


 

วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

การแสดงออกและสมบติัของเอนไซมเ์คราติเนสจากเซลลลู์กผสมสายพนัธ์ุ Escherichia และ 
สายพนัธ์ุ Pichia 

 
Expression and Characterization of Keratinase from Recombinant Escherichia and Pichia Strains 

 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นายเจนวชิญ ์ พฤฑฒิกุล 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ) 

พ.ศ. 2555    



เจนวิชญ  พฤฑฒิกุล  2555: การแสดงออกและสมบัติของเอนไซมเคราติเนส               
จากเซลลลูกผสมสายพันธุ Escherichia และสายพันธุ Pichia  ปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑติ (เทคโนโลยีชีวภาพ) สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: ผูชวยศาสตราจารยสุทธิพันธุ  แกวสมพงษ, Ph.D.  
108 หนา 
 
 

Bacillus licheniformis KUB-K0006 เปนแหลงผลิตเอนไซมเคราติเนสที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายขนไกไดสูง ซ่ึงสามารถนําไปใชในกระบวนการผลิตขนไกปนเพื่อใชเปนแหลง
โปรตีนในอาหารสัตว แตอยางไรก็ตามเช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 มีการสรางเมือกใน
ระหวางการเจริญทําใหผลผลิตเอนไซมลดลง ดังนั้นจึงศึกษาการโคลนและแสดงออกของ   
ยีนเคราติเนสจากเชื้อ B. licheniformis KUB-K0006 ในเซลลเจาบานอ่ืน เพื่อสรางเซลลลูกผสมท่ี
สามารถผลิตและหล่ังเอนไซมเคราติเนสออกสูภายนอกเซลลไดในระดับสูง โดยออกแบบ   
ไพรเมอรเพื่อเพิ่มจํานวนยีนเคราติเนสและเช่ือมตอยีนเขากับเวคเตอรสําหรับการแสดงออก   
คือ pFLAG-CTS และ pPICZα B ถายโอนเขาสู Escherichia coli Rosetta และ TOP10 และ Pichia 
pastoris  Y11430 ตามลําดับ พบวายีนเคราติเนสสามารถแสดงออกในระบบ E. coli และ   
P. pastoris ได ผลการตรวจสอบรีคอมบิแนนทเคราติเนสจากเซลลลูกผสม E. coli ท้ัง 2 สายพันธุ 
ดวยวิธี SDS-PAGE พบรีคอมบิแนนทเคราติเนสขนาด 54 กิโลดาลตัน แตไมสามารถหาคา
กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสและคากิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสได ในขณะท่ีเซลลลูกผสม 
P. pastoris สามารถผลิตรีคอมบิแนนทเคราติเนสที่มีขนาด 47 กิโลดาลตัน รีคอมบิแนนท   
เคราติเนสท่ีผลิตสามารถหล่ังออกสูภายนอกเซลล และแสดงคากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส 
10.46 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตไมสามารถหาคากิจกรรมของเอนไซมเคราติเนสจากการใชขนไกบด
เปนสับสเทรต 
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Bacillus licheniformis KUB-K0006 is an effective source of keratinase. This enzyme 
can be used in feather meal preparation as protein source in feed. However, the yield of enzyme 
production was decreased because the large amount of mucus was produced during bacterial 
growth. Cloning and expression of keratinase gene from B. licheniformis KUB-K0006 were 
done to construct the recombinant strains that could produce and secrete high level of  
keratinolytic enzyme. To express the keratinase gene, the primer pairs were designed to amplify 
the gene fragment. The keratinase gene was ligated into pFLAG-CTS and pPICZα B expression 
vector and transformed into Escherichia coli Rosetta and TOP10 and Pichia pastoris  Y11430, 
respectively. Keratinase was successfully expressed in the E. coli and P. pastoris  expression 
system. The recombinant keratinase from recombinant E. coli, using SDS-PAGE, was 54 kDa 
protein. However, protease and keratinase activity were not detected. The recombinant               
P. pastoris  could express 47 kDa protein in the culture medium. The protease activity of 10.46  
u/ml was observed but keratinase activity using feather meal as substrate was not detected. 
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โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคดัเลือก YPD agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ Zeocin 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
การตรวจสอบยนีเคราติเนสบนโครโมโซมของเซลลลู์กผสม Pichia pastoris 
Y11430 (pPKER) ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 
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(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 

32 การตรวจสอบโปรตีนในน ้าเล้ียงเซลล์ (crude enzyme) จาก Pichia pastoris  
Y11430 (pPKER-1) เปรียบเทียบกบั Pichia pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม
และ Pichia pastoris Y11430 (pPICZα B) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบ     
เอสดีเอส-เพจ 70 

33 การตรวจสอบโปรตีนในน ้าเล้ียงเซลล์ (crude enzyme) จาก Pichia pastoris 
Y11430 (pPKER-2) เปรียบเทียบกบั Pichia pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม
และ Pichia pastoris Y11430 (pPICZα B) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบ      
เอสดีเอส-เพจ 
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34 การตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยขนไก่ของเซลลย์สีตลู์กผสมหลงัจากยอ่ย
เป็นเวลา 14 วนั 
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ภาพผนวกที่ 

   
ค1 

 
 

ค2 
 
 

ค3 
 
 

ค4 

แสดงค่า Rf กบั ค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใชห้ามวลโมเลกุล
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกท่ีผลิตจาก
เซลลลู์กผสม Escherichia coli Rosetta (pFKER) 
แสดงค่า Rf กบั ค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใชห้ามวลโมเลกุล
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกท่ีผลิตจาก
เซลลลู์กผสม Escherichia coli TOP10 (pFKER) 
แสดงค่า Rf กบั ค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใชห้ามวลโมเลกุล
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม Pichia 
pastoris Y11430 (pPKER-1) 
แสดงค่า Rf กบั ค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใชห้ามวลโมเลกุล
ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม Pichia 
pastoris Y11430 (pPKER-2)  
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การแสดงออกและสมบัติของเอนไซม์เคราติเนสจากเซลล์ลูกผสมสายพนัธ์ุ Escherichia 

และสายพนัธ์ุ Pichia 
 

Expression and Characterization of Keratinase from Recombinant Escherichia 

and Pichia Strains 
 

ค าน า 
 

อุตสาหกรรมการผลิตไก่เน้ือภายในประเทศไทย มีการขยายตวัอยา่งต่อเน่ือง ก่อใหเ้กิดของ
เสียจ านวนมากโดยเฉพาะขนไก่ซ่ึงสลายตวัไดช้า้ในสภาพธรรมชาติ  จากขอ้มูลส านกังานเศรฐ
กิจการเกษตรรายงานวา่ในปี 2553 มีการผลิตไก่เน้ือในประเทศไทยทั้งส้ิน 970,943,058 ตวั และท า
ใหเ้กิดของเสียเป็นขนไก่ประมาณ 48,547,153-67,966,014 กิโลกรัม จึงจ าเป็นตอ้งมีวธีิจดัการขนไก่
อยา่งเหมาะสม เพื่อไม่ใหเ้กิดเป็นมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม วิ ธีการน าขนไก่กลบัมาใชป้ระโยชน์ใหม่
โดยใชเ้ป็นแหล่งโปรตีนในอาหารสัตวจึ์งเป็นวธีิท่ีเหมาะสม แต่เน่ืองจากขนไก่มีองคป์ระกอบหลกั
เป็นโปรตีนเคราตินจดัเป็นโปรตีนเส้นใยมีคุณสมบติัไม่ละลายน ้าและไม่สามารถยอ่ยสลายไดโ้ดย
น ้ายอ่ยโปรตีนภายในร่างกายสัตว ์ดงันั้นจึงตอ้งท าลายโ ครงสร้างของขนไก่ท่ีเป็นอุปสรรคต่อ
เอนไซมใ์นระบบการยอ่ยอาหารของสัตวเ์สียก่อน เพื่อใหส้ัตวส์ามารถน ากรดอะมิโนในขนไก่ไป
ใช้ประโยชน์ไดม้ากท่ีสุด  จึงมีการแปรรูปขนไก่ใหอ้ยูใ่นรูปขนไก่ป่น (feather meal) ดว้ยวธีิการ
ต่างๆ เช่น วธีิการทางกายภาพ โดยน าขนไก่ไปอบดว้ยไอน ้าภายใตค้วามดนั (Baker et al., 1981) แต่
พบวา่การน าไปใชไ้ดข้องสัตวอ์ยูใ่นระดบัต ่า วธีิทางเคมี โดยการน าสารเคมีมาใชใ้นการยอ่ยขนไก่ 
แต่มีขอ้เสียคือสารเคมีราคาแพงและยากต่อการควบคุมในกระบวนการผลิต ในปัจจุบนัวธีิทาง
ชีวภาพ โดยใชเ้อนไซมเ์คราติเนส (keratinase) มายอ่ยขนไก่เพื่อใหส้ัตวส์ามารถใชป้ระโยชน์จาก
ขนไก่เป็นท่ีมีความนิยมเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูง สามารถควบคุมการผลิต
ไดง่้าย เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม และปลอดภยัต่อตวัสัตว ์ 

 
 ในประเทศไทย ไดมี้การทดลอง แยกเช้ือจุลินทรีย์ ท่ีผลิตเอนไซมเ์คราติเนส ตั้งแต่ ปี        
พ.ศ. 2540 โดยพบเช้ือ จุลินทรีย์ ท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนส และแสดงยอ่ยสลายขนไก่ไดดี้      
2 สายพนัธ์ุ คือ B. licheniformis KUB-K0006 และ B. pumilus KUB-K0082 โดย B. licheniformis 
KUB-K0006 มีแนวโนม้ในการน าไปใชใ้นการเตรียมขนไก่ป่นไดดี้  (สุทธิพนัธ์ุ, 2540) แต่เน่ืองจาก



 

2 

เช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 มีการสร้างเมือกในระหวา่งการเจริญส่งผล ท าให้เอนไซมท่ี์ผลิต
ไดล้ดลงและเป็นปัญหาในการท าเอน ไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ ดงันั้นจึง ศึกษาการ โคลนยนีแสดงเอนไซม์
เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 เขา้สู่ B. subtilis 1A751 โดยใชพ้ลาสมิด pUB110 เป็น
ดีเอน็เอพาหะ พบเซลลลู์กผสมท่ีแสดงค่ากิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนส  แต่ไม่สามารถตรวจสอบหา
ยนีเคราติเนสจากพลาสมิดลูกผสมได ้ (กฤษณี, 2545) และในช่วงเวลาใกลเ้คียงกนัมี การศึกษาการ
โคลนยนีเคราติเนสจากเช้ือ B. pumilus KUB-K0082 เขา้สู่ B. subtilis 1A751 และ E. coli DH5α 
โดยใชพ้ลาสมิด pUB110 และ pUC19 เป็นดีเอน็เอพาหะตามล าดบั พบวา่เซลลลู์กผสมทั้ง 2 ชนิด
แสดงค่ากิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนสได้  แต่ไม่สามารถตรวจสอบหายนีเคราติเนสจากพลาสมิด
ลูกผสมทั้ง 2 ชนิดได ้(ณฐัวดี, 2546) ต่อมาไดมี้การศึกษาการโคลนยนีแสดงเอน ไซมเ์คราติเนสจาก     
B. licheniformis KUB-K0006 เขา้สู่ E. coli DH5α และ B. subtilis 1A751 โดยใชพ้ลาสมิด pHT43 
เป็นดีเอน็เอพาหะ พบวา่เซลลลู์กผสม E. coli DH5α แสดงความไม่เสถียรในการผลิตเอนไซม ์โดย
ในการแสดงออกของยนีในคร้ังแรกสามารถแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คร าติเนสได ้แต่ไม่
สามารถแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติ เนสในการแสดงออกของยนีในคร้ัง ต่อไปไดแ้ละไม่
สามารถตรวจสอบหายนีเคราติเนสจากพลาสมิดลูกผสมได้  ในขณะท่ีเซลลลู์กผสม B. subtilis 
1A751 สามารถตรวจสอบหายนีเคราติเนสจากพลาสมิดลูกผสมได้  แต่เซลลลู์กผสมไม่สามารถ
แสดงกิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสได้  (ขวญัคณิศร์ , 2551) ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงมุ่งศึกษาการ
แสดงออกของยนีเคราติเนสท่ีไดจ้ากเช้ือ  B. licheniformis KUB-K0006 โดยใชร้ะบบการแสดงออก
ในเช้ือ E. coli Rosetta และ TOP10 และใน P. pastoris  Y11430 ซ่ึงระบบการแสดงออกท่ีใช้  เป็น
ระบบท่ีสามารถสร้างเอนไซมอ์อกสู่ภายนอกเซลล ์เพื่อใหไ้ดร้ะบบการแสดงออก ท่ีเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมเ์คราติเนสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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วตัถุประสงค์ 
 

     1.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสท่ีไดจ้าก  Bacillus licheniformis KUB-K0006 
โดยใชร้ะบบการแสดงออกใน Escherichia coli และ Pichia pastoris  
  
   2.  เพื่อศึกษาคุณสมบติัของเอนไซมเ์คราติเนสท่ีแสดงออกจากระบบการแสดงออกใน     
Escherichia coli และ Pichia pastoris 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  โครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมีของขนไก่ 
 

โปรตีนเคราตินเป็นองค์ประกอบหลกัใน ผม ขน เล็บ เขาสัตว ์และในขนของสัตวปี์กชนิด
ต่างๆ เช่น ขนนก ขนเป็ด และขนไก่ ซ่ึงเคราตินจดัเป็นโปรตีนเส้นใย (fibrous protein ) มีการสร้าง
พนัธะไดซลัไฟดร์ะหวา่งซิสเทอีน  (cysteine ) ดงัแสดงในภาพท่ี  1 ท าใหเ้คราตินมีคุณสมบติัไม่
ละลายน ้าและยอ่ยสลายไดย้าก (Papadopoulos et al., 1986) ดงันั้นช้ินส่วนต่างๆของสัตวท่ี์กล่าวมา
น้ีไม่สามารถละลายน ้าได ้ในขนไก่ประกอบดว้ยโปรตีนแอลฟาเคราติน (α-keratin ) สูงถึง 85-90 
เปอร์เซ็นต ์(Harrwap and Wood, 1964) นอกจากน้ียงัประกอบดว้ยไขมนั แคลเซียม และฟอสฟอรัส 
ในปริมาณท่ีต ่าแ สดงดงัตารางท่ี 1 โปรตีนแอลฟาเคราตินท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัของขนไก่
ประกอบดว้ยกรดอะมิโนเรียงเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไทดเ์ช่นเดียวกบัโปรตีนชนิดอ่ืนๆ โดย
ภายในโครงสร้างของเคราตินจะมีลกัษณะเป็นสายเปปไทดส์องสายจบักนัหมุนเป็นเกลียวเวยีนขวา
ยดึกนัไวด้ว้ยพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond ) และพนัธะไดซลัไฟด ์ (disulfide bond ) แลว้        
เปปไทดเ์กลียวคู่สองสายจะจบักนัเป็นเกลียวเวยีนซา้ยเรียกวา่ ซุปเปอร์เฮลิค (superhelix ) และ      
ไดเมอร์ของซุปเปอร์เฮลิคจะมาจบักนัเป็นเตตระเมอร์กลายเป็นโปรโตฟิลาเมนต ์ (protofilament )    
ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 3 นาโนเมตร และทา้ยสุดโปรโตฟิลาเมนต ์ 8 สาย จะมารวมตวักนั
เป็น intermediate filament ซ่ึงมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง  10 นาโนเมตร (Koolman and Roehm, 2005) ดงั
แสดงในภาพท่ี 2  

 

 1.1  การปรับปรุงขนไก่เพื่อใชเ้ป็นแหล่งโปรตีนในอาหารสัตว ์ 
 

การน าขนไก่มาใ ชเ้ป็นส่วนประกอบของอาหารสัตวเ์พื่อทดแทนการน าเขา้วตัถุดิบ
ส าหรับผลิตอาหารสัตว ์อาทิ เน้ือสัตวห์รือส่วนอ่ืน ๆของสัตว ์กากวตัถุดิบ  และพรีมิกซ์ เป็นตน้ ซ่ึง
ในแต่ละปีตอ้งน าเขา้เป็นจ า นวนมากคิดเป็นมูลค่าประมาณ 43,209,355,170 บาทต่อปี  (กลุ่ม
สารสนเทศและขอ้มูลสถิติ ศูน ยส์ารสนเทศ กรมปศุสัตว์ , 2552) ในการน าขนไก่มาใชน้ั้นตอ้งผา่น
กระบวนการปรับปรุงเพื่อเพิ่มคุณค่าทางอาหารโดยการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของขนไก่ใหส้ัตว์
สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้วธีิการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของขนไก่นั้นสามารถท าไดห้ลายวธีิ
เช่น 
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ตารางที ่1  องคป์ระกอบทางเคมีของขนไก่ดิบ 
 
