปรียบเทียบคาจลนพลศาสตรของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดคือ 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  และ A454N11 กับ เอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ  พบวา Km และ Vmax  
ในการยอยสลาย pNP-Glc ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดจะมีคามากกวาลินามาเรสธรรมชาติ (0.42 mM 
และ 10.52 mU)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ   ชอบจับกับสับสเตรท pNP-Glc ได
ดีแตยอยสลาย  pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซมทั้ง 3 ชนิด   
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เมื่อพิจารณาคาจลนพลศาสตรของเอนไซมกลายพันธุ N189F8   พบวา Km ในการสลาย 
pNP-Glc (1.49 mM) และ dalcochinin glucoside (0.45 mM) ลดลง 5 และ 3 เทา  ตามลําดับ  เมื่อ
เทียบกับคา Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในการยอยสลาย pNP-Glc (7.35 mM) และ 
dalcochinin glucoside (1.53 mM)  ในทํานองเดียวกัน คา Vmax ในการสลาย pNP-Glc (75.21 mU) 
และ dalcochinin glucoside (11.07 mU) ของเอนไซมกลายพันธุ N189F8  ก็ลดลงเมื่อเทียบกับคา 
Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในการยอยสลาย pNP-Glc (174.86 mU) และ dalcochinin 
glucoside (136.04 mU)  เชนเดียวกนั (2 และ 12 เทา ตามลําดับ)   แสดงใหเห็นวาเอนไซม N189F8 
สามารถจับกับสับสเตรท pNP-Glc และ dalcochinin glucoside ไดดกีวาดัลโคชิเนสธรรมชาติ แต
ยอยสลาย pNP-Glc และ dalcochinin ไดไมดีเทาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  แตเมื่อเปรียบเทียบ
คาจลนพลศาสตรของเอนไซมกลายพันธุ N189F8 กับเอนไซม ลินามาเรสธรรมชาติ  จะเห็นวา
เอนไซม N189F8 มีคา Km และ Vmax ในการยอยสลาย pNP-Glc (1.49 mM, 75.21 mU) สูงกวา
เอนไซม ลินามาเรสธรรมชาติ (0.85 mM, 36.44mU) ถึง 2 เทา   ดังนั้นจึงแสดงใหเหน็วา N189F8 
สามารถจับกับสับสเตรท pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซม ลินามาเรสธรรมชาติ แตสลาย pNP-Glc ได
ดีกวา  เพราะฉะนั้นตําแหนง Asn189 นาจะเปนตําแหนงทีม่ีปฏิสัมพันธ (interaction) กบัสับสเตรท  
เมื่อแทนที่กรดอะมิโน Asn189 ดวย Phe ซ่ึงจะสงผลทําใหสภาพแวดลอมบริเวณบริเวณจับอะไกล
โคนของเอนไซมมีความเปน hydrophobic เพิ่มขึ้นแตอาจจะนอยกวาเอนไซมลินามาเรส    สวน   
อะไกลโคนของสับสเตรท pNP-Glc และ dalcochinin glucoside มีความเปน hydrophobic อยูแลว   
จึงสงผลใหเอนไซม N189F8 จับกับสับสเตรททั้ง 2 ตัวนีไ้ดเพิ่มมากขึ้น   หรืออาจกลาวไดวา
เอนไซมกลายพันธุ N189F8 มีคุณสมบัติผสมระหวางเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติกับเอนไซม     
ลินามาเรสธรรมชาติ 
 
 การที่เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  N189F8 และ A454N11 สามารถสลาย              
ลินามารินไดนอย  ทําใหไมสามารถหาคาจลนพลศาสตรของการสลายลินามารินได (ตารางที่ 8)  
อาจเนื่องมาจากสวนอะไกลโคนของ ลินามารินจะมหีมูแทนที่ (substituent) 3 หมู ที่ตอกับคารบอน
อะตอมที่สรางพันธะเบตา-ไกลโคซิดิก   ซ่ึงจะขัดขวางการเขาไปจับของแขนงขาง ในบริเวณ 
บริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมเหลานี้  จึงทําใหไมสามารถเกิดปฏิกริิยาการยอยสลายได   และ
การที่เอนไซมลินามาเรสธรรมชาติไมสามารถยอยสลาย dalcochinin glucoside ได  นาจะเปนเพราะ
สวนอะไกลโคนของ dalcochinin glucoside มีขนาดใหญเกินไปสําหรับบริเวณจับอะไกลโคนของ 
ลินามาเรส 
 



61 

 ในการยอยสลาย pNP-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  จะเห็นไดวาคา Km ที่ไดจาก
การทดลอง (7.35 mM) จะมคีาสูงกวาคา Km ที่ไดรายงานไวกอนหนานีข้องเอนไซม (5.37 mM)  
(Surarit et al., 1997) และ Km ในการยอยสลาย dalcochinin glucoside ของเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ   ที่ไดจากการทดลอง (1.53 mM) ก็มีคานอยกวา Km ที่ไดรายงานไวกอนหนานี้ (1.68 
mM) (Svasti et al., 1999)   ที่เปนเชนนี้อาจเกิดจากผูทําการทดลองขาดความชํานาญและไมมีความ
แมนยําในการทดลองหรืออุปกรณที่ใชวัดไมมีความเทีย่งตรงเทาที่ควร  ทําใหคาที่ไดเกิดความ
คลาดเคลื่อน   แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาจากคา R2 ที่ไดจากกราฟ Michaelis-Menten (ภาพผนวก
ที่ ช1-15) ซ่ึงจะใชโปรแกรม KaleidaGraph (Synergy Software) ในการคํานวณ  พบวามี
คาประมาณ 0.96-0.99 ซ่ึงเปนคาที่พอจะยอมรับได   นอกจากนี้คา Km กับ Vmax ในการสลาย pNP-
Glc และ dalcochinin glucoside ของเอนไซม ดัลโคชิเนสธรรมชาติ (7.35 mM, 174.86 mU และ 
1.53 mM, 136.04 mU) และ H18 (3.73 mM, 182.22 mU และ 2.26 mM, 180.69 mU)  ที่ไดจากการ
ทดลองก็มีความแตกตางกันพอสมควร  ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องจากในการศึกษาจลนพลศาสตรมีความ
คลาดเคลื่อนในการทดลองคอนขางสูงซึ่งดูไดจากเปอรเซ็นความคลาดเคลื่อนที่คํานวณไดจากกราฟ   
ดังนั้นความแตกตางของคา Km กับ Vmax ในการสลาย pNP-Glc และ dalcochinin glucoside ของ
เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติและ H18  ที่ไดจากการทดลองสามารถอนุมานไดวามีความใกลเคยีง
กัน 
 
7. การศึกษาสมบัติของเอนไซมดัลโคชิเนสในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 

นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว 0.02 U  มาทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
(transglucosylation) โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส (glucosyl donor)   และใช 
methanol, ethanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol และ tert-butanol 
ที่ความเขมขนตางๆเปนตัวรับกลูโคส (glucosyl acceptor)  ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมี

ปริมาตรรวม 0.1 ml    แลวบมที่อุณหภูมิ 30 °C พรอมกับเขยา เปนเวลา 20 ชั่วโมง  จากนั้นนําไป
วิเคราะหดวยวธีิโครมาโตกราฟบนชั้นบาง (Thin-Layer Chromatography, TLC)   และ ใช 160 
nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, methyl-glucoside (Met-Glc)  เปนมาตราฐาน (standard)  ซ่ึงผลที่ได
แสดงดังภาพที่ 22-25  และเปรียบเทียบปรมิาณอัลคิลกลูโคไซด (alkyl glucoside) ที่ผลิตไดใน
ตารางที่ 9  โครงสรางของตัวรับกลูโคสที่ใชในการทดลองนี้ไดแสดงไวในภาคผนวก ซ 
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ภาพที่ 22 การวิเคราะหโครมาโตกราฟบนชั้นบางในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส   กับ 

0.9 M C1-C3 แอลกอฮอล โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสชนิดตางๆปริมาณ 
0.02 U ทําปฏิกิริยากับ 10 mM pNP-Glc  และ (a) methanol, (b) ethanol, (c) n-
propanol และ (d) iso-propanol ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมปีริมาตร

รวม 0.1 ml    แลวบมที่อุณหภูมิ 30 °C พรอมกับเขยา เปนเวลา 20 ชัว่โมง:  lane 
1 =  160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc, lane 2 =  ไมเติมแอลกอฮอลใน
ปฏิกิริยา, lane 3 =  ไมเติมเอนไซมในปฏิกริิยา, lane 4 =  H18 ทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล, lane 5 =  A454N11 ทําปฏิกริิยากับแอลกอฮอล, lane 6 =  N189F8 
ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 7 =  ดัลโคชิเนสธรรมชาติทําปฏิกิริยากบั
แอลกอฮอล, lane 8 =  ลินามาเรสธรรมชาติทําปฏิกิริยากบัแอลกอฮอล, lane 9 =  
160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc 

pNP-Glc 
 

pNP-Glc 
 

pNP-Glc 
 

pNP-Glc 

 

Met-Glc Met-Glc 

Met-Glc Met-Glc 

Glucose Glucose 

Glucose Glucose 

  1   2   3   4   5   6  7   8   9  

(a) 0.9 M methanol (b) 0.9 M ethanol 

   1   2   3  4   5   6  7   8   9  

  1   2   3   4  5   6   7   8  9    1   2  3   4   5   6  7   8   9  

(c) 0.9 M  n-propanol  (d) 0.9 M iso-propanol 
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ภาพที่ 23 การวิเคราะหโครมาโตกราฟบนชั้นบางในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส   กับ 