 
                          ส่วนประกอบ                                                               เปอร์เซ็นต์ 
 
 ความช้ืน 3.26 
 โปรตีน  86.43 
 ไขมนั 2.96 
 เถา้ 4.06 
 แคลเซียม 0.28 
 ฟอสฟอรัส 0.76 
 อาร์จินีน 7.08  
 ไลซีน 2.22 
 เมทไธโอนีน 0.83 
 ซิสตีน 9.02 
 ทริปโตเฟน 0.86 
 ฮิสทีดีน 0.80 
 ลูซีน 8.40 
 เฟนนิลอะลานีน 4.91 
 ไทโรซีน 3.11 
 เวลีน 7.97 
 กลูตามิคแอซิด  12.11 
 ไอโซลูซีน 5.25 
 ไกลซีน 7.92 
 ทรีโอนีน 5.21 
 
ทีม่า: เยาวมาลย ์และ สาโรจน์ (2521) 
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ภาพที ่1  โครงสร้างไฮโดรเจนบอน (A) และไดซลัไฟดบ์ริด (B) ของเคราติน 
 
ทีม่า: Lehninger (1993) 
 

 
  
ภาพที ่2  โครงสร้างของเคราติน 
 
ทีม่า: Koolman and Roehm (2005) 
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 1.1.1  การใชค้วามร้อนและความดนัสูงประมาณ 130-150 องศาเซลเซียส และความดนั      
30-50 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 0.5 - 2 .5 ชัว่โมง แลว้บดใหอ้ยูใ่นรูปขนไก่ป่น  (feather meal )
อยา่งไรก็ตามวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีส้ินเปลืองพลงังาน และเสียค่าใชจ่้ายสูงในการติดตั้งเคร่ืองมือและ
อุปกรณ์ต่างๆ และท่ีส าคญัการใชพ้ลงังานสูงท าใหข้นไก่สูญเสียคุณค่าทางโภชนาการบางส่วน อาทิ 
กรดอะมิโนท่ีจ าเป็นบางชนิด Baker et al .  (1981 ) พบวา่กรดอะมิโนซิสทีนจะเปล่ียนเป็น
สารประกอบแลนไทโอนีน (lanthionine ) เน่ืองจากความร้อนท าใหโ้มเลกุลของซิสทีนสูญเสีย
ซลัเฟอร์ (sulfur) ท าใหเ้กิดการลดลงของ sulfur amino acid ท่ีเป็นประโยชน์  
 
 1.1.2  การใชส้ารเคมี ท่ีมีคุณสมบติัเป็นรีดิวซ่ิง เช่น เมอร์แคบโต อะซีเตต (Mercapto 
acetate ) ทองแดง  (II) ซลัเฟต  [Copper  (II) sulphate] โซเดียมซลัเฟต  (Sodium sulphate ) และ
แอมโมเนีย (ammonia) แต่วธีิน้ี มีขอ้เสียคือ สารเคมี ท่ีใช้มีราคาสูงและยากต่อการควบคุมการผลิต  
(Swan, 1961) 
 

 1.1.3  การใชเ้อนไซมเ์คราติเนสซ่ึงผลิตไดจ้ากจุลิ นทรีย์โดย Shih and William  (1990) 
พบวา่การใชเ้อนไซม์ เคราติเนสจาก  B. licheniformis PWD-1 สามารถเพิ่มปริมาณกรดอะมิโนจาก 
30 เปอร์เซ็นตไ์ปเป็น 60 เปอร์เซ็นต์  ซ่ึงวธีิการน้ี สามารถลด ตน้ทุน และควบคุมการผลิตไดง่้าย      
Lee et al. (1991) พบวา่เม่ือน าเอนไซมเ์คราติเนส ท่ีผลิตจาก B. licheniformis PWD-1 มาผสมเขา้กบั
ขนไก่หรือขนไก่ป่นจะช่วยใหส้ัตวส์ามารถน ากรดอะมิโนไปใชใ้นการเจริญเติบโตไดม้ากข้ึน       
อีกทั้งยงัมีปริมาณกรดอะมิโนซิสเทอีน  (cysteine) วาลีน (valine) และ ทรีโอนีน (threonine) สูงกวา่
กากถัว่เหลืองอีกดว้ย  นอกจากน้ีก ารแปรรูปขนไก่ป่นโดยใช้ จุลินทรีย์ ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์      
เคราติเนสไดย้งัช่วยเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการใหก้บัขนไก่ป่นได้  เน่ืองจากในกระบวนการหมกัจะ
พบเมทไธโอนีน (methionine) ไลซีน (lysine) และ อาร์จินีน (arginine) ในปริมาณสูง อีกทั้งชีวมวล
จากจุลินทรียย์งัเป็นแหล่งของโปรตีนดว้ย (Williams et al., 1991) นอกจากน้ีเอนไซมเ์คราติเนสจาก  
B. licheniformis PWD-1 ยงัถูกน าไปผลิตเพื่อจ าหน่ายเป็นสารเติมแต่งในอาหารสัตว์ ภายใต้
เคร่ืองหมายการคา้  Versazyme ซ่ึงเป็นลิขสิทธ์ิของ  BioResource International Inc (BRI) ของ
สหรัฐอเมริกา (Wang et al., 2006) 
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2.  เอนไซม์เคราติเนส 

 
เอนไซมเ์คราติเนสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มโปรติเอส  ซ่ึงสามารถยอ่ยโปรตีนท่ีมีโครงสร้าง

ซบัซอ้นอยา่งเคราติน  ซ่ึงคุณสมบติัของเอนไซมเ์คราติเนสจะแตกต่างกนัตามแหล่งของเอนไซม์  
จากการศึกษาลกัษณะของเอนไซมเ์คราติเนสจากหลายๆแหล่ง  พบว่าส่วนใหญ่เช้ือจุลินทรียจ์ะผลิต
และขบัเอนไซมเ์คราติเนสออกนอกเซลล์ โดยเอนไซมจ์ะท างานไดดี้ในสภาวะท่ีเป็นกลางจนถึงด่าง
และท่ีอุณหภูมิตั้งแต่  30 ถึง 80 องศาเซลเซียส  (Gupta and Ramnani, 2006) ส่วนน ้าหนกัโมเลกุล
ของเอนไซมเ์คราติเนสก็มีหลากหลายเช่นกนั  โดยขนาดเล็กสุดคื อ18 กิโลดาลตนัจาก  Streptomyces 
albidoflavus SL1-02 และเอนไซมเ์คราติเนสขนาดใหญ่ท่ีสุดผลิตจาก  Kocuria rosea ซ่ึงมีน ้าหนกั 
โมเลกุลสูงถึง 240 กิโลดาลตนั (Bernal et al., 2003) 
 
 2.1  แหล่งของเอนไซมเ์คราติเนส 

 
 เอนไซมเ์คราติเนสสามารถผลิตไดจ้ากทั้งแบคทีเรีย  และรา (ตารางท่ี 2) ซ่ึงคุณสมบติั

ของเอนไซมท่ี์ผลิตไดจ้ะแตกต่างกนัไปตามแต่ชนิดของจุลินทรีย์  โดยแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
เอนไซมเ์คราติเนสมกัพบในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกโดยเฉพาะกลุ่มของ  Bacillus นอกจากนั้น
พบวา่กลุ่มของ  Lysobacter, Nesternokia, Kocuria และ Microbacterium สามารถผลิตเอนไซม์    
เคราติเนสไดเ้ช่นกนั  ส่วนแบคทีเรียแกรมลบท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสพบไดใ้นกลุ่ม  
Vibrio, Xantomonas, Fervidobacterium และ Chryseobacterium (Gupta and Ramnani, 2006)      
แอคติโนมยัซิสท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสส่วนใหญ่อยูใ่นกลุ่มข อง Streptomyces เช่น           
S. fradua, S. pactum, S. albidoflavus, S. termoviolaccus SD8 และ S. graminogaciens และกลุ่มของ 
Thermoactinomyces เช่น T. candidus (Gupta and Ramnani, 2006) ส่วนราท่ีผลิตเอนไซมเ์คราติเนส   
มีหลายกลุ่ม เช่น Chrysosporium, Aspergillus, Alternaria, Trichurus, Urocladium และ Penicillium 
เป็นตน้ แต่ไม่นิยมใช้ เช้ือราในการผลิตเอนไซมเ์คราติเนสเน่ืองจากส่วนใหญ่เป็นเช้ือราท่ี ก่อโรค
ผวิหนงั (Gradisar et al., 2000) 
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ตารางที่ 2  แหล่งของจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนส 
 
 
                              จุลินทรีย ์                            ท่ีมา 
 แบคทีเรีย-แกรมบวก: 
 Bacillus licheniformis PWD-1   Williams et al., 1990 
                   Bacillus licheniformis RG1           Ramnani and Gupta, 2004 
 Bacillus licheniformis and 
 Bacillus subtilis ATCC 6633  Zerdani et al., 2004 
 Bacillus subtilis S14   Macedo et al., 2005 
  Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis and 
 Bacillus cereus  Kim et al., 2001 
 Bacillus psuedofirmus   Gessesse et al., 2003 
 Bacillus macroides and Bacillus cereus   Lucas et al., 2003 
 Bacillus licheniformis KUB-K0006 and 
 Bacillus pumilus KUB-K0082  Keawsompong, 1997 
 Bacillus pumilus, Bacillus cereus and 
 Bacillus sp. FK28  Pissuwan and Suntornsuk, 2001 
 Bacillus pseudofirmis AL-89 and 
 Nesternokia sp. AL-20  Gassesse et al., 2003 
 Fervidobacterium pennavorans  Friedrich and Antranikian, 1996 
 Streptomyces pactum DSM 40530   Böckle et al., 1995 
 Streptomyces albidoflavus K1-02   Bressolier et al., 1999 
 Streptomyces thermoviolaceus   Chitte et al., 1999 
 Streptomyces graminogaciens   Gupta and Ramnani, 2006 
 Kocuria rosea   Bernal et al., 2006a 
 Microbacterium arborescens  Kr10  Thys et al., 2004 
 Microbispora aerate and Streptomyces flavus  Gushterova et al., 2005 
 Terrabacter terrae   Montero-Barrientos et al., 2005 
  Thermoactinomyces keratinolyticum   Hussein and Swelim, 1995 
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ตารางที ่2  (ต่อ) 
 
 
                              จุลินทรีย ์                            ท่ีมา 
  Thermoactinomyces candidus   Gupta and Ramnani, 2006 
  Thermoanaerobacter keratinophilus sp.nov. Rissen and Antranikian, 2001  
 แบคทีเรีย-แกรมลบ: 
 Vibrio sp. kr2  Sangali and Brandelli 2000b 
 Lysobacter sp. NCIMB 9497  Allpress et al., 2002 
 Stenotrophomonas sp.  Yamamura et al., 2002 
 Chryseobacterium sp. kr6  Riffel et al., 2003b 
 Alcaligenes faecalis, Janthinobacterium  
 lividum and Stenotrophomonas maltophilia Lucas et al., 2003 
 รา: 
 Aspergillus fumigatus   Santo et al., 1996 
 Doratomyces microsporus  Gardisar et al., 2000 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Brandelli et al. (2008) 
 
 2.2  การจดัหมวดหมู่ของเอนไซมเ์คราติเนส 
 

 เอนไซมเ์คราติเนสท่ีพบใน Bacillus sp. ส่วนใหญ่จดัอยูใ่นกลุ่ม Serine endopeptidases 
(EC 3.4.21.-) ซ่ึงมีล าดบักรดอะมิท่ีบริเวณเร่งเป็น  Asp-His-Ser (Rawlings et al., 2008) โดยซีรีน 
(serine) ท าหนา้ท่ีเป็น neucleophile แอสพาเตท (aspartate) ท าหนา้ท่ีเป็น electrophile และ ฮิสทิดีน 
(histidine) ท าหนา้ท่ีเป็นเบส  ซ่ึงกลไกการท างานของ  serine protease ประกอบดว้ยสองขั้นตอนคือ  
catalysis โดยเอนไซมจ์บักบัสับสเตรทท่ีต าแหน่งของซีรีนในบริเวณเร่ง  ท าใหเ้กิดประจุลบและอยู่
ในสภาวะ tetrahedral transition state ท าใหพ้นัธะเปปไทดถู์กตดัออกไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นเอมีน  ส่วนท่ี
ยงัจบัอยูก่บัเอนไซมจ์ะเกิด  acyl-enzyme intermediate แลว้เขา้สู่ขั้นตอน  deacylation ซ่ึง acyl-
enzyme intermediate จะถูกไฮโดรไลซ์ดว้ยน ้าท าใหพ้นัธะระหวา่งเอนไซมก์บัสับสเตรทถูกท าลาย  
(Jakubowski, 2008) ดงัแสดงในภาพท่ี 3 
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ภาพที ่3  กลไกการท างานของ serine protease 
 
ทีม่า: Jakubowski (2008) 
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 2.3  เอนไซมเ์คราติเนสจาก Bacillus licheniformis KUB-K0006  
 
 B. licheniformis KUB-K0006 ถูกคดัแยกจากฟาร์มไก่ในประเทศไทยเม่ือปี 2540 เป็น  
จุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการยอ่ย สลายขนไก่ ไดดี้ และจากการศึกษาคุณสมบติัของเอนไซม ์ 
เคราติเนสพบวา่สามารถท างานไดดี้ในช่วงพีเอช 5-7 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยมีความเสถียร
ท่ีพีเอช 6-7 และอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส  หลงัการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิแลว้ตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิโดยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแ บบเอสดีเอส- เพจ พบวา่เอนไซมจ์าก B. licheniformis KUB-
K0006  ประกอบดว้ยเอนไซม ์ 2 ชนิด  (component ) เรียกวา่ SUK A และ SUK B ตามล าดบั มี      
มวลโมเลกุลประมาณ 70 กิโลดาลตนั  (สุทธิพนัธ์ุ , 2540 ) ภายหลงัไดมี้การศึกษาเพิ่มเติม ถึง
คุณสมบติัของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ  เช่น ค่า pI ของเอนไซมท์ั้งสองชนิด พบวา่เอนไซม์  SUK A และ 
SUK B มีค่า pI เท่ากบั 8.0 และ 8.45 ตามล าดบั จากค่า pI ท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่เอนไซม์  SUK A และ 
SUK B เป็นเอนไซมค์นละชนิดกั น และเม่ือน าสารละลายเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ มาทดสอบชนิดของ
เอนไซมโ์ปรติเอส พบวา่เอนไซม ์ SUK A และ SUK B ถูกยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ ดว้ย
Soybean Trypsin Inhibitor (SBTI) ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการท างานของเอนไซมก์ลุ่มซีรีนโปรติเอส  แต่
ไม่ถูกยบัย ั้งการท างานดว้ย EDTA ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการท างานของเอนไซมก์ลุ่มเมทธลัโรโปรติเอส
แสดงใ หเ้ห็นวา่เอนไซมเ์คราติเนส จาก  B. licheniformis KUB- K0006  เป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม               
ซีรีนโปรติเอส (สุดาทิพย,์ 2546) 
 
 2.4  การใชป้ระโยชน์ของเอนไซมเ์คราติเนสในดา้นต่างๆ 
 

 นอกจาก การใช้ประโยชน์จาก เอนไซมเ์คราติเน สในการผลิต ขนไก่ป่น ดงัท่ีไดก้ล่าว
มาแลว้นั้น ยงัมีการประยกุตใ์ชเ้อนไซมเ์คราติเนสในงานดา้นอ่ืนๆไดด้งัน้ี 

  
 2.4.1  การผลิตปุ๋ย เน่ืองจากในขนไก่ป่นท่ี ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์คราติเนส  พบวา่มี
ไนโตรเจน เป็นส่วนประกอบอยูถึ่ง  15 เปอร์เซ็นต์  ดงันั้นจึงสามารถน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นแหล่ง
ไนโตรเจนของพืชได ้และยงัช่วยเพิ่มกิจกรรมของเช้ือจุลินทรียใ์นดินและปรับโครงสร้างของดินให้
ดีข้ึน นอกจากน้ียงัผลิตไดง่้ายและราคาไม่แพง (Gupta and Ramnani, 2006) 

  
 2.4.2  การรักษาโรค  การเกิดโรค transmissible spongiform encephalophathies (TSE) 

หรือโรคสมองฝ่อ มี สาเหตุจากไพรออนไปท าใหเ้กิดการเส่ือมของระบบประสาท  โดยไพรออนจะ
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ไปเปล่ียนโปรตีน  PrPc ใหอ้ยูใ่นรูป PrPsc ท่ีมีโครงสร้างส่วนใหญ่อยูใ่นรูปเบตา้ชีท  (β-sheet) จาก
การศึกษา  พบวา่การใชเ้อนไซมเ์คราติเนสร่วมกบัผงซกัฟอกและความร้อนจะท าใหส้ามารถยอ่ย  
PrPsc ได ้ (Langeveld et al., 2003) นอกจากน้ีเอนไซมเ์คราติเนสไดถู้กน าไปใชใ้นการน าส่ง ยาใน
บริเวณท่ียาซึมผา่นไดย้าก โดยพบวา่การใชเ้อนไซมเ์คราติเนสร่วมกบัยาจะช่วยใหย้าซึมผา่นเล็บได้
ดียิง่ข้ึน (Mohorcic et al., 2007) 
 

 2.4.3  อุตสาหกรรมเคร่ืองหนงั  ในอุตสาหกรรมเคร่ืองหนงัขั้นตอนการก าจดัขนสัตว์
ออกจากแผน่หนงั เน่ืองจากตอ้งใชส้ารเคมีหลายชนิดจึงท าใหเ้กิดมลพิษข้ึนได้  ดงันั้นจึงมีการน าเอา
เอนไซมโ์ปรติเอสมาใช้ ร่วมกบัเอนไซมช์นิดอ่ืน ๆ เช่น ไลเปส  และคาร์โบไฮเดรส  นอกจากน้ี
เอนไซมเ์คราติเนสจะไม่ท าลายคอลลาเจนในแผน่หนงั  อีกทั้ง เอนไซม์ เคราติเนสยงัมี คุณสมบติั  
elastolytic activity ซ่ึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการก าจดัข นสัตวบ์นแผน่หนงัไดดี้ข้ึน  (Macedo et al., 
2005) 
 

 2.4.4  อุตสาหกรรมผงซกัฟอก เอนไซมโ์ปรติเอสเป็นเอนไซมท่ี์ส าคญัในอุตสาหกรรม
ผงซกัฟอก  เอนไซมท่ี์ ใชส่้วนใหญ่อยูใ่นกลุ่ม  alkaline protease มีการใช้ เอนไซมเ์คราติเนสใน
อุตสาหกรรมผงซกัฟอก เน่ืองจากเอนไซมส์ามารถจบัและย่อยสับสเตรทท่ีเป็นของแขง็ไดดี้  ซ่ึงเป็น
คุณสมบติัท่ีส าคญัของเอนไซมใ์นอุตสาหกรรมน้ี  เพราะเอนไซมต์อ้งไปจบัและยอ่ยโปรตีนท่ีเกาะ
อยูบ่นพื้นผวิของเส้ือผา้  (Gassesse et al., 2004) นอกจากน้ีเอนไซมเ์คราติเนสยงัช่วยยอ่ยเศษผมท่ี
ติดตามท่อระบายน ้าอีกดว้ย (Farag and Hansan, 2004) 
 

 2.4.5  การผลิตก๊าซชีวภาพ  เร่ิมตน้ขั้นตอนแรกท าการเล้ียงเช้ือ  Bacillus เพื่อใหผ้ลิต
เอนไซมเ์คราติเนส จากนั้น เอนไซมเ์คราติเนส จะไปเปล่ียนเคราตินในสับสเตรทใหเ้ป็นเปปไทด์
และกรดอะมิโน  ซ่ึงจะใช้เป็นอาหารส าหรับ เช้ือ Thermococcus litoralis เพื่อผลิตก๊าซชีวภาพใน
ขั้นตอนท่ีสองต่อไป (Bálint et al., 2005)  
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3.  การแสดงออกของยนี (Protein expression) 
 

3.1  เซลลเ์จา้บา้น (Host cell) 
 
 3.1.1  Escherichia coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีนิยมน ามาใชใ้นการโคลนและศึกษา

การแสดงออกของรีคอมบิแนนตโ์ปรตีนหลายชนิด  เน่ืองจากมีอัตราการเจริญเติบโต  (growth rate) 
ท่ีสูง เน่ืองจากเวลาท่ีใชใ้นการเพิ่มจ านวนประชากรจากเดิมเป็น 2 เท่า (generation time) นั้นสั้น
เพียง 20 นาที (Lederberg, 2004) และสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีไม่ใช่ complex medium ท่ีมี
วติามินในปริมาณสูง  แต่เป็นอาหารท่ี ไม่ตอ้งมีองคป์ระกอบซบัซอ้น ก็สามารถเจริญได ้อีกทั้งยงัมี
การศึกษากระบวนการต่างๆภายในเซลลแ์ละมีการศึกษาแผนท่ีจีโนมทั้งหมดของ  E. coli แลว้ 
อยา่งไรก็ตามปัญหาท่ีพบเม่ือใช้  E. coli เป็นเซลลเ์จา้บา้น  คือโปรตีนท่ีผลิตมกัถูกสะสมอยู่ภายใน
เซลล ์ซ่ึงการสะสมเอนไซมไ์วใ้นเซลลน้ี์ท าใหโ้ปรตีนเกิดการจบักนัอยูใ่นรูปท่ีไม่ละลายน ้า  เกิดการ
มว้นพบัของโปรตีนท่ีผดิปกติไป ท าใหเ้อนไซมท่ี์ผลิตไดไ้ม่สามารถท างานไดต้ามปกติ  (Schallmey 
et al., 2004) วธีิการแกปั้ญหาน้ีหนทางหน่ึง  คือการท าใหเ้อนไซมท่ี์ผลิตไดน้ี้หลัง่ออกสู่บริเวณ 
periplasmic ของเซลลเ์มมเบรน หรือหลัง่ออกไปยงัอาหารเล้ียงเช้ือโดยตรง ซ่ึงในการผลิตเอนไซม์
ใหห้ลัง่ออกสู่ภายนอกเซลลน้ี์จะมีขอ้ไดเ้ปรียบหลายประการ เช่น ง่ายต่อการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ 
หลีกเล่ียงการถูกท าลายจากเอนไซมโ์ปรตีเอสอ่ืนๆ  นอกจากนั้นยงัเพิ่มโอกาสในการเกิดการมว้น
พบัของโปรตีนท่ีถูกตอ้งไดม้ากยิง่ข้ึน  (Choi and Lee, 2004)  E. coli  มีประสิทธิภาพสูงส าหรับการ
ผลิตโปรตีนดงันั้นจึงเป็นเซลลเ์จา้บา้นท่ีเหมาะสมมากส าหรับใชใ้นการแสดงออกของยนี (Lee 
1996 และ Makrides 1996) 
  
 Maciver et al. (1994) ศึกษาการแสดงออกของยนี  serine protease จาก Bacillus 
sp. Ak1 โดยใช้ pJLA602 เป็นดีเอน็เอพาหะท่ีมีส่วนของ  atpE signal sequence เพื่อใหโ้ปรตีนท่ี
ผลิตสามารถหลัง่ออกสู่ภายนอกเซลล ์และใช้  E. coli เป็นเซลลเ์จา้บา้น ซ่ึงหลงัจากการแสดงออก
พบวา่ระบบท่ีใชส้ามารถผลิตเอนไซมอ์อกสู่ภายนอกเซลลไ์ด ้ 
 
  Lin et al. (2009) ศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก  Pseudomonas 
aeruginosa โดยเช่ือมต่อยนีเขา้กบัเวคเตอร์ pET-43b(+) จากนั้นเคล่ือนยา้ยพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่  
E. coli AD494(DE3)pLysS และหลงัจากเหน่ียวน าการผลิตโปรตีนดว้ย IPTG เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
พบวา่เอนไซมเ์คราติเนสถูกผลิตภายใน เซลล์ (intracellular protein) ซ่ึงไดน้ าส่วนใสหลงัจากท าให้
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เซลลแ์ตกซ่ึงมีเอนไซมเ์คราติเนสอยูด่ว้ยนั้นไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมส์ามารถแสดงค่า specific 
activity ได ้12 ยนิูตต่อมิลลิกรัม    
 
 Tiwary and Gupta (2010) ท าการศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก                
B. licheniformis ER-15 โดยโคลนยนีเขา้เวคเตอร์ pEZZ18 ส าหรับการผลิตเอนไซมอ์อกสู่ภายนอก
เซลล์ของ E. coli HB101 ท่ีใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้น  พบวา่ระบบการแสดงออกน้ีสามารถผลิตเอนไซม์      
เคราติเนสออกสู่ภายนอกเซลลไ์ดแ้ละแสดงค่ากิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนส 11.25 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
หลงัจากการเล้ียงเป็นเวลา  36 ชัว่โมงภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีการเหน่ียวน า ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Sharma and Gupta (2010) ท่ีใชร้ะบบการแสดงออกแบบเดียวกนัคือใชเ้วคเตอร์ส าหรับการ
แสดงออกและเซลลเ์จา้บา้นชนิดเดียวกนัในการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก P. aeruginosa KS-
1 ซ่ึงพบวา่สามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสออกสู่ภายนอกเซลลไ์ดเ้ช่นเดียวกนัโดยแสดงค่า specific 
activity เท่ากบั 3.7 กิโลยนิูตต่อมิลลิกรัม (kU/mg)  
 
 3.1.2  Pichia pastoris เป็นยสีตเ์ซลลเ์ดียวสามารถใชเ้มท านอลเป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลงังาน (methylotrophic yeasts) และเน่ืองจากเป็นเซลล ์ eukaryotic ท าใหมี้ขอ้ไดเ้ปรียบในการ
ผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนโดยเฉพาะอยา่งยิง่ขบวนการ post-translational modifications เช่น 
glycosylation, disulphide bond formation, folding, proteolytic processing (Cregg et al., 2000) ซ่ึง
สามารถท าใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีผลิตมีโครงสร้างหรือการมว้นพบัของโปรตีนท่ีถูกตอ้งและอยู่
ในรูปท่ีท างานได ้เช่น G protein-coupled receptors ซ่ึงไม่สามารถแสดงออกในระบบ bacteria, 
Saccharomyces cerevisiae, insect cell/baculovirus ได ้แต่โปรตีนน้ีสามารถแสดงออกไดเ้ม่ือ เปล่ียน
มาใชร้ะบบ P. pastoris  ในการแสดงออก  (Cereghino et al., 2001; Cereghino et al., 2002; Chen et 
al., 2004) นอกจากนั้นยงัมีโปรตีนจ านวนมากท่ีถูกผลิตออกมาอยูใ่นรูป inactive inclusion body 
จากการแสดงออกในระบบ bacteria แต่เม่ือน าไปแสดงออกในระบบ  P. pastoris  สามารถผลิต
โปรตีนในรูป active molecules ได้ (Cregg, n.d.) โดยปกติการแสดงออกโดยระบบ P. pastoris  
สามารถใหผ้ลผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในปริมาณท่ีสูงและมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากมีการควบคุม
อยา่งเขม้งวดและมีระดบัการเหน่ียวน าท่ีสูงของ AOX I (alchohol oxidase I) promoter ท่ีอยูบ่น
เวคเตอร์ส าหรับการแสดงออกในกรณีน้ีจะท าการเหน่ียวน าโปรโมเตอร์ดว้ยเมทานอล  และเวคเตอร์
ท่ีใชแ้สดงออกในระบบ P. pastoris จะเป็น integrated vector โดยสามารถรวมเขา้เป็นส่วนหน่ึงของ
โครโมโซม ของ  P. pastoris  ซ่ึงช่วยใหพ้นัธุกรรมของยสีตลู์กผสมมีความเสถียรซ่ึงเ ป็นปัจจยัท่ี
ส าคญัในการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองหรือการขยายขนาดการผลิตในถงัหมกั  (Romanos, 1995) และ
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การผลิตโปรตีนในถงัหมกัยงัสามารถควบคุมปัจจยัต่างๆ  ท่ีมีอิทธิพลต่อโปรตีนท่ีผลิตได้  เช่น pH, 
aeration, carbon source หรือ feed rate (Higgins and Cregg, 1998) ไดง่้ายข้ึน รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
ท่ีผลิตไดส่้วนใหญ่สามารถผลิตออกสู่ภายนอกเซลล์ โดยอาศยั secretion signal sequence ท่ีอยูบ่น
เวคเตอร์ส าหรับการแสดงออกซ่ึงส่วนใหญ่ไดรั้บมาจาก  Saccharomyces cerevisiae เช่น alpha 
factor prepro peptide (Cregg et al., 1993; Scorer et al., 1993) และโปรตีนท่ีถูกผลิตออกมาสู่
ภายนอกเซลลย์งัมีขอ้ไดเ้ปรียบ  เน่ืองจาก ยงัไม่มีเอกสารยนืยนัอยา่งแน่นอนวา่ P. pastoris  ผลิต
เอนไซม์ protease ออกสู่ภายนอกเซลล์  (extracellular proteases) แต่อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่ยสีต์
ปลดปล่อย endogenous protein ออกสู่ภายนอกเซล ลใ์นระดบัต ่าเท่านั้น (Cereghino and Cregg, 
2000; Jahic, 2003) ดว้ยเหตุน้ีจึงท าใหง่้ายต่อการท ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิในขณะท่ีการ
จดัการง่ายเหมือนกบั  E. coli หรือ S. cerevisiae ดงันั้นดว้ยเหตุผลเหล่าน้ี P. pastoris  จึงเป็นอีก
ทางเลือกท่ีเหมาะสมส าหรับการแสดงออกของ heterologous protein 
 
 Noronha et al. (2002) ศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก Aspergillus 
fumigatus Fresenius โดยท าการสังเคราะห์  cDNA ของยนีเคราติเนสดว้ยวธีิ อาร์ที-พีซีอาร์  (RT-
PCR)  จากนั้นน า cDNA โคลนเขา้สู่เวคเตอร์ pHILD-2 ส าหรับการแสดงออกใน  P. pastoris SMD 
1165 หลงัจากเหน่ียวน าการแสดงออกของยนีดว้ยเมทานอล  พบวา่เอนไซมเ์คราติเนสสามารถผลิต
ออกสู่ภายนอกเซลลไ์ด้  เม่ือน า น ้าเล้ียงเซลล์ มาทดสอบพบวา่สามารถแสดงกิจกรรมของ 
caseinolytic, azo-keratinolytic และ keratinolytic ได ้และในการทดสอบการยอ่ย native feather 
flour โดยน ้าเล้ียงเซลล์ จนครบ 24 ชัว่โมง พบวา่น ้าหนกัแหง้ของ native feather flour หายไป         
10 เปอร์เซ็นต ์
 
 3.2  ดีเอน็เอพาหะ (vector)   
 
 3.2.1  ดีเอน็เอพาหะส าหรับการแสดงออกใน Escherichia coli 
 
 pFLAG-CTS expression vector มีขนาด 5.4 kb เป็นเวคเตอร์ท่ีใชส้ าหรับการ
แสดงออกของยนีในเซลลเ์จา้บา้น  E. coli ซ่ึงโปรตีนสามารถแสดงออกไปยงัส่วน periplasmic ของ
เซลลไ์ด ้และสามารถออกแบบใหบ้ริเวณ C-terminal ของโปรตีนรวมเขา้กบัส่วน FLAG fusion 
protein ท่ีมีต าแหน่งอยูบ่นเวคเตอร์ ซ่ึง FLAG เป็น epitope ขนาดเล็กประกอบดว้ยกรดอะมิโน 8 ตวั 
ท่ีมีแขนงขา้งเป็นหมู่ท่ีมีประจุหรือมีขั้วซ่ึงมีความไวในการเขา้จบักบั ANTI-FLAG ส่งผลใหก้าร
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ท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพสูง ส าหรับโปรโมเตอร์ท่ีใชคื้อ  tac promoter ซ่ึงเป็นลูกผสม
ระหวา่ง trp promoter และ lac promoter จึงส่งผลใหมี้ประสิทธิภาพในการ transcription สูง การ 
transcription จะถูกควบคุมโดย  lacO sequences และ lac repressor gene (lacI) นอกจากนั้นยงัมี
ส่วน ompA signal sequence ท าให้โปรตีนท่ีถูกผลิตออกมายงัส่วน  periplasmic นั้นสามารถหลัง่สู่
ภายนอกเซลลไ์ด ้และเวคเตอร์มียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน เป็น selective marker (Sigma, 
USA) 
 