0.9 M C4 แอลกอฮอล โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ชนิดตางๆ ปริมาณ    
0.02 U ทําปฏิกิริยากับ 10 mM pNP-Glc  และ (a) n-butanol, (b) iso-butanol, (c) 
sec-butanol และ (d) tert-butanol  ใน 0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมี

ปริมาตรรวม 0.1 ml    แลวบมที่อุณหภูมิ 30 °C พรอมกับเขยา เปนเวลา 20 
ชั่วโมง:  lane 1 =  160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc, lane 2 =  ไมเติม
แอลกอฮอลในปฏิกิริยา, lane 3 =  ไมเติมเอนไซมในปฏกิิริยา, lane 4 =  H18 ทํา
ปฏิกริิยากับแอลกอฮอล, lane 5 =  A454N11 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 6 
=  N189F8 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 7 =  ดัลโคชิเนสธรรมชาติทํา
ปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 8 =  ลินามาเรสธรรมชาติทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล, lane 9 =  160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc 

(c) 0.9 M sec-butanol (d) 0.9 M tert-butanol 

pNP-Glc 

Met-Glc 

Glucose 

(b) 0.9 M iso-butanol 

1   2   3  4   5   6   7  8   9  

  1   2   3  4   5   6   7   8  9  

pNP-Glc 

Met-Glc 

Glucose 

1   2   3   4  5   6   7  8   9  

pNP-Glc 

Met-Glc 
Glucose 

pNP-Glc 

Met-Glc 

Glucose 

1   2   3  4   5   6  7   8   9  

(a) 0.9 M n-butanol 
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ภาพที่ 24 การวิเคราะหโครมาโตกราฟบนชั้นบางในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  กับ 
methanol และ ethanol ที่ความเขมขนสูง  โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ชนิด
ตางๆ ปริมาณ 0.02 U ทําปฏิกิริยากับ 10 mM pNP-Glc  และ (a) 5 M methanol, 
(b) 10 M methanol, (c) 5 M ethanolและ (d) 10 M ethanol  ใน 0.1 M sodium 

acetate, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml    แลวบมที่อุณหภูมิ 30 °C พรอมกับ
เขยา เปนเวลา 20 ช่ัวโมง:  lane 1 =  160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc, 
lane 2 =  ไมเติมแอลกอฮอลในปฏกิิริยา, lane 3 =  ไมเติมเอนไซมในปฏิกิริยา, 
lane 4 =  H18 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 5 =  A454N11 ทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล, lane 6 =  N189F8 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 7 =  ดลัโค
ชิเนสธรรมชาติทําปฏิกิริยากบัแอลกอฮอล, lane 8 =  ลินามาเรสธรรมชาติทํา
ปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 9 =  160 nmol ของ กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc 

(a) 5 M methanol (b) 10 M methanol 

(c) 5 M ethanol (d) 10 M ethanol 

1   2   3   4   5  6   7  8   9  

  1   2   3  4   5   6   7   8  9  

pNP-Glc pNP-Glc 

pNP-Glc 

Met-Glc Met-Glc 

Met-Glc 

Glucose Glucose 

Glucose Glucose 

pNP-Glc 

Met-Glc 

  1   2   3   4   5   6   7  8  9  

  1   2   3  4   5  6   7   8   9  
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ภาพที่ 25 การวิเคราะหโครมาโตกราฟบนชั้นบางในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  กับ 
C3 และ C4 แอลกอฮอล ที่ความเขมขนสูง  โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
ชนิดตางๆ ปริมาณ 0.02 U ทําปฏิกิริยากับ 10 mM pNP-Glc เปน glucosyl donor 
และใช (a) 5 M n-propanol, (b) 5 M iso-propanol, และ (c) 5 M tert-butanol ใน 
0.1 M sodium acetate, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml    แลวบมที่อุณหภูมิ    

30 °C พรอมกับเขยา เปนเวลา 20 ช่ัวโมง:  lane 1 =  160 nmol ของ กลูโคส, 
pNP-Glc, Met-Glc, lane 2 =  ไมเติมแอลกอฮอลในปฏิกิริยา, lane 3 =  ไมเติม
เอนไซมในปฏิกิริยา, lane 4 =  H18 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 5 =  
A454N11 ทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 6 =  N189F8 ทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล, lane 7 =  ดัลโคชิเนสธรรมชาติทําปฏิกิริยากบัแอลกอฮอล, lane 8 =  
ลินามาเรสธรรมชาติทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล, lane 9 =  160 nmol ของ 
กลูโคส, pNP-Glc, Met-Glc 

(b) 5 M iso-propanol 

(c) 5 M tert-butanol 

pNP-Glc 

pNP-Glc 

Met-Glc 
Glucose 

(a) 5 M n-propanol 

pNP-Glc 

Met-Glc 

Glucose 

 1   2   3   4   5  6   7   8  9  

Met-Glc 

Glucose 

  1   2   3  4   5   6   7   8  9  

  1   2   3  4   5   6   7   8  9  
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ตารางที่ 9  ปริมาณอัลคิลดลูโคไซดที่ปรากฏในปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  ภาพที่ 22-25 
 

glucosyl 
acceptor 

ความเขมขน
(M) 

%v/v H18 
 

A454N11 
 

N189F8 
 

ดัลโคชิเนส 
ธรรมชาต ิ

ลินามาเรส
ธรรมชาต ิ

primary alcohols 
methanol 
 
 
ethanol 
 
 
n-propanol 
 
n-butanol 
iso-butanol 

 
0.9 
5.0 
10.0 
0.9 
5.0 

10.0* 
0.9 
5.0* 
0.9 
0.9 

 
3.6 

20.2 
40.5 
5.2 

29.2 
58.3 
6.7 

37.4 
8.2 
8.3 

 
++ 

+++ 
+++ 
++ 

+++ 
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+++ 
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+++ 
+++ 
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+++ 
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+++ 
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+++ 
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+++ 
+++ 
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+++a 
++ 

+++a 
+++a 

 
++ 

+++ 
+++ 
++ 

+++ 
++ 

+++ 
++ 

+++ 
+++ 

 
+++ 

+++b 
+++b 
+++a 
+++b 
+++b 
+++b 
++b 

+++b 
+++b 

secondary 
alcohols 
iso-propanol 
sec-butanol 

 
0.9 
5.0 
0.9 

 
6.9 

38.3 
8.3 

 
+ 

++ 
+ 

 
+ 

++ 
+ 

 
+ 

++ 
+ 

 
+ 

++ 
+ 

 
+++a 
+++b 
+++a 

tertiary alcohols 
tert-butanol 

 
0.9 
5.0* 

 
8.5 

47.1 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
++a 
++b 

 
 หมายเหต ุ  -  = ไมมีปริมาณอลัคิลกลูโคไซดเลย 

  +  = มีปริมาณอัลคิลกลูโคไซดนอยมาก 
  ++  = มีปริมาณอัลคิลกลูโคไซดนอย 
  +++  = มีปริมาณอัลคิลกลูโคไซดมาก 
  a = มีปริมาณกลูโคสเหลืออยูใน lane นอย 
  b = มีปริมาณกลูโคสเหลืออยูใน lane นอยมาก 
  * = มีปริมาณ pNP-Glc เหลืออยูใน lane  
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จากภาพที่ 22-25 และตารางที่ 9  จะเห็นไดวาในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  โดยใช C1-
C4 แอลกอฮอล ที่ความเขมขนตางๆ  เปนตัวรับกลูโคสนั้นไดผลดังนี ้

 
 1. ในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับแอลกอฮอลปฐมภูมิ (methanol, ethanol, n-
propanol, iso-butanol) ที่มีความเขมขน 0.9 M พบวาเอนไซมลินามาเรสธรรมชาติสามารถ
สังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดดีที่สุด  รองลงมาคือเอนไซมกลายพันธุ N189F8 ซ่ึงสามารถ
สังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  และ  A454N11    เมื่อ
พิจารณาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  H18  และ  A454N11  จะพบวาเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้มี
ความสามารถในการสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดดีพอๆกัน   เมื่อเพิ่มความเขมขนของแอลกอฮอล 
(5, 10 M methanol, 5, 10 M ethanol, 5 M n-propanol, 5 M iso-butanol)  พบวาในการเรงปฏิกิริยา
ยายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ทุกตัวจะเกิดไดดีขึ้น  ซ่ึงสังเกตไดจากปริมาณกลูโคส
ที่เหลือนอยลง 
 2. ในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส กับแอลกอฮอลทุติยภูมิ (iso-propanol, sec-butanol) ที่
มีความเขมขน 0.9 M  จะเหน็ไดวาเอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ สามารถสังเคราะหอัลคิล             
กลูโคไซดไดดีที่สุด   สวนเอนไซมชนิดอืน่ๆสามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดเทาๆกัน    เมื่อ
ความเขมขนของแอลกอฮอลเพิ่มขึ้น (5 M iso-propanol)  พบวาในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทุกตัวจะเกดิไดดีขึน้  ซ่ึงสังเกตไดจากปริมาณกลูโคสที่เหลือนอยลง
และปริมาณอลัคิลกลูโคไซดที่เพิ่มมากขึน้ 
 3. ในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับแอลกอฮอลตติยภูมิ (tert-butanol) ที่มีความเขมขน 
0.9 M  จะเห็นไดวาเอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ สามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดดีที่สุด   
สวนเอนไซมชนิดอื่นๆไมสามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดไดเลยแมจะเพิ่มความเขมขนของ
แอลกอฮอล (5 M tert-butanol) ขึ้นแลวก็ตาม 
 