 Yamabhai et al. (2008) ท าการศึกษาการหลัง่เอนไซมอ์อกนอกเซลล์  โดยใช้
ระบบการแสดงออกใน E. coli โดยท าการโคลนยนีผลิตเอนไซม ์แอลฟา -อะมิเลส  แมนนาเนส    
ไคติเนส ท่ีไดจ้ากเช้ือ B. licheniformis DSM 8785 B. subtilis 168 และ B. licheniformis DMS13 
ตามล าดบั โดยยนีท่ีมี native signal peptides เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pET21d(+) ส่วนยนีท่ีไม่มี native 
signal peptides เช่ือมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ pFLAG-CTS จากนั้นถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่ E. coli 
BL21 (DE3) และ E. coli strain TOP10 ตามล าดบั และเหน่ียวน าการแสดงออกของยนีดว้ยการเติม 
isopropyl- beta-D-thiogalactoside (IPTG) จนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 1     
มิลลิโมลาร์  ผลจากการศึกษาพบวา่โคลนทั้งสองสามารถผลิตเอนไซมท่ี์ตอ้งการและหลัง่ออกสู่
ภายนอกเซลลไ์ด ้ท าใหค้ าดไดว้า่ signal peptides ของแบซิลสัทั้ง 3 สายพนัธ์ุ และ OmpA (outer 
membrane protein) ซ่ึงเป็น signal peptide ท่ีมีต าแหน่งอยูบ่นเวคเตอร์  pFLAG-CTS นั้นสามารถถูก
จดจ าไดโ้ดยระบบการหลัง่เอนไซมอ์อกนอกเซลลข์อง E. coli ลกัษณะพลาสมิด pFLAG-CTS   
แสดงดงัภาพท่ี 4 
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ภาพที ่4  พลาสมิด pFLAG-CTS  
 
ทีม่า : Sigma-Aldrich Co. (2008) 

pFLAG-CTS

5.4 kb

pFLAG-CTS

5.4 kb
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 3.2.2  ดีเอน็เอพาหะส าหรับการแสดงออกใน Pichia pastoris 
 
 pPICZα B expression vector มีขนาด 3.6 kb เป็นเวคเตอร์ท่ีใชส้ าหรับการ
แสดงออกและการปลดปล่อยรีคอมบิแน นทโ์ปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล ์โดยใช้  P. pastoris เป็น
เซลลเ์จา้บา้น รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีแสดงออกจะรวมเขา้กบัส่วน α-factor secretion signal  บริเวณ 
N-terminal  ซ่ึง α-factor secretion signal  ท่ีไดรั้บมาจาก S. cerevisiae  มีหนา้ท่ีขนส่งโปรตีนออก
นอกเซลล์  เวคเตอร์น้ี สามารถเหน่ียวน าการแสดงออกของยนีท่ีสนใจใหแ้สดงออกในระดบัสูงได้
ดว้ย methanol ในการเหน่ียวน าดว้ย  methanol น้ีจะถูกควบคุมโดย AOX I promoter  นอกจากน้ี
เวคเตอร์ยงัมีส่วน c-myc epitope และ polyhistidine (6×His) Tag ไวเ้พื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการท า
โปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ และมียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะ Zeocin (invitrogen, USA) 
 
 Porres et al. (2002) ศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก  B. licheniformis    
PWD-1โดยโคลนยนีเขา้สู่เวคเตอร์ pPICZα A ส าหรับการแสดงออกใน methylotrophic yeast ซ่ึง
ไดแ้ก่ P. pastoris X33 พบวา่รีคอมบิแนนทเ์คร าติเนสถูกผลิตออกสู่ภายนอกเซลลไ์ด้  หลงัจาก
เหน่ียวน าการแสดงออกของยนีดว้ยเมทานอลเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และแสดงค่ากิจกรรมของ
เอนไซมเ์คราติเนสเพิ่มข้ึนอยา่งคงท่ีจนครบเวลา 144 ชัว่โมงของการเก็บตวัอยา่งซ่ึงวดัค่ากิจกรรม
ของเอนไซมเ์คราติเนสไดสู้งสุดเท่ากบั 285 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
 
 Radha and Gunasekaran (2009) ศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก                   
B. licheniformis  MKU3 โดยท าการโคลนยนีและใหย้นีแสดงออกใน B. megaterium MS941 และ 
P. pastoris X33 โดยใชเ้วคเตอร์ส าหรับการแสดงออก pWH1520 และ pPICZα A ตามล าดบัพบวา่
เซลลลู์กผสมทั้ง 2 ชนิดสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสออกสู่ภายนอกเซลลไ์ด้  เม่ือท าการ
เปรียบเทียบรีคอมบิแนนทเ์อนไซมท่ี์ผลิตไดก้บัเอนไซมเ์คราติเนสจากเช้ือดั้งเดิมพบวา่เซลลลู์กผสม 
B. megaterium ผลิตเอนไซมเ์คราติเนสเพิ่มข้ึน 3 เท่าและวดัขนาดโปรตีนได ้ 30 กิโลดาลตนั 
ในขณะท่ีเซลลลู์กผสม  P. pastoris ผลิตเอนไซมเ์คราติเนสเพิ่มข้ึน 2.9 เท่าและวดัขนาดโปรตีนได ้
39 กิโลดาลตนัซ่ึงจากการตรวจสอบพบวา่ขนาดโปรตีนท่ีผลิตจากเซลลย์สีตลู์กผสมมี ขนาดเพิ่มข้ึน
จากกระบวนการ glycosylation ของเซลลย์สีต ์ และยงัส่งผลใหเ้อนไซมมี์เสถียรภาพเพิ่มข้ึนโด ยท่ี 
pH 11 สามารถรักษากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสไวไ้ด ้ 95 เปอร์เซ็นตแ์ละท่ี 80 องศาเซลเซียส
รักษากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสไวไ้ด ้ 75 เปอร์เซ็นตซ่ึ์งเป็นผลดีต่อกระบวนการพฒันาต่อใน
อุตสาหกรรม ลกัษณะพลาสมิด pPICZα B แสดงดงัภาพท่ี 5 
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ภาพที ่5  พลาสมิด pPICZα B  
 
ทีม่า : Invitrogen. (2010b)  

pPICZα

A,B,C
3.6 kb        

* Pst I is in Version B only

Cla I  is in Version C only

pPICZα

A,B,C
3.6 kb        

* Pst I is in Version B only

Cla I  is in Version C only  
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 3.3  การแสดงออกของยนีเคราติเนส 
 
 เน่ืองจากในการศึกษาคร้ังน้ีตอ้งการศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก             
B. licheniformis KUB-K0006 ซ่ึงไดมี้ผูท่ี้ศึกษามาก่อนหนา้โดยใชร้ะบบการแสดงออกและวธีิ
การศึกษาท่ีแตกต่างกนัไป แต่ก็พบวา่ยงัมีปัญหาและอุปสรรคในการศึกษาการแสดงออกของยนีอยู ่
ดงันั้นในส่วนน้ีจึงขอยกตวัอยา่งงานวจิยัท่ีไดมี้การศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก  
Bacillus sp. เพื่อช้ีใหเ้ห็นถึงปัจจยัท่ีมีส่วนส าคญัต่อการแสดงออกของยนี 
  
  กฤษณี (2545) ศึกษาการโคลนยนีแสดงเอนไซมเ์คราติเนสจาก B. licheniformis KUB-
K0006 โดยโคลนช้ินดีเอน็เอขนาด 2-6 กิโลเบสท่ีเตรียมจากเช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 เขา้
สู่ B. subtilis 1A751 โดยใชพ้ลาสมิด pUB 110 เป็นดีเอน็เอพาหะ พบเซลลลู์กผสมท่ีแสดงค่า
กิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนส ไดสู้งถึง 6.45 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน แต่เม่ือน าพลาสมิ ดลูกผสมมา
ตรวจสอบหายนีเคราติเนสกลบัพบวา่ไม่สามารถตดัพลาสมิดลูกผสมไดด้ว้ยเอนไซม ์ EcoRI, BglII, 
XbaI และ PvuII ท่ีมีต าแหน่งตดัอยูบ่น pUB110 ซ่ึงอาจเกิดจากความไม่คงตวัของพลาสมิด ลูกผสม  
โดยดีเอน็เอลูกผสมอาจ เกิดการจดัเรียงตวัใหม่ท าใหล้ าดบันิวคลีโอไทดเ์กิดการเปล่ียนแปลง
เอนไซมต์ดัจ าเพาะจึงไม่สามารถท่ีจะเขา้ตดัได้  นอกจากน้ียงัไดต้รวจสอบชนิดของ ยนีเคราติเนส
โดยการท า Southern blot และไฮบริไดเซชัน่โดยใช้ โพรบท่ีออกแบบจาก pUB110, ยนี suk A และ
suk B เป็นตวัติดตาม  พบวา่พลาสมิด  pUB110 เป็นส่วนหน่ึงของดีเอน็เอลูกผสม แต่ไม่พบการ
สัญญาณการจบัเขา้คู่กนัเม่ือใชโ้พรบท่ีออกแบบจาก suk A และ suk B เป็นตวัติดตาม จึงเป็นไปได้
วา่ยนีท่ีโคลนไดมี้การแสดงออกถึง เอนไซมเ์คราติเนสชนิดอ่ืนจาก  B. licheniformis KUB-K0006 
นอกเหนือจาก sukA และ sukB ซ่ึงสามารถแสดงกิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนสไดเ้ช่นกนั  
 

 ณฐัวดี (2546 ) ศึกษาการโคลนยนี suk C  ซ่ึงแสดงเอนไซมเ์คราติเนสจากเช้ือ               
B. pumilus KUB-K0082 โดยโคลนช้ินดีเอน็เอขนาด 2-6 กิโลเบสท่ีเตรียมจากเช้ือ B. pumilus KUB-
K0082  เขา้สู่ B. subtilis 1A751 โดยใชพ้ลาสมิด pUB110 เป็นดีเอน็เอพาหะ พบเซลลลู์กผสมท่ี
แสดงค่ากิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนสเท่ากบั 2.51 ยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยพลาสมิดจากเซลลลู์กผสมมี
ขนาด 22 กิโลเบส แต่ไม่สามารถตดัไดด้ว้ยเอนไซม ์ EcoRI, BamHI, PvuII และ XbaI ซ่ึงอาจเกิด
จากช้ินดีเอน็เอซ่ึงประกอบดว้ย พลาสมิด pUB110 และยนีเคราติเนสเกิดการเรียงตวัเป็นโมเลกุล
ขนาดใหญ่ข้ึนเม่ืออยูใ่นเซลลข์อง B. subtilis 1A751 จึงไม่สามารถตรวจสอบขนาดของ                
ยนีเคราติเนสได ้จากนั้นจึงโคลนดีเอน็เอลูกผสมท่ีไดใ้น  E. coli DH5α โดยใชพ้ลาสมิด pUC19 
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เป็นดีเอน็เอพาหะ  พบเซลลลู์กผสมท่ีมีพลาสมิดลูกผสมขนาด 19.3 กิโลเบส แสดงค่ากิจกรรม
เอนไซมเ์คราติเนส 1.3 ยนิูตต่อมิลลิลิตร แต่เม่ือน าพลาสมิดลูกผสมมาตรวจสอบหายนีเคราติเนส 
พบวา่ไม่สามารถตดัพลาสมิดลูกผสมไดด้ว้ยเอนไซม ์ AccI และ ScaI ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีใชใ้นการ
โคลนยนี ซ่ึงอาจเกิดจากบริเวณจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะดงักล่าวถูกท าลายไประหวา่งการโคลน 
 
 ขวญัคณิศร์ (2551) ศึกษาการโคลนยนีแสดงเอนไซมเ์คราติเนสจาก B. licheniformis 
KUB-K0006  โดยโคลนช้ินดีเอน็เอขนาด 2-6 กิโลเบสท่ีเตรียมจากเช้ือ  B. licheniformis KUB-
K0006 เขา้สู่ E. coli DH5α โดยใชพ้ลาสมิด pHT43 เป็นดีเอน็เอพาหะ พบวา่โคลน  e101 แสดง
กิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนส  5.73 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  แต่เม่ือน าโคลน e101 มาเล้ียงอีกคร้ังเพื่อน า
สารละลายเอนไซมต์รวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์คราติเนส กลบัพบวา่โคลนไม่มี
การแสดงกิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนส  นอกจากน้ีไดถ่้ายโอนพลาสมิดจากโคลน  e101 เขา้สู่      
E. coli DH5α อีกคร้ัง แลว้ตรวจสอบความสามารถของโคลนในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสและ
เอนไซมเ์คราติเนส  พบวา่โคลนท่ีไดไ้ม่ แสดงกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสและไม่แสดงกิจกรรมของ
เอนไซมเ์คราติเนสเช่นกนั ทั้งน้ีอาจเกิดจากความไม่เสถียรของพลาสมิดท่ีเม่ือมีการเล้ียงเช้ือต่อเน่ือง
หลายๆรุ่น  จากนั้นจึงไดท้  าการโคลนยนีเคราติเนสจาก  B. licheniformis KUB-K0006 โดยเพิ่ม
จ านวนยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ แลว้แสดงออกใน B. subtilis 1A751 โดยใช ้pHT43 เป็นดีเอน็เอพาหะ  
และจากการคดัเลือกโคลนดว้ยการท าพีซีอาร์พบวา่ทุกโคลนมียนีเคราติเนสอยู่  แต่โคลนไม่สามารถ
แสดงกิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสได้  อาจเกิดเน่ืองจากโปรโมเตอร์ท่ีใช้ ไม่เหมาะสมกบัยนีท่ี
ตอ้งการแสดงออกหรือเอนไซมท่ี์ผลิตอาจไม่อยูใ่นรูปท่ีสามารถท างานไดเ้น่ืองจากการมว้นพบัของ
โปรตีนท่ีไม่ถูกตอ้ง นอกจากน้ีอาจเกิดจาก signal peptide ท่ีใชใ้นการผลิตโปรตีนออกนอกเซลลไ์ม่
เหมาะสมกบัเซลลเ์จา้บา้นสายพนัธ์ุท่ีเลือกใชห้รือเกิดปัญหาความจากความไม่เสถียรของพลาสมิด 
 
  Pan et al. (2004) โคลนยนี AP ซ่ึงแสดงเอนไซมเ์คราติเนส  จาก B. pumillus UN-31-C-
42 โดยใชพ้ลาสมิด  pET15b เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอนไซมเ์คราติเนสใน  E. coli XL1-blue 
พบวา่เซลลลู์กผสมสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสไดแ้ต่ไม่สามารถแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ได ้ จึงไดศึ้กษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสใน  B. subtilis WB600 โดยสร้างพลาสมิดลูกผสมท่ี
ประกอบดว้ยโปรโมเตอร์  Bp53 (จาก B. pumillus UN-31-C-42) ยนี AP และใช ้pSUGV4 เป็น       
ดีเอน็เอพาหะ  พบวา่โคลนสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสได้  แต่แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม ์   
เคราติเนสต ่า คือ 32.8 ยนิูตต่อมิลลิลิตร คาดวา่สาเหตุเน่ืองจากโปรโมเตอร์ท่ีใชอ้าจไม่เหมาะสม 
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  Radha and Gunasekaran (2007) ท าการศึกษ าการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก      
B. licheniformis MKU3 ภายใต ้PxylA promoter และ PamyL promoter โดยใชพ้ลาสมิด  pWH1520 
ซ่ึงมี PxylA promoter อยูก่่อนแลว้ ส่วน PamyL promoter ไดท้  าการตดัต่อเพื่อศึกษาภายหลงั เม่ือได้
ดีเอน็เอลูกผสมท่ีตอ้งการจึงท าการถ่ายโอนดี เอน็เอลูกผสมเขา้สู่   B. megaterium  MS941 เพื่อผลิต
เอนไซมเ์คราติเนส พบวา่เซลลลู์กผสมท่ีมี PxylA  promoter  จะมีการแสดงออกของ ยนีเคราติเนส    
สูงกวา่เซลลลู์กผสมท่ีมี PamyL  promoter และสามารถผลิต เอนไซม์ เคราติเนสไดม้ากกวา่เช้ือสาย
พนัธ์ุดั้งเดิม  (B. licheniformis  MKU3) ประมาณ 3.4 เท่า และพบวา่เซลลลู์กผสม  B. megaterium  
MS941 (pWHK 3) แสดงค่ากิจกรรมเอนไซมเ์คราติเนสไดสู้งท่ีสุดคือ 186.3 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  
ภายหลงัจากการเหน่ียวน าการแสดงออกของยนีดว้ยการเติม xylose จนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยใน
อาหารเล้ียงเช้ือเป็น 0.75 เปอร์เซ็นต ์(โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร ) จากผลท่ีไดน้ี้ท าใหค้าดไดว้า่ xylose 
inducible promoter มีประสิทธิภาพมากกวา่ α-amylase promoter ส าหรับการแสดงออกของ ยนี
เคราติเนสใน B. megaterium MS941 
 