 จากการทดลองจะเห็นไดวาเอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ จะเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
โดยใช C1-C4 แอลกอฮอล ที่ความเขมขนตางๆ เปนตัวรับกลูโคสไดดีที่สุด    สําหรับเอนไซม H18 
สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ (methanol, ethanol, n-propanol, n-
butanol และ iso-butanol) เปนตัวรับกลูโคสไดดี  และสามารถใชแอลกอฮอลทุติยภูมิ (iso-propanol 
และ sec-butanol) เปนตวัรับกลูโคสไดเล็กนอย  แตไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมิ (tert-butanol) 
เปนตัวรับกลูโคสได  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโครงสรางของ tert-butanol คลายคลึงกับโครงสรางของ
สวนอะไกลโคนของลินามาริน  นั่นคือ มหีมูแทนที่ (substituent) 3 หมู ที่ตอกับคารบอนอะตอมที่
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สรางพันธะเบตา-ไกลโคซิดิก    ซ่ึงผลการทดลองยายหมูกลูโคส  สอดคลองกับการศึกษา
จลนพลศาสตรของเอนไซม H18 ที่พบวาเอนไซมไมสามารถยอยสลายลินามาริน ได    เมื่อพิจารณา
จากผลการทดลองในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ของเอนไซม H18 กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ 
พบวาคลายคลงึกับดัลโคชิเนสธรรมชาติ ดังที่เคยมีรายงานมากอน (Lirdprapamongkol and Svasti, 
2000)  ดังนั้นเราสามารถนําเอนไซม H18 หรือรีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส มาใชในการศึกษาปฏิกิริยา
ยายหมูกลูโคสแทนดัลโคชิเนสธรรมชาติได 
 
 สําหรับเอนไซมกลายพันธุ A454N11 จะเหน็ไดวามีคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสกับแอลกอฮอล ปฐมภูมิและทุตยิภมูิที่ความเขมขนตางๆ คลายคลึงกับเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ และ H18   และไมสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส กับแอลกอฮอลตติยภูมิได
เชนเดยีวกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18  ชี้ใหเห็นวาเอนไซม A454N11 มีคุณสมบัติใน
การเรงปฏิกิรยายายหมูกลูโคสคลายคลึงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18   หรืออาจจะ
กลาวอีกนยัหนึ่งวาตําแหนง A454 ของเอนไซมดัลโคชิเนส ไมนาจะเกี่ยวของในปฏิกิริยายายหมู
กลูโคส   ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม A454N11 ที่พบวามคีุณสมบัติ
คลายคลึงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18   
 
 สวนเอนไซมกลายพันธุ N189F8 สามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตวัรับกลูโคส ในการ
เรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18  เนื่องมาจากวาเมื่อทํา
การเปลี่ยนกรดอะมิโนแอสปาราจีนไปเปนกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนในเอนไซมกลายพันธุ 
N189F8    ทําใหสภาพแวดลอมบริเวณจบัอะไกลโคนมีความเปน hydrophobic เพิม่มากขึ้น  
เอนไซมกลายพันธุ N189F8 จึงสามารถใชแอลกอฮอลเปนตัวรับกลูโคสในปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
ไดดีขึ้น  เพราะแอลกอฮอลเปนสารที่มีความเปน hydrophobic       เอนไซมกลายพันธุ N189F8 
สามารถใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตวัรับกลูโคสในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดเทาๆเอนไซม 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ H18   อาจเปนเพราะแอลกอฮอลทุติยภูมิมีหมูเมธิล 2 หมูตอกับ carbinol 
carbon  ซ่ึงอาจจะมีสวนขัดขวางการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนสในการเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสกับแอลกอฮอลทุติยภูมิได  และการที่เอนไซมกลายพันธุ N189F8 ไมสามารถใชแอลกอฮอล
ตติยภูมเิปนตวัรับกลูโคสได  เนื่องจากโครงสรางของ tert-butanol คลายคลึงกับโครงสรางของสวน 
อะไกลโคนของลินามาริน  ดังที่กลาวมาแลวขางตน  ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาจลนพลศาสตรของ
เอนไซมกลายพันธุ N189F8 ที่พบวาไมสามารถยอยลินามารินได 
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 ในแอลกอฮอลบางตัวเชน n-butanol, iso-butanol และ sec-butanol จะมีขอจํากัดในการเพิ่ม
ความเขมขน  เชนที่ความเขมขน 10 M ปริมาตรแอลกอฮอลที่เติมลงไปจะมากกวาปริมาตรรวม
ทั้งหมดที่ใชในการทําปฏิกิริยา   หรือที่ความเขมขนสูงๆ ความสามารถในการละลายของ
แอลกอฮอลเหลานี้จะลดลง   นอกจากนี้เมือ่สังเกตในปฏกิิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลที่
ความเขมขนสงูเปนตัวรับกลูโคส  จะพบวามี pNP-Glc หลงเหลืออยู  อาจเปนเพราะแอลกอฮอลที่มี
ความเขมขนสงู  จะไปทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ    ดังนัน้ในการเปรียบเทียบปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลชนิดตางๆ เปนตัวรับกลูโคสควรจะใชแอลกอฮอลที่ความเขมขนต่ํา (เชน

ที่ 0.9 M)  หรือการที่นําเอนไซมมาทําละลายบอยๆ (ที่อุณหภูมิสูงกวา -20 °C) ก็สงผลใหเกดิความ
เสื่อมสภาพของเอนไซมไดเชนกัน 
 
 อยางไรก็ตามการทดลองนี้เปนการวดัปริมาณสารโดยวธีิการสังเกตดวยตา  ผลที่ไดจึงมี
ความนาเชื่อถือในระดับหนึง่และไมสามารถบอกความแตกตางในเชิงปริมาณได  ถาจะใหมีความ
แมนยํามากขึน้ตองนําผลของโครมาโตกราฟบนชั้นบางที่ไดไปวิเคราะหดวยเครื่อง densitometer 
และเทียบกับกราฟมาตรฐานของ กลูโคส, methyl glucoside และ pNP-Glc    หรือตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมโดยวิธีหยุดการทํางานของเอนไซมดวย
น้ําตาล 2’,4’-dinitrophenyl-2-deoxy-2-fluoro-β-D-glucopyranoside  จากนั้นบมเอนไซมที่ไม
ทํางานนี้กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ    แลวทําการวัดอัตรา reactivation ของเอนไซม  (Hommalai et 
al., 2005) 
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สรุป 
 

จากการโคลนยีนดัลโคชิเนสเขาสู Pichia pastoris (GS115) จะพบกิจกรรมของเอนไซม    
รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อทําการเหนี่ยวนําใหเกดิการแสดงออกดวย 
0.5%(v/v) methanol  เมื่อนําอาหารที่ไดไปผานกระบวนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดังที่กลาวมาแลว  
พบวาเอนไซมที่ไดมีปริมาณมากพอที่จะนาํไปใชในการศึกษาตอไป (19.48 U/L)   และเมื่อพิจารณา
จากรูปเจลในการวิเคราะห SDS-PAGE พบวาเอนไซมทีไ่ดคอนขางบรสุิทธิ์  แตรีคอมบิแนนต     
ดัลโคชิเนสที่ไดมีขนาดใหญกวาดัลโคชิเนส ที่พบตามธรรมชาติ  อาจเนื่องมาจากกระบวนการเติม
น้ําตาลที่แตกตางกันระหวางยีสตกับพืช     รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนสที่บริสุทธิ์สามารถยอยสลาย 4-
methylumbelliferyl-β-D-glucoside, para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) และ 
dalcochinin-glucoside ได  แตไมสามารถยอยสลายลินามารินได  และสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสกับแอลกอฮอลชนิดตางๆคลายคลึงกับดัลโคชิเนสที่พบตามธรรมชาติ   ดังนัน้เราสามารถนํา 
รีคอมบิแนนตดัลโคชิเนสที่ไดไปใชในการศึกษาคุณสมบตัิของเอนไซมดัลโคชิเนสในขั้นตอๆไป
ได 
 
 จากการเปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากขาวโพด 
(ZmGlu1) กับดัลโคชิเนสและลินามาเรส    พรอมกับตรวจสอบตําแหนงของแขนงขาง (side chain) 
ในโครงสรางจําลองของเอนไซมดัลโคชิเนส   พบวากรดอะมิโน N189 และ A454 ของดัลโคชิเนส 
ซ่ึงตรงกับกรดอะมิโน F205 และ N472 ของลินามาเรส  เปนตําแหนงทีอ่ยูในบริเวณจบัอะไกลโคน   
ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดสรางเอนไซมกลายพันธุ N189F และ A454N  ซ่ึงเปนการแทนที่กรด 
อะมิโนแอสปาราจีนที่ตําแหนง 189 และกรดอะมิโนอะลานีนที่ตําแหนง 454 ของดัลโคชิเนสดวย
กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนและแอสปาราจนีของลินามาเรส ตามลําดับ   จากการศึกษา
จลนพลศาสตรของเอนไซมกลายพันธุ N189F และ A454N พบวาตําแหนง N189 และ A454 ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ไมนาจะมีสวนเกี่ยวของกับการยอยสลายลินามาริน   แตตําแหนง N189 นาจะ
เปนตําแหนงทีสํ่าคัญตอการยอยสลาย pNP-Glc และ dalcochinin-glucoside  
 