  Porres et al. (2002) ศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนส (kerA) จาก B. licheniformi s 
PWD-1 โดยใช้ดีเอน็เอพาหะ 2 ชนิดคือ pPICZαA ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยนีดว้ย  inducible 

AOX1 promoter  และ pGAPZαA ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยนีดว้ย  constitutive GAP promoter  
เม่ือได้พลาสมิดลูกผสมท่ีตอ้งการแลว้จึงถ่ายทอดสู่  P. pastoris  X33 ซ่ึงเป็นเซลลเ์จา้บา้นส า หรับ
การแสดงออก  พบวา่เซลลย์สีตลู์กผสม  pPICZαA - kerA และ pGAPZαA- kerA มีการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนทเ์คราติเนสไดท้ั้งคู่ แต่การแสดงออกของโปรตีนจากยสีต์  pPICZαA - kerA มีการ
แสดงออกท่ีสูงกวา่ ยสีต์  pGAPZ αA-kerA  ซ่ึงเป็นผลมาจาก  inducible AOX 1  promoter  ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงกวา่  constitutive GAP promoter  โดยพบวา่มีการสร้างรีคอมบิแนนทเ์คราติเนสหลงั
จากการเหน่ียวน าดว้ยเมทานอล  24 ชัว่โมง และมีการผลิตสูงสุดท่ี 124 มิลลิกรัมต่อลิตร              
(285 ยนิูตต่อมิลลิลิตร) หลงัจากการเหน่ียวน าเป็นเวลา 144 ชัว่โมง 
 
 จากการศึกษาท่ี มีมาก่อนหนา้น้ีช้ีใหเ้ห็นวา่การท่ีจะประสบความส าเร็จในการโคลน
และการแสดงออกของยนีนั้นข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการแต่ปัจจยัท่ีส าคญั ท่ีตอ้งค านึง ถึงก็คือ
ระบบท่ีใชใ้นการแสดงออกท่ีประกอบไปดว้ย ยนีเคราติเนส เซลลเ์จา้บา้นส าหรับการแสดงออก  
และเวคเตอร์ส าหรับการแสดงออ ก ซ่ึงถา้ระบบท่ีใชมี้ความเหมาะสมจะท าใหโ้อกาสท่ีจะประสบ
ความส าเร็จในการแสดงออกของยนีมีมากข้ึน  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  สายพนัธ์ุแบคทเีรียทีเ่ป็นแหล่งของยนีเคราติเนส 
 
 แบคทีเรีย E. coli  DH5α (pGKER51) ท่ีมียนีเคราติเนสอยูบ่น พลาสมิดลูกผสม pGKER51
จากวทิยานิพนธ์ของขวญัคณิศร์ (ขวญัคณิศร์, 2551) 
 
2.  สายพนัธ์ุเซลล์เจ้าบ้าน 
 

2.1  แบคทีเรีย E. coli  DH5α (Invitrogen , USA) ใชส้ าหรับเพิ่มปริมาณพลาสมิด  เป็น    
สายพนัธ์ุเอนกประสงคท่ี์ใชใ้นงาน cloning อยูเ่ป็นประจ า สามารถเพิ่มปริมาณพลาสมิดไดม้าก
และพลาสมิดมีความเสถียร เป็นสายพนัธ์ุท่ีมียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะ Nalidixic acid 

 
2.2  แบคทีเรีย E. coli Rosetta (Novagen, USA) ใช้ส าหรับการแสดงออกของยนี ถูกพฒันา

มาจากสายพนัธ์ุ BL21 เป็นสายพนัธ์ุท่ีออกแบบมาเพื่อเพิ่มศกัยภาพในการแสดงออก เน่ืองจาก
สามารถใช ้ rare codons ท่ีพบใน E. coli  ได ้ ซ่ึงยนีเคราติเนสท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่มี rare 
codons รวมอยูด่ว้ย เป็นสายพนัธ์ุท่ีมียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol 

 
2.3  แบคทีเรีย  E. coli TOP10 (Invitrogen , USA) ใช้ส าหรับการแสดงออกของยนี เป็น   

สายพนัธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพในการ  transformation ของ supercoiled DNA  สูง เหมาะสมส าหรับการ 
cloning ท่ีตอ้งการประสิทธิภาพและการเพิ่มปริมาณพลาสมิดท่ีมีความเสถียร เป็นสายพนัธ์ุท่ีมียนี
ตา้นทานยาปฏิชีวนะ Streptomycin 

 
 2.4  ยสีต ์P. pastoris  Y11430 (Northern Regional Research Center , Peoria, IL) เป็นยสีต์
สายพนัธ์ุดั้งเดิมใชส้ าหรับการแสดงออกของยนี มีความสามารถในการใชเ้มทานอลเพราะมียนี
แอลกอฮอลอ์อกซิเดส 2 ชนิด คือ AOX I และ AOX II และเน่ืองจากเป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่มียนีท่ีถูกท า
ใหก้ลายพนัธ์ุ ดงันั้นพลาสมิดท่ีใชค้วรมี selectable marker ในกลุ่ม antibiotic marker 
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3.  พลาสมิดส าหรับโคลนยนี 
 

3.1  pGEM-T easy vector (Promega, USA) เวคเตอร์ประกอบดว้ย  T7 promoter และ SP6 
RNA polymerase promoter มียนีควบคุมการผลิตเอนไซมก์าแลคโตซิเดสเป็น  reporter gene 
ส าหรับการคดัเลือกรีคอมบิแนนท์ ซ่ึงจะแสดง blue/white screening เป็นตวับ่งช้ีบนเพลท และมียนี
ตา้นทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน เป็นผลิตภณัฑใ์นชุด pGEM®-T Easy Vector Systems 

 
 3.2  pTZ57R/T vector (Fermentas, USA) เวคเตอร์ประกอบดว้ย  T7 promoter มียนีควบคุม
การผลิตเอนไซมก์าแลคโตซิเดสเป็น  reporter gene ส าหรับการคดัเลือกรีคอมบิแนนท์  ซ่ึงจะแสดง
blue/white screening เป็นตวับ่งช้ีบนเพลท และมียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะ แอมพิซิลลิน เป็น
ผลิตภณัฑใ์นชุด InsTAclone™ PCR Cloning Kit 
 
  3.3  pFLAG-CTS expression vector (Sigma, USA) เวคเตอร์ประกอบดว้ย tac promoter 
ควบคุมการ transcription ดว้ย lacO และ lacI นอกจากนั้นยงัมีส่วน ompA signal sequence ท าให้
โปรตีนท่ีถูกผลิตออกมายงัส่วน  periplasmic นั้นสามารถหลัง่สู่ภายนอกเซลล์ และมียนีตา้นทานยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. มณฑารพ ยมาภยั  สาขาวชิาเทคโนโลยี  
ชีวภาพ ส านกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
 
           3.4  pPICZα B expression vector (Invitrogen, USA) เวคเตอร์ส าหรับการแสดงออกใน     
P. pastoris ประกอบดว้ย  AOX I promoter ท าใหใ้ช ้methanol เหน่ียวน าการแสดงออกของยี นได ้มี
ส่วน α-factor secretion signal ท าหนา้ท่ีขนส่งโปรตีนออกนอกเซลล์  มีส่วน polyhistidine (6×His) 
Tag เพื่อประสิทธิภาพในการท าโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ และมียนีตา้นทานยาปฏิชีวนะ Zeocin 
 
4.  ไพรเมอร์ 
 
 ไพรเมอร์ส าหรับการศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสมีทั้งหมด  2 คู่ (ตารางท่ี 3) โดย  
คู่ท่ี 1 ออกแบบมาเพื่อใหเ้ช่ือมต่อเขา้กั บพลาสมิด  pFLAG-CTS ส าหรับแสดงออกใน  E. coli 
Rosetta และ E. coli TOP10 ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ส่วนไพรเมอร์คู่ท่ี  2 นั้นออกแบบมาเพื่อใหเ้ช่ือมต่อเขา้
กบัพลาสมิด pPICZα B ส าหรับใชแ้สดงออกใน  P. pastoris Y11430  ซ่ึงวธีิการออกแบบไพรเมอร์
นั้นใชห้ลกัการท่ีคลา้ยกนั จึงยกตวัอยา่งวธีิการออกแบบไพรเมอร์เพื่อเป็นตวัอยา่ง 1 คู่ ดงัน้ี   
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ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนส ใหส้ามารถเช่ือมต่อเขา้กบัพลาสมิด  pFLAG-
CTS เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีใน  E. coli Rosetta และ E. coli TOP10 ประกอบดว้ยไพรเมอร์
เส้น FORWARD คือ FKER ไพรเมอร์เส้น REVESE คือ RKER ในการออกแบบไพรเมอร์ทั้งสอง
เส้นนั้นจะมีส่วนท่ี complementary กบัล าดบัเบสบนเส้นดีเอน็เอของยนีเคราติเนส ท่ีเราสนใจ  
(บริเวณท่ีขีดเส้นใตสี้ด า ) โดยไพรเมอร์ FKER มีส่วนท่ี complementary กบัล าดบัเบสบริเวณดา้น
ปลาย 3′ ไปยงั 5′ของดีเอน็เอเส้น coding strand (non-template strand) ส่วนไพรเมอร์ RKER มีส่วน
ท่ี complementary กบัล าดบัเบสบริเวณดา้นปลาย 5′ ไปยงั 3′ ของดีเอน็เอเส้น  noncoding strand 
(template strand) ไพรเมอร์ทั้งสองเส้นจะมีส่วน  linkers (บริเวณท่ีขีดเส้นใตสี้ส้ม ) ต่ออยูด่ว้ย ซ่ึง
ส่วน linkers น้ีจะมีบริเวณ recognition site ของ restriction enzyme (แทนดว้ยตวัอกัษรสีน ้าเงิน ) 
โดยไพรเมอร์ FKER จะมีบริเวณ recognition site ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  KpnI ส่วนไพรเมอร์ 
RKER จะมีบริเวณ recognition site ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  BglII และนอกจากนั้นไพรเมอร์ RKER 
ยงัประกอบด้วยส่วนท่ีเป็น stop codon (บริเวณท่ีขีดเส้นใตสี้ เขียว) และส่วนท่ีจะแปลรหสั ไปเป็น
เป็นกรดอะมิโนฮีสติดีน 6 โมเลกุล (บริเวณท่ีขีดเส้นใตสี้ ชมพู) เพื่อใหส้ามารถใชว้ธีิ Affinity 
chromatography (with HIS-tagged proteins) ในการท าโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิได ้ 

 
ตารางที ่3  ช่ือและล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 
  
 
                   ช่ือ                                                      ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสเพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีใน E. coli Rosetta และ 
E. coli TOP10 
              FKER 5’ TGG GTA CCT CTG CTG CTC AGC CGG CGA A 3’ 

                 RKER 5’ GAA GAT CTT TAA TGA TGA TGA TGA TGA TGT TGA GCG              
GCA GCT TCG ACA T 3’ 

 
ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสเพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีใน P. pastoris Y11430 
 FPIC1       5’ AAGGTTGGTACCAATCTGCTGCTCAGCCGGCGAA 3’    
 RPIC1      5’ AACCTTTCTAGACCTTGAGCGGCAGCTTCGACAT 3’  
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5.  เอนไซม์ และสารเคมี 
 
 5.1  KpnI (Biolabs, USA) 
 5.2  BglII (Biolabs, USA) 
 5.3  XbaI (Fermentas, USA) 
 5.4  SacI (Fermentas, USA) 
 5.5  T4 DNA ligase (Promega, USA) 
 5.6  DynazymeII Taq DNA Polymerase (Finzyme, Finland) 
 5.7  pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, USA) 
 5.8  InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) 
 5.9  QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN, USA) 
 5.10  NucleoSpin extract II® (Machere-Nagel, USA) 
 5.11  Agarose (Research organics, USA) 
 5.12  RNase (Fermentas, USA) 
 5.13  6X loading dye (Fermentas, USA) 
 5.14  1 Kb DNA marker (Fermentas, USA) 
 5.15  Phenol (Amresco, USA) 
 5.16  Chroloform (Merks, Germany) 
 5.17  Ethylene diamine tetraacetic acid (Sigma, USA) 
 5.18  CaCl2  (Sigma, USA)  
 5.19  MgCl2 (Sigma, USA) 
 5.20  CuSO4 (Sigma, USA) 
 5.21  MnCl2 (Sigma, USA) 
 5.22  ZnSO4 (Sigma, USA) 
 5.23  SDS (Sigma, USA)  
 5.24  Methanol (Sigma, USA) 
 5.25  Ethanol (Sigma, USA) 
 5.26  Dimethyl sulfoxide (Sigma, USA) 
 5.27  Isopropyl alcohol (Sigma, USA) 
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6.  เคร่ืองมือ 
 
 6.1  Balance (Mettler Toledo, ML 3002/01) 
 6.2  Laminar flow (Nuaire, NU-440-400E)  
 6.3  Incubator (WTB Binder, BD with R3-controller) 
 6.4  Vortex mixer (LMS mixer uzusio, VTX-3000L) 
 6.5  Autoclave (TOMY, ES-315) 
 6.6  Spectrophotometer (Cecil, CE 7250) 
 6.7  Incubator shaker (Vision, VS-8480SRN) 
 6.8  pH meter (Mettler Toledo, five easy FE20 ) 
 6.9  Water bath (Lauda, A 100) 
 6.10  Centrifuge (Tomy, MX-301) 
 6.11  Agarose gel electrophoresis (Minigel electrophoresis unit, Mu-Pid2) 
 6.12  Micro wave (LG, MS2127CW) 
 6.13  Freezer -20 ⁰C (Sharp) 
 6.14  Freezer -80 ⁰C (Heto Ultra Freeze, Ultrafreeze 237) 
 6.15  Benchtop UV Transilluminator (Vilber Lourmat, TF20) 
 6.16  Gel document (Vilber Lourmat)  
 6.17  Micropipette (Gilson, pipetman) 
 6.18  Dionized water (Millipore Q-gard2, QGARDOOD2) 
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วธีิการ 
 

1.  การแสดงออกของยนีเคราติเนสใน Escherichia coli Rosetta และ Escherichia coli TOP10 
 
     การศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสใน  E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ได้ท าการใชพ้ลาสมิด 
pFLAG-CTS expression vector ในการสร้างพลาสมิดลูกผสม pFKER ส าหรับการแสดงออกของ
ยนีเคราติเนส ดงันั้นในส่วนรายละเอียดวธีิ ขั้นตอนท่ีใชศึ้กษานั้นเหมือนกนั แต่จะแตกต่างกนัเพียง
เซลลเ์จา้บา้นท่ีใชแ้สดงออกเท่านั้น 
  

1.1  การเตรียมพลาสมิดลูกผสม 
 
 1.1.1  การเตรียมดีเอน็เอแม่แบบ (Template DNA) 
 

 วธีิการสกดัพลาสมิด ลูกผสม pGKER51 ท่ีมียนีเคราติเนสอยู่  จากเช้ือ E. coli 
DH5α (pGKER51) ท่ีไดจ้ากวทิยานิพนธ์ ของขวญัคณิศร์ (ขวญัคณิศร์, 2551) เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอ
แม่แบบในการเตรียมยนีเคราติเนสท่ีไม่มีส่วนของ  signal peptide ท าไดโ้ดยเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  
Luria-Bertani broth (LB) ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 คืน แลว้น ามาสกดัพลาสมิดโดยใชชุ้ดสกดั   
พลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit (Qiagen, USA) โดยน าอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร  3 มิลลิลิตร 
มาป่ันเหวีย่งท่ี 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เทสารละลายทิ้งแลว้เติมบฟัเฟอร์  
P1 ปริมาตร 250 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเติมบฟัเฟอร์  P2 ปริมาตร 250 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้เติมบพัเฟอร์ N3 ปริมาตร 350 มิลลิลิตรทนัทีผสมใหเ้ขา้กนั  น าสารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่ง
ท่ี 13,000 รอบ เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าส่วนใสปริมาตร  750 มิลลิลิตรใส่ลงในคอลมัน์และป่ัน
เหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เติมบฟัเฟอร์  NE ปริมาตร 750 มิลลิลิตร ลงใน
คอลมัน์แลว้ป่ันเหวีย่งท่ี  13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนท่ีไหลผา่นลงคอลมัน์ด้ านล่าง
ทิ้ง แลว้ป่ันเหวีย่งท่ี  13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นชะดีเอน็เอออกจากเมมเบรนโดย
ใชบ้ฟัเฟอร์ EB หรือน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือปริมาตร  50 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี  13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายพลาสมิดท่ี -20 องศาเซลเซียส 
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1.1.2  การเตรียมยนีเคราติเนสท่ีไม่มีส่วนของ signal peptide 
 

 เพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสโดยใช้ เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction ; 
PCR) โดยเตรียม Master mix ท่ีประกอบไปดว้ย 
 
10x buffer with Mg   2.5  ไมโครลิตร 
dNTPs 10 มิลลิโมลาร์               0.5   ไมโครลิตร 
FKER Primer  5 พิโคโมลาร์ต่อไมโครลิตร 2.5   ไมโครลิตร 
RKER Primer 5 พิโคโมลาร์ต่อไมโครลิตร 2.5   ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase  2 ยนิูตต่อไมโครลิตร 0.5  ไมโครลิตร 
Nuclease free water             16    ไมโครลิตร 
  
 มาผสมกบัดีเอน็เอแม่แบบปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร จนไดป้ริมาตรรวมเป็น  25 
ไมโครลิตร  ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัน าไปท าปฏิกิริยา ดว้ยเคร่ือง Thermal cycle (T-gradient, 
Biometra)โดยมีสภาวะในการท าปฏิกิริยา ดงัน้ี 
  
โปรแกรมท่ี 1 pre-denaturation  ท่ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  
โปรแกรมท่ี 2 denaturation        ท่ี 94 องศาเซลเซียส 1 นาที  
                       annealing            ท่ี 70 องศาเซลเซียส 1 นาที  30 วนิาที 
                       extension            ท่ี 72 องศาเซลเซียส 2 นาที  วนรอบ 3 ขั้นตอนจ านวน 30 รอบ  
โปรแกรมท่ี 3 extension            ท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  จ  านวน 1 รอบ  
 
 ตรวจสอบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ดว้ยอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟริซิส
จากนั้นตดัช้ินดีเอน็เอออกจากเจลและท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย  Nucleospin Extract II® แลว้เช่ือมต่อช้ิน    
ดีเอน็เอของยนีเคราติเนส เขา้กบัพลาสมิด pGEM-T easy vector เพื่อสร้างพลาสมิดลูกผสม pGKER 
โดยใช้อตัราส่วน พลาสมิด:ดีเอน็เอ (1:3) ใช้ T4 DNA ligase ความเขม้ขน้  3 ยนิูตต่อไมโครลิตร  
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 2X Rapid ligation buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลว้เติมน ้ากลัน่
ปราศจากเช้ือเพื่อใหป้ริมาตรรวมเป็น 10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืน  จากนั้น
ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pGKER เขา้สู่ E. coli DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอลูกผสม 
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 1.1.3  การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pGKER เขา้สู่ Escherichia coli DH5α เพื่อเพิ่ม  
ปริมาณพลาสมิดลูกผสม 

 
 1.1.3.1   การเตรียมคอมพิเทนตเ์ซลล์ (competent cell)  

 
       ดดัแปลงจากวธีิการของ Dagert and Ehrlich (1979) โดยเข่ียเช้ือ  E. coli 

DH5α 1 โคโลนี ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ  LB 5 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส     
บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ  150 รอบต่อนาทีขา้มคืน  จากนั้นปิเปตสารละลายเช้ือ  1 เปอร์เซ็นต์   
มาใส่ในอาหาร LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตรน าไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ  150 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนเซลลเ์จริญถึงช่วง  log phase โดยจะมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี  600      
นาโนเมตร ประมาณ 0.3 ถึง 0.4 จากนั้นถ่ายเช้ือลงในหลอดเหวีย่งท่ีฆ่าเช้ือแลว้ขนาด  50 มิลลิลิตร 
น าไปป่ันเหวีย่งท่ี  1,100 g ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  5 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง แลว้เติม
แคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้  30 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 เท่าลงไป แลว้เขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั  
ตั้งทิ้งไวใ้นน ้าแข็ ง 20 นาที แยกคอมพิเทนตเ์ซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งท่ี  1,100 g ท่ีอุณหภูมิ  4         
องศาเซลเซียส  15 นาที แลว้เติมแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้  30 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.1 เท่า 
เขยา่จนเป็นเน้ือเดียวกนัจากนั้นตั้งทิ้งไวใ้นน ้าแขง็นาน  30 นาที แบ่งคอมพิเทนตเ์ซลลใ์ส่ในหล อด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 210 มิลลิลิตร แลว้เติมกลีเซอรอลลงไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  
15 เปอร์เซ็นต ์ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปเก็บไวท่ี้ -80 องศาเซลเซียส 
 

 1.1.3.2   การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมโดยวธีิ heat shock 
 

                            การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมท าตามวธีิการของ  Sambrook et al. (1989) 
โดยใชพ้ลาสมิดความเขม้ขน้  25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อคอมพิเทนต์
เซลล์ 210 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้วางบนน ้าแขง็เป็นเวลา  30 นาที จากนั้นน าไปบ่มท่ี  42 
องศาเซลเซียส 90 วนิาที แลว้น าไปแช่ในน ้าแข็ง 2 นาที จากนั้นเติม LB ลงไป 800ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนับ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 60 นาที เกล่ียบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ  LB ท่ีมี
แอมพิซิลลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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  1.1.4   การสกดัพลาสมิดลูกผสม pGKER จากเซลลท่ี์โคลนได ้
 

     น าเซลลโ์คโลนีเด่ียวของเซลลลู์กผสม  E. coli DH5α (pGKER) จากหวัขอ้ 1.1.3 
มาเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ แอมพิซิ ลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 คืน แลว้น ามาสกดัพลาสมิดโดยใช้
ชุดสกดัพลาสมิด QIAprep®Spin miniprep kit ตามวธีิการสกดัในหวัขอ้ 1.1.1 

 
1.1.5   การตรวจสอบ พลาสมิด ลูกผสม pGKER จากเซลล์ ท่ีโคลนได้ดว้ยวธีิพีซีอาร์  

วธีิการตดัดีเอน็เอและพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  
 

    น าพลาสมิดท่ีสกดัไดจ้ากหวัขอ้ 1.1.4 มาใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบในการท าพีซีอาร์ 
โดยใชส้ภาวะในหวัขอ้ 1.1.2 แลว้ตรวจสอบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ดว้ยอะกาโรสเจล            
อิเล็กโทรโฟริซิส  ส าหรับการตดัพลาสมิดนั้นใชป้ริมาณพลาสมิด 1 ไมโครกรัม มาตดัดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ  KpnI และ BglII พร้อมกนั โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ต่ละชนิดเป็ น 5 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรรวมของการท าปฏิกิริยาเป็น  20 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นให้หยดุปฏิกิริยาโดยการบ่มท่ีอุณหภูมิ  80 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  25 นาที ตรวจสอบขนาดของยนีและพลาสมิดดว้ยการท าอ ะกาโรสเจล          
อิเล็คโตรโฟรีซีส  แลว้ท าการตดัช้ินดีเอน็เอของยนีเคราติเนสออกจากเจลและท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย  
Nucleospin Extract II® ก่อนแช่แขง็เก็บไวส้ าหรับเช่ือมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ pFLAG-CTS ต่อไป 

 
1.1.6   การตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสและเฟรม (frame) 

 
 น าพลาสมิดท่ีตรวจสอบแลว้จากหวัขอ้ 1.1.5 ส่งวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์

บริษทั 1-Base ประเทศมาเลเซีย จากนั้นน าผลท่ีไดม้าวเิคราะห์ล าดบัเบสและเฟรมของยนีเคราติเนส 
 

1.1.7 การเช่ือมต่อยนีเคราติเนสเขา้กบั เวคเตอร์  pFLAG-CTS ท่ีใชส้ าหรับการ
แสดงออกของยนี 

 
 เช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอของยนีเคราติเนส ท่ีผา่นการตรวจสอบจากหวัขอ้ 1.1.5 และ

1.1.6 เขา้กบัพลาสมิด pFLAG-CTS ท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ เพื่อสร้างพลาสมิดลูก ผสม 
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pFKER โดยใช้อตัราส่วนพลาสมิด 1:3 ดีเอน็เอ ใช้ T4 DNA ligase ความเขม้ขน้  1 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 10X T4 ligase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลว้เติมน ้า
กลัน่ปราศจากเช้ือเพื่อใหป้ริมาตรรวมเป็น  10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียสขา้มคืน  
หยดุปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที แลว้โคลนเขา้สู่  E .coli DH5α โดย
วธีิ heat shock ตามขั้นตอนในหวัขอ้ 1.1.3.2 

 
1.2  การคดัเลือกพลาสมิดลูกผสม pFKER จากเซลลลู์กผสมในหวัขอ้ 1.1.7 

 
คดัเลือกโคลนท่ีมียนีเคราติเนสดว้ยการน าพลาสมิด ลูกผสม จากแต่ ละโคลนมาท า      

พีซีอาร์  และตรวจสอบขนาดของยนีโดยการตดัพลาสมิด ลูกผสม จากแต่ละโคลนดว้ยเอนไซม์       
ตดัจ าเพาะตามวธีิการในหวัขอ้  1.1.5 และการตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสและเฟรม  ตาม
วธีิการในหวัขอ้ 1.1.6 
 
 1.3  การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pFKER เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นส าหรับการแสดงออก 
 

ส าหรับพลาสมิด ลูกผสมท่ีผา่นการคดัเลือกจากหวัขอ้ 1.2 น าไปถ่ายโอนเขา้สู่ E. coli 
Rosetta และ E. coli TOP10 โดยท าตามวธีิการในหวัขอ้ 1.1.3.2 จากนั้นเม่ือคดัเลือกโคลนไดแ้ลว้ก็
ใหต้รวจสอบพลาสมิดลูกผสมตามวธีิการในหวัขอ้ 1.1.5 ซ ้ าอีกคร้ัง ก่อนน าโคลนท่ีไดไ้ป ผลิต
โปรตีนรีคอมบิแนนท ์ 

 
 1.4  การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
 

                   ดดัแปลงจากวธีิตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยขนไก่ (ขวญัคณิศร์, 2551: 29) โดย
เลือกโคโลนีเซลล์ลูกผสม E. coli Rosetta (pFKER) และ E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีท าการถ่าย
โอนพลาสมิดลูกผสม pFKER เขา้สู่เซลล์แลว้ น าไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนไดค้่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรเท่ากบั  0.6 จึงท าการเติม  isopropyl- beta-D-thiogalactoside  (IPTG) 
ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 1 มิลลิโมลาร์  เพื่อชกัน าใหเักิดการแสดงออกของ
ยนี และท าการเก็บเซลลทุ์กๆ 1 ชัว่โมง ท าการเก็บทั้งหมด 24 ชัง่โมง แลว้ท าการวเิคราะห์ โปรตีน
ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ (SDS-PAGE) 
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2.  การแสดงออกของยนีเคราติเนสใน Pichia pastoris Y11430 
 
 ดดัแปลงวธีิการจากคู่มือ Pichia Expression Kit For Expression of Recombinant Proteins 
in Pichia pastoris (Invitrogen, 2010a)  
 

2.1  การเตรียมดีเอน็เอลูกผสม 
 

2.1.1  การเตรียมยนีเคราติเนสท่ีไม่มีส่วนของ  signal peptide โดยใชดี้เอน็เอแม่แบบใน
หวัขอ้ 1.1.1 และใชว้ธีิการเดียวกบัหวัขอ้  1.1.2 แต่เปล่ียนไปใชไ้พรเมอร์  FPIC1 และ RPIC1 
จากนั้นท า การตรวจสอบผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ แลว้ เช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอ ท่ีบริสุทธ์ิ ของยนี    
เคราติเนสเขา้กบัพลาสมิด pTZ57R/T เพื่อสร้างพลาสมิดลูกผสม pTKER 

  
 2.1.2  การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pTKER เขา้สู่ E. coli DH5α (เพื่อเพิ่มปริมาณ 

พลาสมิดลูกผสม) ใชว้ธีิการเดียวกบัหวัขอ้ 1.1.3  
 

 2.1.3  การสกดัพลาสมิดลูกผสมจากเซลลท่ี์โคลนได ้ใชว้ธีิการเดียวกบัหวัขอ้ 1.1.4  
 
 2.1.4  การตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมจากเซลล์ ท่ีโคลนไดด้ว้ยวธีิพีซีอาร์  และวธีิการ
ตดัดีเอน็เอและพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI  ใชว้ธีิการเดียวกบัหวัขอ้ 1.1.5 
 
                   2.1.5  การตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสและเฟรม  ใชว้ธีิการ เดียวกบัหวัขอ้ 
1.1.6 
 
 2.1.6  การเช่ือมต่อยนีเคราติเนสเขา้กบั เวคเตอร์ pPICZα B เพื่อสร้างพลาสมิดลูกผสม 
pPKER ส าหรับการแสดงออกของยนี นั้นใชห้ลกัการเดียวกบัหวัขอ้  1.1.7 แต่เปล่ียนอาหารท่ีใช้
คดัเลือกโคโลนีหลงัจากการถ่ายโอน พลาสมิดลูกผสมเขา้ สู่ E. coli DH5α เป็น Low Salt LB ท่ีมียา
ปฏิชีวนะ Zeocin 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  คดัเลือกโคลนท่ีมียนีเคราติเนสดว้ยการน าพลาสมิด
จากแต่ละโคลนมาท าพีซีอาร์ และตรวจสอบขนาดของยนีโดยการตดัพลาสมิดจากแต่ละ โคลนดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะตามวธีิการในหวัขอ้  2.1.4 และการตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสและ
เฟรม ตามวธีิการในหวัขอ้ 2.1.5 
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 2.2  การเตรียมเซลล์ Pichia pastoris Y11430 ส าหรับ Electroporation 
 
 เตรียมเช้ือเร่ิมตน้โดยการถ่ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวลงในอาหาร  YPD จ านวน 20 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาทีขา้มคืน จากนั้นถ่ายเช้ือ
ลงอาหาร YPD จ านวน 200 มิลลิลิตร จากนั้นเล้ียงเช้ือท่ีสภาวะเดิมจนสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 600 นาโนเมตรไดค้่าอยูใ่นช่วง  1.3-1.5 แลว้ท าการป่ันเก็บเซลลท่ี์ควา มเร็วรอบ 1500 g 5 นาที     
ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ท าการละลายลา้งเซลลด์ว้ยน ้าปราศจากเช้ือ 50 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 0 
องศาเซลเซียส ท าการป่ันเก็บเซลลแ์ลว้ลา้งดว้ยน ้าปราศจากเช้ือซ ้ าอีก  1 คร้ัง จากนั้นป่ันเก็บเซลล์
แลว้ละลายเซลลใ์น 1 โมลาร์ sorbitol จ  านวน 20 มิลลิลิตรท่ี 0 องศาเซลเซียส ป่ันเก็บเซลลแ์ลว้
ละลายเซลลใ์น 1 โมลาร์ sorbitol จ  านวน 1 มิลลิลิตรท่ี 0 องศาเซลเซียส เก็บเซลลไ์วบ้นน ้าแขง็และ
ใหใ้ชเ้ซลลภ์ายในวนัท่ีเตรียมหา้มเก็บเซลลไ์วใ้ชใ้นวนัถดัไป        
 

2.3  การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pPKER เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นส าหรับการแสดงออก 
 