 เมื่อศึกษาการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส กบั แอลกอฮอล C1-C4 ที่ความเขมขน 0.9 M  
พบวาตําแหนง N189 ของเอนไซมดัลโคชิเนส  อาจจะเปนตําแหนงสําคัญที่จะชวยเพิม่
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิใหดยีิ่งขึ้น   สวน A454 
ของเอนไซมดลัโคชิเนส  ไมนาจะเกี่ยวของกับการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส   และตาํแหนงทั้ง 2 นี้
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ของเอนไซมดลัโคชิเนส  ไมมีผลตอการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกับแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิ  ซ่ึง
สอดคลองกับคาจลนพลศาสตรของเอนไซมกลายพันธุทั้ง 2 ตัว  ที่ไมสามารถยอยสลายลินามาริน 
ได   เนื่องจากโครงสรางในสวนอะไกลโคน ของลินามารินคลายคลึงกับโครงสรางของแอลกอฮอล
ชนิดตติยภูม ิ
 
 ดังนั้นถาจะเพิม่ประสิทธิภาพของเอนไซม ดัลโคชิเนส ใหสามารถยอยสลาย ลินามาริน 
และเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส กับแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิได   ควรทาํการกลายพันธุที่ตําแหนงอืน่
ที่มีลําดับกรดอะมิโนแตกตางกันระหวางเอนไซม ดัลโคชิเนส กับ ลินามาเรส  และคิดวากรด       
อะมิโนนั้นนาจะปฏิสัมพันธ (interaction) กับกรดอะมิโนตรงบริเวณบริเวณจับอะไกลโคน แลว
สงผลใหสามารถยอยสลายลินามาริน และเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสกบัแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิได    
หรือทําการกลายพันธุมากกวา 1 ตําแหนงพรอมกัน (multiple mutation)  
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ภาคผนวก ก 
กราฟมาตราฐาน 
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1. กราฟมาตรฐานของโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเขมขน           
0-25 μg/ml  

 
2. กราฟมาตรฐานของ para-nitrophenyl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐานของ pNP ที่มีความเขมขน 0-1  μmol/L  

y = 0.0245x
R2 = 0.9761
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y = 10.364x
R2 = 0.9966
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3. กราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ก3  กราฟมาตรฐานของกลูโคส ที่มีปริมาณ 0-0.3 μmol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณ glucose (μmol) 

y = 2.1733x
R2 = 0.9975
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสาร 
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1. ปริมาณสารที่ใชเตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel ในการวิเคราะหอิเลคโตรโฟรี
ซิสแบบ เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจล (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis หรือ SDS-PAGE) 

  
ตารางผนวกที ่ข1  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม SDS-PAGE  
 

สาร 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากลั่น 2050 μl 3050 μl 
30% T, 2.67% C  polyacrylamide 1650 μl 650 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1250 μl - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 1250 μl 
10% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS) 50 μl 50 μl 
10% (w/v) ammonium persulfate 50 μl 50 μl 
TEMED 15 μl 10 μl 

 
2. ปริมาณสารที่ใชเตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel ในการวิเคราะหอิเลคโตรโฟรี
ซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลิอะคริลาไมดเจล (non-denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis หรือ non-denaturing PAGE) 
 
ตารางผนวกที ่ข2  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม non-denaturing PAGE 
 

สาร 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากลั่น 2248 μl 2200 μl 
30% T, 2.67% C  polyacrylamide 1250 μl 500 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1250 μl - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 1250 μl 
0.2 M EDTA, pH 6.9 - 50 μl 
10% (w/v) ammonium persulfate 50 μl 50 μl 
TEMED 15 μl 10 μl 
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ภาคผนวก ค 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG 
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1. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His6-TRBG โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
GNCTTCTGANTTTTAANGACTTTNACNGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGAT
TTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGA
TGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTG
CCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAG
GGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCAGGCCATCATCATCATCATCATATTGACTTTGCAAAAGAAGT
CCGTGAAACCATTACTGAGGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCC
TCCTCTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGAT
AGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGAT
ATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAA
CCAAACAGGAGTTGACTACTACACAGGCTCATCATGAGTCCTGGCCNATGGCTTACNCATTGTANCATTTTCATGG
GATCTNCNCAGCCTGGAGGATGAGTACGGGGCTCTTAATCTACGTGTAATGATTCCANATNGCGATTTTGCTCCAT
TTTGGNATNGGTANCNTGGATNNCTANTAGCNCNNCNCCNNATGGTTNTNGGNNTTNCCGNCANTNCNNNNACCNT
NCNGGGGGNGGNGAATTTGNNNCNNCNNNTNNNNNNNCNGTNANNNTNGANNAGGNNG 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 882  ttttaacgacttttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacga 941 
            |||||| |||||| |  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 11   ttttaangactttnacngacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacga  70 
 
Query: 942  tgagatttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctc1001 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 71   tgagatttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctc 130 
  
Query: 1002 cagtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggtt1061 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 131  cagtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggtt 190 
 
Query: 1062 actcagatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaata1121 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 191  actcagatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaata 250 
 
Query: 1122 acgggttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtat1181 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 251  acgggttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtat 310 
 
Query: 1182 ctctcgagaaaagagaggctgaagctgcaggcnnnnnnnnnnnnnnnnnnattgactttg1241 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||                  |||||||||| 
Sbjct: 311  ctctcgagaaaagagaggctgaagctgcaggccatcatcatcatcatcatattgactttg 370 
 
Query: 1242 caaaagaagtccgtgaaaccattactgaggttcctccattcaaccgaagctgttttcctt1301 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 371  caaaagaagtccgtgaaaccattactgaggttcctccattcaaccgaagctgttttcctt 430 
 
Query: 1302 cagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtac1361 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 431  cagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtac 490 
 
Query: 1362 caagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacg1421 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 491  caagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacg 550 
 
Query: 1422 gagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggata1481 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 551  gagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggata 610 
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Query: 1482 tgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtaggg1541 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 611  tgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtaggg 670 
 
Query: 1542 ttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcac1601 
            ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| ||||||||||| ||||||| | 
Sbjct: 671  ttagtggaggcat-aaccaaacaggagttgactactac-acaggctcatc-atgagtc-c 726 
 
Query: 1602 tggccaatggc 1612 
            ||||| ||||| 
Sbjct: 727  tggccnatggc  737 

 
2. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His6-TRBG โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GNCCTCATGTNTTGGGACAGCATCNTCCNTCGNTACCAGNTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGAT
AACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCT
ATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCT
CCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTG
GCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCT
TCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAA
GCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGA
TGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGA
TCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTC
CTTGCACGTAGTTTNGGGTTATACCGCTTTCAATAGCACATCAGATCAAATGCTACCCAGCGATNTCTGACTTCNA
TGTGGATGGTTATGGACCCCTTANGCAGNANGNTTCNNATGCTGCATACTANTNGAATCNATGCTANTTCTNNATC
ANCNANTNNTAGGNTCTTGATTTTGGATANTTNCCCTNNTNNNCNATNNTGNTNNNNGCCCNNTCNCNACNNTNCN
TNNNNNGGGTTNGGCNNCCCGNGTNTTCNAGNCNNTNNTTNGANNNCNGNNCNNGNNNANNCNNNGNNNNNNNNTN
CTNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNCNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1314 ttgggacagcatcctcc-tcg-taccag-tatgaaggtgagggcagagtaccaagtatat1370 
            ||||||||||||| ||| ||| |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 12   ttgggacagcatcntccntcgntaccagntatgaaggtgagggcagagtaccaagtatat  71 
                                                                         
Query: 1371 gggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttg1430 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 72   gggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttg 131 
                                                                         
Query: 1431 cagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttgg1490 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 132  cagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttgg 191 
                                                                         
Query: 1491 atgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggag1550 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 192  atgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggag 251 
                                                                        
Query: 1551 gcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatg1610 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 252  gcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatg 311 
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Query: 1611 gcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagt1670 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 312  gcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagt 371 
                                                                         
Query: 1671 acggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgct1730 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 372  acggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgct 431 
                                                                        
Query: 1731 tccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttca1790 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 432  tccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttca 491 
                                                                        
Query: 1791 ccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatc1850 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 492  ccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatc 551 
                                                                        
Query: 1851 caacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcc1910 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 552  caacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcc 611 
                                                                        
Query: 1911 tttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggta1970 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 612  tttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggta 671 
                                                                        
Query: 1971 caataggcatttccttgcacgtagttt-gggttataccgctttcaaatagcacatcagat2029 
            ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct: 672  caataggcatttccttgcacgtagtttngggttataccgctttc-aatagcacatcagat 730 
                                                                 
Query: 2030 caaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggaccc 2082 
            | ||||||||||||||||| || |||||||  |||||||||| |||||||||| 
Sbjct: 731  c-aaatgctacccagcgatntc-tgacttc-natgtggatgg-ttatggaccc 779 

 
3. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His6-TRBG โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
GCTTTTGCTTCCNTTTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAA
TGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCA
GGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGT
ATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGNCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACAT
CAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTA
TCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGT
TCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCAC
CTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACANTCCTTTG
GTTNACATCACTGAAAATGGTATANATGANAAGAATGATGCATCACTATCACTGAGGATCTTGATAGACACTATAN
ATTGATAGTATNTCGCCTCTCTTTATGTCGANATCANTAGTCGGCCCAANTGAAGGATTTTGCTGGNNTGTGGACA
CTTGATGGCNAGGTNNNTCNAATGGATNNTTGGGACNNCNCTGANAATCCANCCNGNANGGNANTTTNGNCNTNNA
ANGCATGATTNCCNGNANGCTNCNNNNGAAAANCNNGGNAGNCGGGTNGGTTNAANNCNAGTNNNCCCNNNNNGNN
NNCNGNNAGNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNCNNNCCGNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNGNNGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
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Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1725 tttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaa1784 
            |||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 4    tttgcttccntttatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaa 63 
                                                                       