 ส าหรับพลาสมิดลูกผสมท่ีผา่นการตรวจสอบจากหวัขอ้ 2.1.6 แลว้จึงน าไปถ่ายโอนเขา้
สู่ P. pastoris Y11430 ดว้ยวธีี Electroporation เพื่อทดสอบการแสดงออกของยนีเคราติเนส  ดงัน้ี น า
เซลล์ P. pastoris Y11430 ท่ีเตรียมไดจ้ากหวัขอ้ 2.2 จ านวน 80 ไมโครลิตร ผสมกบัพลาสมิด 
ลูกผสม pPKER จ านวน 5-10 ไมโครลิตร โดยตอ้งท าการตดัพลาสมิดน้ีดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Sacl 
ให้อยูใ่นรูป linearized DNA ก่อน จากนั้นยา้ยส่วนผสมน้ีลงสู่ electroporation cuvette ขนาด 0.2 
เซนติเมตร ซ่ึงวางอยูบ่นน ้าแขง็  และบ่มต่อไปเป็นเวลา  5 นาที จากนั้ นท าการ Pulse เซลลจ์  านวน 1 
คร้ังโดยตั้งค่าแรงดนัไฟฟ้าเท่ากบั 2 กิโลวตัต ์หลงัจากนั้นเติม 1 โมลาร์ sorbitol ท่ีแช่บนน ้าแขง็
จ านวน 1 มิลลิลิตร ลงใน cuvette ทนัที จากนั้นยา้ยสารละลายเซลลท์ั้งหมดลงสู่หลอดทดลองปลอด
เช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 1-2 ชัว่โมง ไม่ตอ้งเขยา่ พอครบเวลา
น าสารละลาย เซลลป์ระมาณ 50-200 ไมโครลิตรไป spread plate บนอาหารแขง็ YPDS ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะ Zeocin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น า  plate ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส 2-3 วนัจนกระทัง่เห็นโคโลนีเกิดข้ึน น าโคโลนีเด่ียวจ านวน  10-20 โคโลนี ไป streak บน
อาหารแขง็ YPD ท่ีมีความเขม้ขน้ของ Zeocin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  เม่ือเห็นโคโลนีเด่ียวเกิดข้ึนใหน้ าโคโลนีเด่ียวไปเล้ียงในอาหารเหลว YPD เพื่อสกดั
โครโมโซมเพื่อใชเ้ป็นแม่แบบในการตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์  
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 2.4  การสกดัโครโมโซมจากเซลล์ลูกผสม Pichia pastoris Y11430 (pPKER)  
 
 ท าการเล้ียงเซลล์ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) ในอาหาร YPD ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ถึง 18 ชัว่โมง แลว้น าอาหารเล้ียงเช้ื อจ านวน 3 
มิลลิลิตรไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ  8,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา  5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เท
สารละลายทิ้งจากนั้นเติม  lysis buffer ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและบ่มท่ี 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น เติม phenol chloroform isoamyl alcohol (25:24:1) ใหป้ริมาตร
เท่ากบั lysis buffer ท่ีละลายตะกอนก่อนหนา้ ผสมใหเ้ขา้กนัจากนั้นป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส 15 นาที ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดไมโครทิวป์หลอดใหม่ประมาณ 300-
350 ไมโครลิตร  เติม 3 โมลาร์ sodium acetate buffer pH 5.2 จ านวน 40 ไมโครลิตร  และเติม 
isopropanol 300-350 ไมโครลิตร  ผสมโดยพลิกหลอดกลบัไปมาเป็นเวลา 10 นาที ป่ันเหวีย่งท่ี
ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส  15 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 1 มิลลิลิตร ของ 70 
เปอร์เซ็นตเ์อทานอล แลว้ป่ันเหวีย่งจากนั้นท าตะกอนให้ แหง้ แลว้ละลายในน ้าหรือ  TE buffer pH 
8.0 แลว้เก็บสารละลายดีเอน็เอท่ี  -20 องศาเซลเซียส  เพื่อตรวจสอบดว้ยเทคนิค พีซีอาร์ดว้ยคู่        
ไพรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 ตามวธีิการและสภาวะในหวัขอ้ 1.1.2 
 
 2.5  การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
 
 เลือกโคโลนีเด่ียวของ เซลล์ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) มาเล้ียงในอาหาร 
BMGY 25 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  28-30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 250-300 รอบต่อนาที จนวดัค่า OD600 
ไดอ้ยูใ่นช่วง 2-6 จากนั้นท าการเก็บ เก่ียวเซลลโ์ดยป่ันเหวีย่งท่ี  1500-3000 g เป็นเวลา 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง น าตะกอนท่ีไดม้าละลายในอาหาร BMMY จนไดค้่า OD600 ประมาณ 1.0 และท าการ
เติม methanol 100 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  0.5 เปอร์เซ็นต์ เติมอีก
ทุกๆ 24 ชัว่โมง เพื่อรักษาระดบัการแสดงออก จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งเพื่อน าไปวเิคราะห์ต่อตาม
ช่วงเวลาดงัน้ี  0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 และ 96 ชัว่โมง และส าหรับตวัอยา่งท่ีเก็บมาแลว้นั้น
สามารถป่ันเหวีย่งแยกเก็บ น ้าเล้ียงเซลล์และตะกอนเซลล์ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับ
การวเิคราะห์ต่อไป 
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3.  การวเิคราะห์ 
 
 3.1  การเตรียมเอนไซมลู์กผสมจากส่วนต่างๆ 
 

 ดดัแปลงจากวิ ธีการของ Escarlata et al. (2010) โดยน าเซลล์ลูกผสม E. coli Rosetta 
(pFKER) และ E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีเหน่ียวน าใหเ้กิดการแสดงออก ของยนีเพื่อผลิตโปรตีน    
รีคอมบิแนนท์  ท่ีเก็บไดน้ั้นมาป่ันเหวีย่ง 10,000 รอบต่อนาที เพื่อแยกน ้าเล้ียงเซลล ์ (the crude 

culture supernatant ) กบัตวัเซลล์  (the cell pellet) ออกจากกนั ท าการเก็บน ้าเล้ียงเซลลเ์อาไว้
วเิคราะห์ต่อ ไป ส่วนตวัเซลล์ ให้น ามาละลายในบฟัเฟอร์  (50 มิลลิโมลาร์  Tris-HCl pH 8.4, 5 
เปอร์เซ็นต์ glycerol, 50 มิลลิโมลาร์ NaCl) จ านวน 100 ไมโครลิตร จากนั้นท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย วิธี
แช่แขง็และละลาย  (Freeze and Thaw Lysis) โดยแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสแลว้ท าการ
ละลาย เป็นจ านวนทั้งส้ิน 5 รอบ แลว้เติมเอนไซม์  DNase (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ) 1 ไมโครลิตร
และเอนไซม์  RNase (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 5 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งพ ร้อมกบัเขยา่
เบาๆ เป็นเวลา 10-20 นาที เม่ือบ่มครบเวลาน าไปป่ันเหวีย่ง 16,000 g 20 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
เพื่อแยกส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก (the pellet of cell lysate) กบัส่วนใสหลงัจากท าให้
เซลลแ์ตก (the supernatant of cell lysate ) ออกจากกนั หากยงัไม่ไดท้  าการวเิคราะห์ตวัอยา่ง ให้
เก็บตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส ส่วนการตรวจวเิคราะห์โดยวธีิ อิเล็กโทรโฟริซีสแบบ      
เอสดีเอส-เพจ ใหน้ าเอาตวัอยา่งทั้ง 3 ส่วนท่ีแยกได้มาผสมกบั sample buffer ในหลอดทดลองดงัน้ี  
ตวัอยา่งส่วน ตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ผสมกบั 100 ไมโครลิตรของ 1X sample buffer 
ส าหรับส่วนน ้าเล้ียงเซลล์และส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกใหผ้สมกบั 5X sample buffer  จนได้
ความเขม้ขน้ของสารละลายเป็น 1X sample buffer  แลว้น าไปตม้ในน ้าเดือด เป็นเวลา 10 นาที พอ
ตวัอยา่งเยน็ลง จึงน าตวัอยา่งไปหยอด ลงในช่องใส่ตวัอยา่ง บนแผน่เจลประมาณ 10-20 ไมโครลิตร 
ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ข ขอ้ท่ี 4  
 

3.2  การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส 
 
 น าโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร  LB ท่ีมีแอมพิซิลลิน ถ่ายไปยงัอาหาร สคิมมิลคอ์ะการ์  
(skim milk agar) ท่ีมีแอมพิซิลลิน และ IPTG ความเขม้ขน้  1 มิลลิโมลาร์ เพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยนีในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร ดงักล่าวโดยพิจารณา
จากการเกิดวงใสรอบโคโลนี (clear zone) 
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 3.3  การวดักิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
 
 ดดัแปลงจากวธีิการของ  Lowry et al. (1951) โดยการวดัปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึน
ภายหลงัจากการยอ่ยโปรตีนโดยเอนไซม์  ในการทดลองน้ีใช้ เคซีน 1.2 เปอร์เซ็นต ์ละลายใน 50 
มิลลิโมลาร์ phosphate buffer pH 7.0 เป็นสับสเตรท จากนั้นน ามา 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที เติมน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีมีความเจือจางเหมาะสม จ านวน 0.2 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนับ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ย  0.44 โมลาร์ 
trichloroacetic acid จ านวน 1 มิลลิลิตร ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที เพื่อใหต้กตะกอน
สมบูรณ์ จากนั้นป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ  8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาวดั
ปริมาณไทโรซีนดว้ยวธีิท่ีดดัแปลงจาก Ferrero et al. (1996) ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ข ขอ้ท่ี 1 
 

 ก าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์ เท่ากบัปริมาณของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสามารถยอ่ย  
เคซีนแลว้เกิดไทโรซีน 1 ไมโครกรัม ในเวลา 10 นาที ภายใตส้ภาวะการวเิคราะห์ 
 

3.4  การวดักิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนส 
 

 ดดัแปลงจากวธีิการของ  Lin et al. (1992) โดยใชข้นไก่บดเป็นสับสเตรท  ซ่ึงใน
ปฏิกิริยาประกอบดว้ย  ขนไก่บดขนาด 0.5 มิลลิเมตร 5 มิลลิกรัม สารละลายบฟัเฟอร์โพแทสเซียม
ฟอสเฟต เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซมเ์คราติเนสปริมาตร  
0.2 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดเขา้ดว้ยกนัแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที จากนั้นเติมสารละลายไตรคลอโรอะซิติกเขม้ขน้  10 เปอร์เซ็นต์ 0.2 มิลลิลิตร เพื่อหยดุ
ปฏิกิริยา น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว  11,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที น าส่วนใสไปหาปริมาณ
กรดอะมิโนอิสระท่ีถูกปลดปล่อยออกมาเทียบกบัชุดควบคุมโดยวธีิ  Ninhydrin (Rosen, 1957) ดงั
รายละเอียดในภาคผนวก ข ขอ้ท่ี 2  

 
 ก าหนดให้  1 หน่วยของเอนไซม์  เท่ากบั ปริมาณของเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ย        

สับสเตรทจนท าใหเ้กิดกรดอะมิโนอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 60 นาทีภายใตส้ภาวะท่ีก าหนด  เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
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3.5  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิ และมวลโมเลกุลของเอนไซม ์ดว้ยวธีิอิเล็กโทร โฟริซิส 
แบบเอสดีเอส-เพจ (SDS–PAGE)  

 
 ใชอุ้ปกรณ์ Minigel electrophoresis unit (Mu-Pid2) ของบริษทั Bio-Rad โดยใชว้ธีิการ
ของ Laemmli (1970) แสดงรายละเอียดในภาคผนวก ข ขอ้ท่ี 4 ใชสี้ Coomassie brilliant blue R-
250 ในการยอ้มเจล หรือยอ้มเจลดว้ย silver stain plus kit (Bio-Rad, USA) ตามความเหมะสม และ
ใช ้10-250 kDa Protein Ladder ของบริษทั Fermentas เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
 
         3.6  การตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยขนไก่ของเซลลย์สีตลู์กผสม 
 

      น าโคโลนีเด่ียวของ เซลล์ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) ท่ีมีความสามารถใน
การยอ่ยเคซีนบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ ได ้ มาเล้ียงในอาหาร BMGY 25 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  30 
องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี  300 รอบต่อนาที จนวดัค่า OD600 ไดอ้ยูใ่นช่วง 2-6 จากนั้นท าการเก็บเซลล์
โดยป่ันเหวีย่งท่ี  1500-3000 g เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  น าตะกอนท่ีไดม้าละลายในอาหาร 
BMMY ท่ีมีขนไก่อยูจ่นไดค้่า  OD600 ประมาณ1.0 และท าการเติม  methanol 100 เปอร์เซ็นต์ ลงใน
อาหารใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5 เปอร์เซ็นต์  เติมอีกทุกๆ 24 ชัว่โมงเพื่อรักษาระดบัการ
แสดงออก ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 300 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 7-14 วนั เม่ือ
เล้ียงครบ 14 วนั ท าการป่ันแยกเก็บน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีความเร็ว 8000 g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น าน ้าเล้ียงเซลล์ เก็บแช่แขง็ไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส  เพื่อไวใ้ชว้เิคราะห์ค่ากิจกรรม
ของเอนไซมเ์คราติเนสและค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสต่อไป  จากนั้นใหแ้ยกขนไก่ออกมา
ตรวจสอบลกัษณะพื้นผวิดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงชนิดสเตอริโอไมโครสโ คป (stereo 
microscope)  
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  ผลการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก Bacillus licheniformis KUB-K0006 ใน Escherichia 

coli TOP10 และ Escherichia coli Rosetta 
 
 1.1  การเตรียมดีเอน็เอแม่แบบ (Template DNA) 
 
 สามารถสกดัพลาสมิดลูกผสม pGKER51 จากเช้ือ E. coli DH5α (pGKER51) เพื่อใช้
เป็นดีเอน็เอแม่แบบ ได ้โดยหลงัจากการ ตรวจสอบดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส  พบแถบ   
ดีเอน็เอของพลาสมิดลูกผสม pGKER51 (ภาพท่ี 6) มีลกัษณะสมบูรณ์ แสดงใหเ้ห็นวา่ดีเอน็เอไม่ถูก
ท าลายพร้อมน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
  
 1.2  การเตรียมยีนเคราติเนส 
 
 การเพิ่มปริมาณ ยนีเคราติเนส โดยใช้ เทคนิคพีซีอาร์  พบวา่สามารถสังเคราะห์ดีเอน็เอ
ของยนี เคราติเนสจาก ดีเอน็เอแม่แบบ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี เคราติเนส คือ FKER และ 
RKER และตรวจสอบขนาดและปริมาณของ พีซีอาร์โปรดกัส์ ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิ ส โดยใช ้
1.2 เปอร์เซ็นต์  อะกาโรสเจล  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 1093 คู่เบส (ภาพท่ี  7) ตามท่ี
คาดหวงัไว้ แสดงวา่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนี เคราติเนสน้ีมี
ความจ าเพาะเจาะจง สูง สังเกตไดจ้ากความเขม้และหนาแน่นของแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1093 
คู่เบส ท่ีพบเพียงแถบเดียวและไม่มีแถบท่ีไม่จ าเพาะเกิดข้ึน ในขั้นต่อไปของการโคลนยนีนั้นจะตอ้ง
ท าการตดัช้ินดีเอน็เอ ของยนีเคราติเนสออก จากเจลไปแยกใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใช้ ชุดสกดั NucleoSpin 
extract II® (Machere-Nagel, USA) ก่อนท่ีจะน าไปเช่ือมต่อเขา้กบัพลาสมิด pGEM-T easy vector 
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ภาพที ่6  ดีเอน็เอแม่แบบส าหรับเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ 
            ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
  ช่องท่ี 2 พลาสมิดลูกผสม pGKER51 ท่ีใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่7  ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FKER และ RKER 
  ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
  ช่องท่ี 2 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
  ช่องท่ี 3 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์  
  ช่องท่ี 4 negative control 
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ยนีเคราติเนส  1093 คู่เบส 
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 1.3  การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีสังเคระห์ได ้ใน Escherichia coli  DH5α 
 