Query: 1785 tcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgt1844 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 64   tcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgt 123 
                                                                         
Query: 1845 acaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacc1904 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 124  acaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacc 183 
                                                                         
Query: 1905 tgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcaga1964 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 184  tgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcaga 243 
                                                                         
Query: 1965 aaggtacaataggcatttccttg-cacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcaca2023 
            ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 244  aaggtacaataggcatttccttgncacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcaca 303 
                                                                         
Query: 2024 tcagatcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggaccca2083 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 304  tcagatcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggaccca 363 
                                                                         
Query: 2084 cttacagcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaag2143 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 364  cttacagcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaag 423 
                                                                        
Query: 2144 tttactacagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactat2203 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 424  tttactacagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactat 483 
                                                                        
Query: 2204 tacaccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctc2263 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 484  tacaccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctc 543 
                                                                       
Query: 2264 acagatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgact2323 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 544  acagatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgact 603 
                                                                         
Query: 2324 ccctcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaag2383 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 604  ccctcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaag 663 
                                                                        
Query: 2384 gaaaagtataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgat2443 
            ||||||||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||| |||| ||||||||| 
Sbjct: 664  gaaaagtataacantcctttggttnacatcactgaaaatggtatanatganaagaatgat 723 
                          
Query: 2444 gcatcactatcact 2457 
            |||||||||||||| 
Sbjct: 724  gcatcactatcact 737 
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4. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His6-TRBG โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
ANNNNGNTTACCACAGANTCANGCCAAATTAGTTANGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACT
AACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTAC
AGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAAT
GATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTAT
GTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGG
CTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGC
AACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGG
AGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAAGACAAACCCAGTGGGGCATTGAAGGCTTTCCGCGGTTGGTCCTAGGG
GTTCTATTCTAGAACAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGCGACATCATCATCATCATCATGAGTT
GTANCNTANACNGACNGTCCNCGTTCAGTGGGGCCTACANANACGGCTGCNAATCTATCAAAGAGTCNAAGCCTTG
CGNAAGCGNTCNTNGACNNNANNGACNAATAGANNNGGNNNGNNNCNNNACGCNANNCNNCCNNAANTNGGGGGGA
NNNNTGGTNGTCCCCCANNAANGACNNGNCCNNNANNCNNNCNNGCNCNCNACNNNNCNCGGNCNGGAANTNNANN
NNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNGNGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNGNNNGGNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His6-TRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2155 tcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa2214 
            ||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 19   tcangccaaattagttangggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa 78 
                                                                         
Query: 2215 ctatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctca2274 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 79   ctatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctca 138 
                                                                        
Query: 2275 agtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatg2334 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 139  agtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatg 198 
                                                                         
Query: 2335 gatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataa2394 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 199  gatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataa 258 
                                                                         
Query: 2395 caatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatc2454 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 259  caatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatc 318 
                                                                        
Query: 2455 acttgaggaatcctt-gatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctctttt2513 
            ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 319  acttgaggaatccttggatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctctttt 378 
                                                                       
Query: 2514 atgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgt2573 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 379  atgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgt 438 
                                                                        
Query: 2574 tggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaact2633 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 439  tggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaact 498 
                                                                       
Query: 2634 acactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcac2693 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 499  acactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcac 558 
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Query: 2694 gtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaa2753 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 559  gtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaa 618 
                                                                        
Query: 2754 cgatgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggctttccgcggttgg2813 
            |||||||||||||||||||||||||  || |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 619  cgatgatcaaggaagaaaagacaaa--cccagtggggcattgaaggctttccgcggttgg 676 
                                                                       
Query: 2814 ttcctaggggttctattctagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatagcgccg2873 
             ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 677  -tcctaggggttctattctagaac-aaaactcatctcagaagaggatctgaatagcgccg 734 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG 
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1. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His8-truncTRBG โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
NCTTCTGANTTTNACNGACTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTT

CCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGNTCAACACTACAACAGAAGAT

GAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC

CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGG

GGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTC

AACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAG

TACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGT

TGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATC

TCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGC

TCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTCATTGGGATCTNCNCAAGCCTGGGAGG

ATGAGTACGGNGGCTTCTTAATCATAGCGTGGTAATGATTTCCAGACTATGCGGATCTTNGCTNCCAATTTNTTGG

ANATAGGGTAAANCN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 893  tttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct 952 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 20   tttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct  79 
                                                                         
Query: 953  tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccag-tcaacac1011 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct: 80   tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagntcaacac 139 
                                                                         
Query: 1012 tacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattt1071 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 140  tacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattt 199 
                                                                         
Query: 1072 agaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttatt1131 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 200  agaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttatt 259 
                                                                         
Query: 1132 gtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaa1191 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 260  gtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaa 319 
                                
Query: 1192 aagagaggctgaagctgca 1210 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 320  aagagaggctgaagctgca 338 
 
Query: 1271 gttcctccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcc1330 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 369  gttcctccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcc 428 
                                                                         
Query: 1331 tcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaa1390 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 429  tcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaa 488 
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Query: 1391 tatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgc1450 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 489  tatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgc 548 
                                                                         
Query: 1451 tataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatc1510 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 549  tataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatc 608 
                                                                         
Query: 1511 tcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagtt1570 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 609  tcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagtt 668 
                                                                         
Query: 1571 gactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaacc1630 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 669  gactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaacc 728 
                                                                         
Query: 1631 atttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcat1690 
            | |||||||||||||| | | ||||||| ||||||||||||||| |||||||| |||||| 
Sbjct: 729  a-ttttcattgggatc-tncncaagcctgggaggatgagtacggnggcttctt-aatcat 785 
                                                                         
Query: 1691 agcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagg1750 
            ||||| || |||||||||| |||||||||||||||| ||| ||||||  ||||| ||||| 
Sbjct: 786  agcgtggt-aatgatttcc-agactatgcggatcttngctnccaatttnttgganatagg 843 
                  
Query: 1751 gtaaa 1755 
            ||||| 
Sbjct: 844  gtaaa 848 

 
2. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His8-truncTRBG โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
ANACCTCANTTNTTGGGACAGCATCNTCCCCGNTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATA

ACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTA

TAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGNGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCT

CCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTG

GCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGGAGGATGAGTACGGTGGC

TTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAA

AGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCG

ATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTG

ATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTT

CCTTGCACGTAGTTGGGGTTATACCGCTTTCAATAGCACATCAGATCAAATGCTACCNGCGATATCTTGACTCCCA

TGTGGATGGTTATGGACCCCTTNCNGCAGGAAGNTTCCNNATAGCNTGCAATATCTANTNGG 
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Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1311 tttttgggacagcatcctcctcg-taccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtata1369 
            || ||||||||||||| ||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 10   ttnttgggacagcatcntccccgntaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtata  69 
                                                                         
Query: 1370 tgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgtt1429 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 70   tgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgtt 129 
                                                                         
Query: 1430 gcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttg1489 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 130  gcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttg 189 
                                                                         
Query: 1490 -gatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg1548 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 190  ngatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg 249 
                                                                         
Query: 1549 aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa1608 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 250  aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa 309 
                                                                         
Query: 1609 tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttgg-aggatg1667 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct: 310  tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttgggaggatg 369 
                                                                         
Query: 1668 agtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatcttt1727 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 370  agtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatcttt 429 
                                                                         
Query: 1728 gcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatct1787 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 430  gcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatct 489 
                                                                         
Query: 1788 tcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtaca1847 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 490  tcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtaca 549 
                                                                         
Query: 1848 atccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctga1907 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 550  atccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctga 609 
                                                                         
Query: 1908 tcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaag1967 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 610  tcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaag 669 
                                                                         
Query: 1968 gtacaataggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcag2027 
            ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 670  gtacaataggcatttccttgcacgtagttggggttataccgctttc-aatagcacatcag 728 
                                                                         
Query: 2028 atcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccactta2087 
            ||| |||||||| || ||||||||||||| || ||||||||||| |||||||||| |||  
Sbjct: 729  atc-aaatgcta-ccngcgatatcttgac-tcccatgtggatgg-ttatggaccc-cttn 783 
                                                     
Query: 2088 cagcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttgg 2127 
            | |||||||| | |||  ||||| ||||||||||| | || 
Sbjct: 784  cngcaggaagnt-tccnnatagcntgcaatatctantngg 822 
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3. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His8-truncTRBG โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
NTNCNNNNNNNNNNNNNNNNCTTCTGCNTNCAANTTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAG

CCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAA

CTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGT

CCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGNCACGTAGTTTGGGTTAT

ACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGAC

CCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATC

AAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGA

TGCGTCANCATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAGTCACTCTCCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTT

ATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCCAAAGGACTNCNANATTGGTGGCTTTACTTCAAGG

GAAAAGTTTAACAANCCNTTGGTTTACATCCCNGGAAAATGGTTTNNATNANAAAAATGNTGCCCNCCNTNCCCNT

GGGGGANNCCCGGANNACCCCNTNNTANAANGGANNNTTTTNNCNCCCCCCCNTTTNNNTCCNANNGNNANTNNGC

TNGGCCCAANNGTAAAGNNTTTTNNNNGGGGCCTNGGGGG 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1736 ttatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcg1795 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 35   ttatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcg 94 
                                                                         
Query: 1796 aatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaact1855 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 95   aatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaact 154 
                                                                         
Query: 1856 tgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttct1915 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 155  tgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttct 214 
                                                                         
Query: 1916 catgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaata1975 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 215  catgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaata 274 
                                                                         
Query: 1976 ggcatttccttg-cacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaa2034 
            |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 275  ggcatttccttgncacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaa 334 
                                                                         
Query: 2035 tgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcagg2094 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 335  tgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcagg 394 
                                                                         
Query: 2095 aaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacaga2154 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 395  aaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacaga 454 
                                                                         
Query: 2155 tcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa2214 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 455  tcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa 514 
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Query: 2215 ctatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctca2274 
            ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct: 515  ctatgctaccaaatcagatgcgtcancatgctgcccacctagttacctcacagatcctc- 573 
 
                                                                         
Query: 2275 agtcactct-cttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggat2333 
            ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 574  agtcactctccttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggat 633 
 
                                                                         
Query: 2334 ggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaa-ggaaaagtat2392 
            |||||||||||||||| |||||||| | | ||| || |||||||||||| |||||||| | 
Sbjct: 634  ggatgtgcatttatcccaaaggactncnanattggtggctttacttcaagggaaaagttt 693 
 
                                                                   
Query: 2393 aacaatcctttggtttacatcact-gaaaatggtatagatgagaagaatgatgc 2445 
            ||||| || |||||||||||| |  ||||||||| |  || | || |||| ||| 
Sbjct: 694  aacaanccnttggtttacatcccnggaaaatggtttnnatnanaaaaatgntgc 747 

 
4. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His8-truncTRBG โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
NGGTCCTACAGANCANGCCAAANTTAGTTANGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTA

TGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAA

CGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGT

TGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGC

ATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGNATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCG

ATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAG

GGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT

GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTT

ATCAACGATGATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTNGATCTAGATCTTAATCACTA

GTGAATTCGCGGCCGCCTNCAGTACGTANAATCACGTGGNCCCAGCCGGCCGNCTCGGATCGGTACCNCNANCCGG

GGNGGCNGCCANCTTTCTAAAACAAAACCCNTCNCAAAANAGGATCTGAATAGCGCCGNCGACCATCNTCNTNTTN

TTNTTGG 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2148 ctacagatcaagccaaa-ttagttaagggttcatttgattttattggactaaactattac2206 
            ||||||| || |||||| ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 6    ctacagancangccaaanttagttangggttcatttgattttattggactaaactattac  65 
                                                                         
Query: 2207 accactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcaca2266 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 66   accactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcaca 125 
                                                                         
Query: 2267 gatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccc2326 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 126  gatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccc 185 
                                                                         
Query: 2327 tcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaa2386 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 186  tcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaa 245 
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Query: 2387 aagtataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgca2446 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 246  aagtataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgca 305 
                                                                         
Query: 2447 tcactatcacttgaggaatccttg-atagacacttatagaattgatagttattatcgtca2505 
            |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 306  tcactatcacttgaggaatccttgnatagacacttatagaattgatagttattatcgtca 365 
                                                                         
Query: 2506 tctcttttatgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatg2565 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 366  tctcttttatgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatg 425 
                                                                         
Query: 2566 gtcattgttggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattt2625 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 426  gtcattgttggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattt 485 
                                                                         
Query: 2626 tgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattt2685 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 486  tgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattt 545 
                                                                         
Query: 2686 tctggcacgtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggag2745 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 546  tctggcacgtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggag 605 
                                                                       
Query: 2746 cttatcaacgatgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttt 2803 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 606  cttatcaacgatgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttt 663 
 
Query: 2839 aaaactcatctcagaagaggatctgaatagcgccgtcgac 2878 
            ||||| | || || || |||||||||||||||||| |||| 
Sbjct: 784  aaaacccntcncaaaanaggatctgaatagcgccgncgac 823 

 
5. ผลของการหาลําดับเบสของยีน His8-truncTRBG โดยใชไพรเมอร TRF4 
 
ANTGGCCATTGTTGGACACTTTGAANTGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACAC

TACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAA

TTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGG

GCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGTACGTAGAATTCACGTGGC

CCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAG

AGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGT

TCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAG

AGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCT

TCTCGTACGAGCTNGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTGGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCAT

TCGAGTTTGATGTTTTCTTGGTATTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAAATTAGTGAGACTTCGTTTGTGCGGAT

CCCCACACACNATAGCTTCAAAANGTTCCTACNCCTTTTTACCCCNCCAAATTTCTCGGACTCGGGCATCGCCGTA

CNCTTCAAANCCCAAGCCCGNNTNCTANTT 
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Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนส His8-truncTRBG ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF4 
 
Query: 2564 tggtcattgttggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatat2623 
            ||| ||||||||||||  ||  | |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 3    tggccattgttggacactttgaantgggctgagggttatacatcacgatttggattatat  62 
                                                                         
Query: 2624 tttgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtat2683 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 63   tttgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtat 122 
                                                                         
Query: 2684 tttctggcacgtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatgg2743 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 123  tttctggcacgtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatgg 182 
                                                                         
Query: 2744 agcttatcaacgatgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttt2803 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 183  agcttatcaacgatgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttt 242 
 
Query: 2829 ttctagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatagcgccgtcgacnnnnnnnnnn2888 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||           
Sbjct: 354  ttctagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatc 413 
                                                                         
Query: 2889 nnnnnnnntgagtttgtagccttagacatgactgttcctcagttcaagttgggcacttac2948 
                    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 414  atcatcattgagtttgtagccttagacatgactgttcctcagttcaagttgggcacttac 473 
                                                                         
Query: 2949 gagaagaccggtcttgctagattctaatcaagaggatgtcagaatgccatttgcctgaga3008 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 474  gagaagaccggtcttgctagattctaatcaagaggatgtcagaatgccatttgcctgaga 533 
                                                                         
Query: 3009 gatgcaggcttcatttttgatacttttttatttgtaacctatatagtataggannnnnnn3068 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||        
Sbjct: 534  gatgcaggcttcatttttgatacttttttatttgtaacctatatagtataggattttttt 593 
                                                                         
Query: 3069 ngtcattttgtttcttctcgtacgagcttgctcctgatcagcctatctcgcagctgatga3128 
             ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 594  tgtcattttgtttcttctcgtacgagctngctcctgatcagcctatctcgcagctgatga 653 
                                                                         
Query: 3129 atatcttgtggtaggggtttgggaaaatcattcgagtttgatgtttttcttggtatttcc3188 
            |||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||| 
Sbjct: 654  atatctggtggtaggggtttgggaaaatcattcgagtttgatg-ttttcttggta-ttcc 711 
                                                                         
Query: 3189 cactcctcttcagagtacagaagattaagtgagaccttcgtttgtgcggatcccccacac3248 
            |||||||||||||||||||||| ||| ||||||| |||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct: 712  cactcctcttcagagtacagaaaatt-agtgaga-cttcgtttgtgcggat-ccccacac 768 
                                                                         
Query: 3249 accatagcttcaaaatgtttctactccttttttactcttccagattttctcggactccgc3308 
            || |||||||||||| ||| |||| || ||||||| |  ||| | ||||||||||| ||  
Sbjct: 769  acnatagcttcaaaangttcctacncc-tttttaccccncca-aatttctcggact-cgg 825 
                         
Query: 3309 gcatcgccgtac 3320 
            |||||||||||| 
Sbjct: 826  gcatcgccgtac 837 
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ภาคผนวก จ 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F 
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1. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CNTCTTGAGTTTNACNGACNTTTAACNGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGAT
TTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGNTCAACACTACAACAGAAG
ATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTT
GCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAA
GGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCAT
TCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAG
AGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCA
GTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCA
TCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCTTAACCAAACAGGAGTTGACTACTACACNGGC
TCNTCANGAGTCCTGGCCANGGGCTAACNCCNTTGTANCNTTTTCATGGGATCTNCCNANCCTGGGGGNTGAGTCG
GGGGTTTTAATCNTANNGTGNAANGNTTCCCAAANTNGNGGNTTTGGTNCCANTNTTGGGAN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 889  gacttttaac-gacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagat 947 
            ||| |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 17   gacntttaacngacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagat  76 
 
Query: 948  ttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccag-tc1006 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 77   ttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagntc 136 
 
Query: 1007 aacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactca1066 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 137  aacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactca 196 
 
Query: 1067 gatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacggg1126 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 197  gatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacggg 256 
 
Query: 1127 ttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctc1186 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 257  ttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctc 316 
 
Query: 1187 gagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcct1246 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 317  gagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcct 376 
 
Query: 1247 ccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtac1306 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 377  ccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtac 436 
 
Query: 1307 cagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcca1366 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 437  cagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcca 496 
 
Query: 1367 gaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataag1426 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 497  gaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataag 556 
 
Query: 1427 aaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctgg1486 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 557  aaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctgg 616 
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Query: 1487 cctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactac1546 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 617  cctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggc-ttaaccaaacaggagttgactac 675 

 
2. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGAGGACTTCANTGTTTTGNGGACAGCNTCNTCCCTCGNTACCAGNTATGAACGGTGAGGGCAGAGTACCAAGNT
ATATGGGATAACTTCACCCACCAANTATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAA
TTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGC
CTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAA
TGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGGAGGATGA
GTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGA
GATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTG
CACCAGGTCGATGTNCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACANAGACTTATCTGGTTGC
GCNCAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTCCAAAGGAAGTTNCNGGACCTCNNAANGNTCNANN
NGGCTTTCCNTGNCCNTNNTTTGGGGTTTNNCCCCTTCCAATTGCCCNTNNNATCNAANGGNNNCCCCNNNANTTT
TGANTNCCNNNTNGGGGNGGNTTTNGGGCCCCCNTNCCNNNGGGGGGGGNTNCCCNANNNNCNNCCNANTNNNNNN
GGGGANNCNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1316 ggtgagggcagagtaccaag-tatatgggataacttcacccaccaa-tatccagaaaaga1373 
            |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 55   ggtgagggcagagtaccaagntatatgggataacttcacccaccaantatccagaaaaga 114 
 
Query: 1374 tagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggata1433 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 115  tagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggata 174 
 
Query: 1434 ttgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaa1493 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 175  ttgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaa 234 
 
Query: 1494 ttctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaaca1553 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 235  ttctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaaca 294 
 
Query: 1554 ggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcattggg1613 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 295  ggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcattggg 354 
 
Query: 1614 atcttccacaagccttgg-aggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaat1672 
            |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 355  atcttccacaagccttgggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaat 414 
 
Query: 1673 gatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattgg1732 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 415  gatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattgg 474 
 
Query: 1733 attacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgtttgggtatgcatacggtatgtttgca1792 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 475  attacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgtttgggtatgcatacggtatgtttgca 534 
 
Query: 1793 ccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagag1852 
            |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 535  ccaggtcgatgtnctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcaggaacanag 594 
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Query: 1853 acttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaa1912 
            |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct: 595  acttatctggttgcgcncaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtccaaa 654 

 
3. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธ N189F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTTCTGCNTNCAANTTATTTGGACGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAACTGA
GCCATCAANTCTTCACCGCGNTNTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATC
CAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAAC
TGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGNCACGTAGTTTGGGT
TATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATG
GACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAG
ATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATC
AGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCANCGCAATGGGGTC
TTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCNAAAGGACTCCANATTTGGTNGCTTTACTTCA
NGGAAAGTATAACAANCCTTTGGNTTNCATCCCTGAAAATGGTNTAANTGAAAANAATGATGCCTCCCNNTCCCTG
GNGGAATCCTNGANNAACCCTTTTNAAATNGNANGNTNTNNCCNCCCCCCNTTTNNGTNCCAANNGNNAATAGGNT
NGGNCCAAA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1706 ttatttgga-gatagggtaaagcattggattacactaaa-tgagccatcaa-tcttcacc1762 
            ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||||| 
Sbjct: 34   ttatttggacgatagggtaaagcattggattacactaaactgagccatcaantcttcacc 93 
 
Query: 1763 gcgtt-tgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatcc1821 
            ||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 94   gcgntntgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatcc 153 
 
Query: 1822 aacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcct1881 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 154  aacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcct 213 
 
Query: 1882 ttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtac1941 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 214  ttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtac 273 
 
Query: 1942 aataggcatttccttg-cacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatc2000 
            |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 274  aataggcatttccttgncacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatc 333 
 
Query: 2001 aaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacag2060 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 334  aaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacag 393 
 
Query: 2061 caggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttacta2120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 394  caggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttacta 453 
 
Query: 2121 cagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacacca2180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 454  cagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacacca 513 
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Query: 2181 ctaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatc2240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 514  ctaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatc 573 
 
Query: 2241 ctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcag2300 
            |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 574  ctcaagtcactctcttacagcancgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcag 633 
 
Query: 2301 gatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagt2360 
            ||||||||||||||||||| |||||||| |    || || ||||||||||| || ||||| 
Sbjct: 634  gatggatgtgcatttatccnaaaggactccanatttggtngctttacttcangg-aaagt 692 
 
Query: 2361 ataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcac2420 
            ||||||| ||||||| || |||| ||||||||||| ||  ||| || |||||||| || | 
Sbjct: 693  ataacaancctttggnttncatccctgaaaatggtntaantgaaaanaatgatgcctccc 752 
 
Query: 2421 tatcacttgaggaatccttga 2441 
              || || | |||||||| || 
Sbjct: 753  nntccctggnggaatcctnga 773 

 
4. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
NNNNNGNCCNTACAGANCANGCCAAACTTAGTTANGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTA
ACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGNTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTAC
AGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAAT
GATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGNATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTAT
GTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGG
CTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGC
AACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATNGGAAATTTAGCACAAAGGCAAGATGGGC
TTATCAACGATGATCAGGAAGAAAGACAAACCCAGTGGGGCATGAAGNCTTNGANNAAATCTNANCNCTANTGATT
CCNGGCNCCTGCNNACGTAAATCCCGTGNCCANCGGGCNNTCGGATCGNNCCCAACCCGGGGGCCCCANNTTNTAA
AAAAACCCTTCCNAAAAGGNTTNNANNNNNCNNNANNNTNNNNNNNNT 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2119 tacagatcaagccaaa-ttagttaagggttcatttgattttattggactaaactattaca2177 
            |||||| || |||||| ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 11   tacagancangccaaacttagttangggttcatttgattttattggactaaactattaca  70 
 
Query: 2178 ccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctag-ttacctcaca2236 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 
Sbjct: 71   ccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagnttacctcaca 130 
 
Query: 2237 gatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccc2296 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 131  gatcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccc 190 
 
Query: 2297 tcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaa2356 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 191  tcaggatggatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaa 250 
 
Query: 2357 aagtataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgca2416 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 251  aagtataacaatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgca 310 
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Query: 2417 tcactatcacttgaggaatccttg-atagacacttatagaattgatagttattatcgtca2475 
            |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 311  tcactatcacttgaggaatccttgnatagacacttatagaattgatagttattatcgtca 370 
Query: 2476 tctcttttatgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatg2535 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 371  tctcttttatgttcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatg 430 
 
Query: 2536 gtcattgttggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattt2595 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 431  gtcattgttggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattt 490 
 
Query: 2596 tgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattt2655 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 491  tgtgaactacactactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattt 550 
 
Query: 2656 tctggcacgtgatcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggag2715 
            ||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||||||| |||||||||||||| | 
Sbjct: 551  tctggcacgtgatcaagagagtgctaaatnggaaa-tttagca-caaaggcaagatgg-g 607 
 
Query: 2716 cttatcaacgatgatcaaggaagaaa 2741 
            |||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct: 608  cttatcaacgatgatc-aggaagaaa 632 
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ภาคผนวก ฉ 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N 
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1. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CNTCNTGANNTTNACNGACNTTTAACNGACANCTTGANAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGAT
TTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGNTCAACACTACAACAGAAG
ATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTT
GCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAA
GGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCAT
TCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAG
AGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCA
GTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTNGGATGCTTATAGAATGTCCA
TCTCCTGGCCTANAATCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCNTAACCNAACNGGGGTTGNCTACTACACCNGGC
TCNTCAATGAGTCNNGGGCCANGGGCTNACCCCNTTGGNANCCTTTTNCATNGGGACCTNCCNAANCNTGGGNGAN
GNNNCCGGGGGNNNCTNAANCNNANNGNNGNAAANNNTTNCCAAAANNTNGGGGNTNTT 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 889  gacttttaac-gacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagat 947 
            ||| |||||| |||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 17   gacntttaacngacancttganaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagat  76 
 
Query: 948  ttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccag-tc1006 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 77   ttccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagntc 136 
 
Query: 1007 aacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactca1066 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 137  aacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactca 196 
 
Query: 1067 gatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacggg1126 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 197  gatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacggg 256 
 
Query: 1127 ttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctc1186 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 257  ttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctc 316 
 
Query: 1187 gagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcct1246 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 317  gagaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcct 376 
 
Query: 1247 ccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtac1306 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 377  ccattcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtac 436 
 
Query: 1307 cagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcca1366 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 437  cagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatcca 496 
 
Query: 1367 gaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataag1426 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 497  gaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataag 556 
 
Query: 1427 aaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctgg1486 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 557  aaggatattgcaatcatgaaggatatgaactnggatgcttatagaatgtccatctcctgg 616 
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Query: 1487 cctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactac1546 
            |||| || |||||||||||||||||||||||||||| | |||| ||| || |||| |||| 
Sbjct: 617  cctanaa-tctcccaacgggtagggttagtggaggcnt-aaccnaacnggggttgnctac 674 
 
Query: 1547 tacaacaggctcatcaatgagtcactggcca 1577 
            |||| | ||||| ||||||||||   ||||| 
Sbjct: 675  tacaccnggctcntcaatgagtcnngggcca 705 

 
2. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGGCCTCANGTTTTGGGACAGCANCNTCCCCGNTACCTGNTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGA
TAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAANTTTCACCG
CTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATT
CTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCAC
TGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGG
CTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTA
AAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTC
GATGTTCTCCATCGTACANCCAACTNGCACAGGTGGGGATGCAGGAACANANACTTATCTGGTTGCGCCCAACCTG
ATCCTTTCTCNTGCAGNAACGGNCNAGTGTCAAANGGANTTTCNGNACNTCNNAAGGNNCATNGGCNTTCCCTGNC
CNTNNTTGGGNTTNNCCNTTTCAANNNCCCNCCNATCAAANGCNCCCCNNNNNNNNGNCCCCCNNNGGGGGGGGNT
NNGGGCCCCNTNCCCNGGGGGGNCCCCAANNCNGCNNNNNNNTNGGNANCNNNNCCNA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1282 ttttgggacagcatcctcctcg-taccag-tatgaaggtgagggcagagtaccaagtata1339 
            ||||||||||||| | ||| || |||| | |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 12   ttttgggacagcancntccccgntacctgntatgaaggtgagggcagagtaccaagtata  71 
 
Query: 1340 tgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgtt1399 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 72   tgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgtt 131 
 
Query: 1400 gcagttgaccaa-tttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaactt1458 
            |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 132  gcagttgaccaantttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaactt 191 
 
Query: 1459 ggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg1518 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 192  ggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtgg 251 
 
Query: 1519 aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa1578 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 252  aggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaa 311 
 
Query: 1579 tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatga1638 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 312  tggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatga 371 
 
Query: 1639 gtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttg1698 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 372  gtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttg 431 
 
Query: 1699 cttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatctt1758 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 432  cttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatctt 491 
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Query: 1759 caccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaa1818 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct: 492  caccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtac-a 550 
 
Query: 1819 tccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgat1878 
             |||||| ||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct: 551  nccaactngcacaggtggggatgcaggaacananacttatctggttgcgcccaacctgat 610 
 
Query: 1879 cctttctcatgcagcaac 1896 
            |||||||| ||||| ||| 
Sbjct: 611  cctttctcntgcagnaac 628 

 
3. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
GNNNNNCTTCTGCNTTCAANTTATTTGGACGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAANTCTTC
ACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTG
GGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAA
AAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAAT
AGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAG
GAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGT
TAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGC
TGCCCACCTNGTTNCCTCACANATCCTCAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTNTNGGTCCGNGACNC
CCCNGGATGGATNNGCTTTNTCCAAAGGACTCCAAATTNTNGNTTNCNNCAGGNAANGNTANNANCCTTGGNTTNC
NNCCNNAAANGGNTNNANNAAAAANNNNNCNCCNNNCCNNNGGNACCCNNNNNANCNNTNNAANNNNNNNNNNNCN
CNCCCCNNNNNNNCNNNNNNNNNGNNNGNNCNANNNAANNNTTTNNNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1700 ttccaattatttgga-gatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaa-tct1757 
            ||| | ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct: 15   ttcaanttatttggacgatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaantct  74 
 
Query: 1758 tcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtaca1817 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 75   tcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtaca 134 
 
Query: 1818 atccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctga1877 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 135  atccaacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctga 194 
 
Query: 1878 tcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaag1937 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 195  tcctttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaag 254 
 
Query: 1938 gtacaataggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcag1997 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 255  gtacaataggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcag 314 
 
Query: 1998 atcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccactta2057 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 315  atcaaaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccactta 374 
 
Query: 2058 cagcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagttta2117 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 375  cagcaggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagttta 434 
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Query: 2118 ctacagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattaca2177 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 435  ctacagatcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattaca 494 
 
Query: 2178 ccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacag2237 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| |||||||  
Sbjct: 495  ccactaactatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctngttncctcacan 554 
 
Query: 2238 atcctcaagtcactctcttacagcaacgcaatggggtctt 2277 
            |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 555  atcctc-agtcactctcttacagcaacgcaatggggtctt 593 

 
4. ผลของการหาลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
NNNNNGTCTCNTACTNANNANGCCAAANTTAGTTANGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACT
AACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGNTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTA
CAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAG
ATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAA
TGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGNATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTA
TGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGG
AATGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTG
CAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATNGGAANTTTAGCACCAAAGGCAAGATGG
AGCTNTCACCGATGATCAGGAAGAAAGACAAAACCCANGNGGGGCATGGANGNTTTNGANCTAAATCTAACCCNAN
NGAATCCNGNCCCCTNCNNNCNTNAANTCCCNTGGCCNNCCGGCGNCCGGATCGGNCCCAANCCGGGGGGCNCCCN
NTTTNTAAAAAAAACCCNCCCNAAANGGNNNNGANNNNNCCNNNANNNANNNNNNNANNTNGGNNNGGGCCCNNAA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ A454N ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2132 aaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct2191 
            || ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 26   aanttagttangggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct  85 
 
Query: 2192 accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctag-ttacctcacagatcctcaagtcac2250 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 86   accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagnttacctcacagatcctcaagtcac 145 
 
Query: 2251 tctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtg2310 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 146  tctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtg 205 
 
Query: 2311 catttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcc2370 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 206  catttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcc 265 
 
Query: 2371 tttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttga2430 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 266  tttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttga 325 
 
Query: 2431 ggaatccttg-atagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttc2489 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 326  ggaatccttgnatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttc 385 
 
Query: 2490 gatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggaca2549 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 386  gatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggaca 445 
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Query: 2550 actttgaatggaatgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacacta2609 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 446  actttgaatggaatgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacacta 505 
 
Query: 2610 ctttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatc2669 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 506  ctttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatc 565 
 
Query: 2670 aagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatga2729 
            ||||||||||||||| || || ||||||||||||||||||||||||| | ||| |||||| 
Sbjct: 566  aagagagtgctaaatngg-aantttagcaccaaaggcaagatggagc-tntcaccgatga 623 
 
Query: 2730 tcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcat 2763 
            || |||||| |||||||||||||| | ||||||| 
Sbjct: 624  tc-aggaag-aaagacaaaacccangnggggcat 655 
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ภาคผนวก ช 
กราฟ Michaelis-Menten  
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1. กราฟ Michaelis-Menten ของดัลโคชิเนสธรรมชาติตอสับสเตรท pNP-Glc  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช1  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ตอสับสเตรทpNP-
Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 

 
2. กราฟ Michaelis-Menten ของ ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ตอสับสเตรท dalcochinin glucoside  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช2  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ตอสับสเตรท 

dalcochinin glucoside ตามสมการของ Michaelis-Menten 
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3. กราฟ Michaelis-Menten ของ ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ตอสับสเตรท ลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช3  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ตอสับสเตรท       

ลินามาริน ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 

4. กราฟ Michaelis-Menten ของ H18 ตอสับสเตรท pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ช4  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ H18 ตอสับสเตรท pNP-Glc ตามสมการ

ของ Michaelis-Menten 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 10 20 30 40 50

linamarin (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

90.114228.75m1 
260.18624.39m2 

NA0.27491Chisq

NA0.99912R2



112 

0

50

100

150

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dal-Glc (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

9.9398180.69m1 
0.342432.2653m2 

NA648.3Chisq

NA0.9778R2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 10 20 30 40 50

linamarin (mM)

y = (m1*M0)/(m2+M0)
ErrorValue

33.055102.98m1 
95.403262.17m2 

NA0.98479Chisq

NA0.99657R2

5. กราฟ Michaelis-Menten ของ H18 ตอสับสเตรท dalcochinin glucoside 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช5  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ H18 ตอสับสเตรท dalcochinin 

glucoside ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
6. กราฟ Michaelis-Menten ของ H18 ตอสับสเตรท ลินามาริน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช6  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ H18 ตอสับสเตรท ลินามาริน ตาม  

สมการของ Michaelis-Menten 
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7. กราฟ Michaelis-Menten ของ N189F8 ตอสับสเตรท pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช7  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ N189F8 ตอสับสเตรท pNP-Glc ตาม

สมการของ Michaelis-Menten 
 
8. กราฟ Michaelis-Menten ของ N189F8 ตอสับสเตรท dalcochinin glucoside 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช8  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ N189F8 ตอสับสเตรท dalcochinin 

glucoside ตามสมการของ Michaelis-Menten 
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9. กราฟ Michaelis-Menten ของ N189F8 ตอสับสเตรท ลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช9  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ N189F8 ตอสับสเตรทลินามาริน ตาม

สมการของ Michaelis-Menten 
 
10. กราฟ Michaelis-Menten ของ A454N11 ตอสับสเตรท pNP-Glc 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ช10  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ A454N11 ตอสับสเตรท pNP-Glc ตาม
สมการของ Michaelis-Menten 
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11. กราฟ Michaelis-Menten ของ A454N11 ตอสับสเตรท dalcochinin glucoside 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช11  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ A454N11 ตอสับสเตรท dalcochinin 

glucoside ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
12. กราฟ Michaelis-Menten ของ A454N11 ตอสับสเตรท ลินามาริน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช12  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ A454N11 ตอสับสเตรท ลินามาริน ตาม

สมการของ Michaelis-Menten 
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13. กราฟ Michaelis-Menten ของ ลินามาเรสธรรมชาติ ตอสับสเตรท pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช13  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ลินามาเรสธรรมชาติ ตอสับสเตรท 

pNP-Glc ตามสมการของ Michaelis-Menten 
 
14. กราฟ Michaelis-Menten ของลินามาเรสธรรมชาติ ตอสับสเตรท dalcochinin glucoside 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช14  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ลินามาเรสธรรมชาติ ตอสับสเตรท 

dalcochinin glucoside ตามสมการของ Michaelis-Menten 
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15. กราฟ Michaelis-Menten ของลินามาเรสธรรมชาติ  ตอสับสเตรท ลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช15  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของ ลินามาเรสธรรมชาติ ตอสับสเตรท      

ลินามาริน ตามสมการของ Michaelis-Menten 
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ภาคผนวก ซ 
โครงสรางของแอลกอฮอลที่ใชเปนตัวรับกลูโคส 
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แอลกอฮอลปฐมภูมิ      แอลกอฮอลทุติยภูมิ 
 
methanol       iso-Propanol 

CH3-OH     CH3-CH-OH 
 

ethanol      sec-Butanol 
CH3-CH2-OH     CH3-CH2-CH-OH 

 
n-Propanol      แอลกอฮอลตติยภูม ิ

    tert-Butanol 
CH3-CH2-CH2-OH      

CH3-C-OH 
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CH3-CH2-CH2-OH 
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