                  น าช้ินยนีท่ีสั งเคราะห์ไดม้าเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pGEM- T easy vector  เพื่อสร้าง  
พลาสมิด ลูกผสม pGKER จากนั้นถ่ายโอนเขา้สู่ E. coli  DH5α การเช่ือมต่อยนีเขา้กบัพลาสมิด 
pGEM-T easy vector จะช่วยเพิ่มพื้นท่ีใหเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะสามารถจบักบัต าแหน่งจดจ าในการตดั
ไดดี้ยิง่ข้ึน  หลงัจ ากไดโ้คโลนีท่ีผา่นการคดัเลือกแลว้ จึงสกดัเอาพลาสมิดลูกผสม pGKER มา
ตรวจสอบโดยวธีิพีซีอาร์ดว้ยคู่ไพร์เมอร์ FKER และ RKER หลงัจากตรวจสอบพีซีอาร์โปรดกัส์
จากเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิส  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ  1093 คู่เบส (ภาพท่ี 8) จากนั้นน า
พลาสมิดลูกผสม pGKER มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII  เพื่อตรวจสอบการมีอยู่
ของพลาสมิดและยนีเครา ติเนสท่ีตอ้งกา รดว้ยเทคนิค อิเล็กโทรโฟริซิส พบ แถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด
ประมาณ 30 15 คู่เบส  และ 1093 คู่เบส (ภาพท่ี  9) แสดงว่ าพลาสมิดลูกผสม  pG KER มียนี            
เคราติเนสเช่ือมต่ออยูจ่ริง 
 
 1.4  การตรวจสอบการเรียงล าดบัเบสของยนีท่ีก าหนดการสร้างเอนไซมเ์คราติเนส (DNA 
sequencing) 
 
                  สกดัพลาสมิดลูกผสม pGKER ซ่ึงเช่ือมต่อ กบัยนีเคราติเนส จากโคโลนีแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกได ้จึงส่ง วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั 1-Base ประเทศมาเลเซีย วเิคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทด์ ท่ีไดม้า เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี เคราติเนสท่ีขวญัคณิศร์ (2551) ได้
รายงานไวก่้อนหนา้โดยใชโ้ปรแกรม  ClustalW 2 พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้า กโคลนมีความ
เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี เคราติเนสท่ีไม่มีส่วน signal peptide ท่ีน ามาเปรียบเทียบ 100 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจากผลการตรวจสอบ ล าดบันิวคลีโอไทด์  (ภาพท่ี 10) แสดงใหเ้ห็นวา่ต าแหน่งจดจ า
ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (แถบสีฟ้า) KpnI และ BglII เช่ือมต่อเขา้กบัยนีเคราติเนส ไดถู้กตอ้งตรงตาม
เฟรมในการแปลรหสัเป็นโปรตีน 
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ภาพที ่8  ผลการตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pGKER ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์      
  FKER และ RKER 
  ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
  ช่องท่ี 2 และ 3 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
  ช่องท่ี 4 negative control 
  ช่องท่ี 5 positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9  ผลการตดัพลาสมิดลูกผสม pGKER ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
  ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
  ช่องท่ี 2 และ 3 พลาสมิดท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซม ์KpnI และ BglII   

Kb
106.0

3.0
1.5
1.0

0.25

1   2     3

 

Kb

10
6.0
3.0

0.25

1.5
1.0

1   2     3 4     5                 

 

pGEM-T easy 3015 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส  1093 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส  1093 คู่เบส 
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1   GGTACCTCTGCTGCTCAGCCGGCGAAAAATGTTGAAAAGGATTATATTGTCGGATTTAAG  60      
     G  T  S  A  A  Q  P  A  K  N  V  E  K  D  Y  I  V  G  F  K  

61   TCAGGAGTGAAAACCGCATCCGTCAAAAAGGACATCATCAAAGAGAGCGGCGGAAAAGTG  120     
     S  G  V  K  T  A  S  V  K  K  D  I  I  K  E  S  G  G  K  V  

121   GACAAGCAGTTTAGAATCATCAACGCGGCAAAAGCGAAGCTAGACAAAGAAGCGCTTAAG  180     
    D  K  Q  F  R  I  I  N  A  A  K  A  K  L  D  K  E  A  L  K  

181   GAAGTCAAAAATGATCCGGATGTCGCTTATGTGGAAGAGGATCATGTGGCCCATGCCTTG  240     
  E  V  K  N  D  P  D  V  A  Y  V  E  E  D  H  V  A  H  A  L  

241   GCGCAAACCGTTCCTTACGGCATTCCTCTCATTAAAGCGGACAAAGTGCAGGCTCAAGGC  300     
  A  Q  T  V  P  Y  G  I  P  L  I  K  A  D  K  V  Q  A  Q  G  

301   TTTAAGGGAGCGAATGTAAAAGTAGCCGTCCTGGATACAGGAATCCAAGCTTCTCATCCG  360     
  F  K  G  A  N  V  K  V  A  V  L  D  T  G  I  Q  A  S  H  P  

361   GACTTGAACGTAGTCGGCGGAGCAAGCTTTGTGGCTGGCGAAGCTTATAACACCGACGGC  420     
  D  L  N  V  V  G  G  A  S  F  V  A  G  E  A  Y  N  T  D  G  

421   AACGGACACGGCACACATGTTGCCGGTACAGTAGCTGCGCTTGACAATACAACGGGTGTA  480     
   N  G  H  G  T  H  V  A  G  T  V  A  A  L  D  N  T  T  G  V  

481   TTAGGCGTTGCGCCAAGCGTATCCTTGTACGCGGTTAAAGTACTGAATTCAAGCGGAAGC  540     
 L  G  V  A  P  S  V  S  L  Y  A  V  K  V  L  N  S  S  G  S  

541   GGATCATACAGCGGCATTGTAAGCGGAATCGAGTGGGCGACAACAAACGGCATGGATGTT  600     
   G  S  Y  S  G  I  V  S  G  I  E  W  A  T  T  N  G  M  D  V  

601  ATCAATATGAGCCTTGGGGGAGCATCAGGCTCGACAGCGATGAAACAGGCAGTCGACAAT  660     
  I  N  M  S  L  G  G  A  S  G  S  T  A  M  K  Q  A  V  D  N  

661   GCATATGCAAGAGGGGTTGTCGTTGTAGCTGCAGCAGGGAACAGCGGATCTTCAGGAAAC  720     
 A  Y  A  R  G  V  V  V  V  A  A  A  G  N  S  G  S  S  G  N  

721   ACGAATACAATTGGCTATCCTGCGAAATACGATTCTGTCATCGCTGTTGGTGCGGTAGAC  780     
  T  N  T  I  G  Y  P  A  K  Y  D  S  V  I  A  V  G  A  V  D  

781   TCTAACAGCAACAGAGCTTCATTTTCCAGTGTGGGAGCAGAGCTTGAAGTCATGGCTCCT  840     
 S  N  S  N  R  A  S  F  S  S  V  G  A  E  L  E  V  M  A  P  

841   GGCGCAGGCGTATACAGCACTTACCCAACGAACACTTATGCAACATTGAACGGAACGTCA  900     
 G  A  G  V  Y  S  T  Y  P  T  N  T  Y  A  T  L  N  G  T  S  

901   ATGGCTTCTCCTCATGTAGCGGGAGCAGCAGCTTTGATCTTGTCAAAACATCCGAACCTT  960     
 M  A  S  P  H  V  A  G  A  A  A  L  I  L  S  K  H  P  N  L  

961   TCAGCTTCACAAGTCCGCAACCGTCTCTCCAGCACGGCGACTTATTTGGGAAGCTCCTTC  1020    
  S  A  S  Q  V  R  N  R  L  S  S  T  A  T  Y  L  G  S  S  F  

1021   TACTATGGGAAAGGTCTGATCAATGTCGAAGCTGCCGCTCAACATCATCATCATCATCAT  1080    
   Y  Y  G  K  G  L  I  N  V  E  A  A  A  Q  H  H  H  H  H  H  

1081   TAAAGATCT  1089    
   *         R  S  

 
ภาพที ่10  ล าดบัเบสของยนีเคราติเนสบนพลาสมิดลูกผสม pGKER 
 แถบสีฟ้า     คือ ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ KpnI และ BglII ตามล าดบั 
 แถบสีแดง  คือ stop codon 
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  1.5  การ subclone ท่ีมียนีเคราติเนสเขา้สู่เวกเตอร์ expression vector 
 
                   น าโคลนท่ีผา่นการ วเิคราะห์ล าดบั นิวคลีโอไทด์ จากหวัขอ้ 1.1.6 มาท าการตดัยนี       
เคราติเนสออกจากพลาสมิดลูกผสม pGKER ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด (Double digestion ) คือ 
KpnI และ BglII  ในขณะเดียวกนัก็ท าการตดัเวกเตอร์ pFLAG-CTS expression vector ดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ ทั้ง 2 ชนิดเช่ นเดียวกนั  เพื่อตอ้งการใหมี้ต าแหน่งจดจ าบนดีเอน็เอท่ีแน่นอน  และเขา้
เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ในต าแหน่งจดจ าเดียวกนั  ซ่ึงจะท าใหย้นีเคราติเนสและเวคเตอร์  pFLAG-CTS 
expression vector  นั้นเช่ือมต่อกนัอยา่งถูกตอ้ง นอกจากน้ีพบวา่หลงัจาก ตดัพลาสมิดและเวคเตอร์
ดว้ยเอนไซมต์ดั จ าเพาะ  2 ชนิด แลว้ท าการวเิคราะห์ขนาด และปริมาณของดีเอ็ นเอดว้ยเทคนิค     
อิเล็กโทรโฟริซิส  โดยใช ้ 1.2 เปอร์เซ็นตอ์ะกาโรสเจล  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ  1093       
คู่เบส 3015 คู่เบส และ 5400 คู่เบส ซ่ึงก็คือยนีเคราติเนส (ภาพท่ี 11 ช่องท่ี 3) พลาสมิด pGEM-T 
easy vector (ภาพท่ี 11ช่องท่ี 3)  และพลาสมิด pFLAG-CTS expression vector (ภาพท่ี 11 ช่องท่ี 2) 
ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่11  การตดัพลาสมิดลูกผสม pGKER และการตดัพลาสมิด pFLAG-CTS ดว้ยเอนไซม ์ 
 ตดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2  พลาสมิด pFLAG-CTS ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 3 จากพลาสมิดลูกผสม pGKER ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ  
  BglII   
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5′ KpnI-keratinase-BglII 3′

 

 น าดีเอน็เอท่ีบริสุทธ์ิของยนี เครา ติเนสมาเช่ือม ต่อกบัเวกเตอร์ pFLAG- CTS  ใน
ต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII (ภาพท่ี 12) ท าให้ไดพ้ลาสมิดลูกผสม pFKER จากนั้น
น าไปถ่ายทอดเขา้สู่  competent cell ของ E. coli DH5α โดยวธีิ heat shock  ในหวัขอ้ 1.1.3 แลว้ท า
คดัเลือกโคโลนี ท่ีเจริญบนอาหาร LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่มี
โคโลนีปรากฏข้ึนบน อาหารคดัเลือกมาก กวา่ 300 โคโลนี  จึงสุ่มมาสกดัพลาสมิ ดลูกผสม ดว้ย 
QIAprep® Spin Miniprep kit และน าพลาสมิดลูกผสมท่ีสกดัไดม้าเป็นแม่แบบในการตรวจสอบดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ FKER และ RKER พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 1093 คู่เบส 
(ภาพท่ี 13) จากนั้นน าพลาสมิดลูกผสมท่ีมีแถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการมาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอ
ภายในพลาสมิด ลูกผสมโดยตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII พบว่าพลาสมิดลูกผสม ท่ี
ผา่นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะพบแถบดีเอน็เอสองขนาด คือ 5398 คู่เบสของพลาสมิด pFLAG-
CTS และแถบดีเอน็เอขนาด 1093 คู่เบสของยนีเคราติเนส  (ภาพท่ี 14) แลว้น าพลาสมิดลูกผสม ส่ง
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั  1-Base ประเทศมาเลเซีย พบวา่ยนีเคราติเนสถูกเช่ือมต่อกบั
ต าแหน่งของ ompA signal peptide บนพลาสมิด pFLAG-CTS ท่ีต าแหน่ง KpnI ไดถู้กตอ้งตามเฟรม
การแปลรหสัเป็นกรดอะมิโน  (ภาพท่ี 15) และล าดบัเบสของยนีเคราติเนสภายในพลาสมิด ลูกผสม
ไม่มีความแตกต่างไป จากล าดบัเบสของยนีเคราติเนสท่ี ท าการวเิคราะห์มาก่อน หนา้ จึงถ่ายโอน   
พลาสมิดลูกผสมน้ีเขา้สู่ E. coli Rosetta และ E. coli TOP10  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่12  การเช่ือมต่อระหวา่งยนีเคราติเนสกบัพลาสมิด pFLAG-CTS ท่ีต าแหน่งเอนไซม ์         
 ตดัจ าเพาะ KpnI และ BglII  
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ภาพที ่13  ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FKER และ RKER ท่ีใชพ้ลาสมิด 
 ลูกผสม pFKER เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 และ 3 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
 ช่องท่ี 4 negative control 
 ช่องท่ี 5 positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่14  การตดัพลาสมิดลูกผสม pFKER ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 และ 3 พลาสมิดลูกผสม pFKER ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 4 และ 5    พลาสมิดลูกผสม pFKER ท่ีไม่ตดัดว้ยเอนไซม ์KpnI และ BglII   
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1   ACCGTTGCGCAAGCTTCGCTCGAGGAATTCGGATCCGGTACCTCTGCTGCTCAGCCGGCG  60      
    T  V  A  Q  A  S  L  E  E  F  G  S  G  T  S  A  A  Q  P  A   

61   AAAAATGTTGAAAAGGATTATATTGTCGGATTTAAGTCAGGAGTGAAAACCGCATCCGTC  120     
  K  N  V  E  K  D  Y  I  V  G  F  K  S  G  V  K  T  A  S  V   

121   AAAAAGGACATCATCAAAGAGAGCGGCGGAAAAGTGGACAAGCAGTTTAGAATCATCAAC  180     
     K K  D  I  I  K  E  S  G  G  K  V  D  K  Q  F  R  I  I  N   

181   GCGGCAAAAGCGAAGCTAGACAAAGAAGCGCTTAAGGAAGTCAAAAATGATCCGGATGTC  240     
 A  A  K  A  K  L  D  K  E  A  L  K  E  V  K  N  D  P  D  V   

241   GCTTATGTGGAAGAGGATCATGTGGCCCATGCCTTGGCGCAAACCGTTCCTTACGGCATT  300     
  A  Y  V  E  E  D  H  V  A  H  A  L  A  Q  T  V  P  Y  G  I   

301   CCTCTCATTAAAGCGGACAAAGTGCAGGCTCAAGGCTTTAAGGGAGCGAATGTAAAAGTA  360     
 P  L  I  K  A  D  K  V  Q  A  Q  G  F  K  G  A  N  V  K  V   

361   GCCGTCCTGGATACAGGAATCCAAGCTTCTCATCCGGACTTGAACGTAGTCGGCGGAGCA  420     
 A  V  L  D  T  G  I  Q  A  S  H  P  D  L  N  V  V  G  G  A   

421   AGCTTTGTGGCTGGCGAAGCTTATAACACCGACGGCAACGGACACGGCACACATGTTGCC  480     
 S  F  V  A  G  E  A  Y  N  T  D  G  N  G  H  G  T  H  V  A   

481   GGTACAGTAGCTGCGCTTGACAATACAACGGGTGTATTAGGCGTTGCGCCAAGCGTATCC  540     
 G  T  V  A  A  L  D  N  T  T  G  V  L  G  V  A  P  S  V  S   

541   TTGTACGCGGTTAAAGTACTGAATTCAAGCGGAAGCGGATCATACAGCGGCATTGTAAGC  600     
 L  Y  A  V  K  V  L  N  S  S  G  S  G  S  Y  S  G  I  V  S   

601   GGAATCGAGTGGGCGACAACAAACGGCATGGATGTTATCAATATGAGCCTTGGGGGAGCA  660     
 G  I  E  W  A  T  T  N  G  M  D  V  I  N  M  S  L  G  G  A   

661   TCAGGCTCGACAGCGATGAAACAGGCAGTCGACAATGCATATGCAAGAGGGGTTGTCGTT  720     
 S  G  S  T  A  M  K  Q  A  V  D  N  A  Y  A  R  G  V  V  V   

721   GTAGCTGCAGCAGGGAACAGCGGATCTTCAGGAAACACGAATACAATTGGCTATCCTGCG  780     
 V  A  A  A  G  N  S  G  S  S  G  N  T  N  T  I  G  Y  P  A   

781   AAATACGATTCTGTCATCGCTGTTGGTGCGGTAGACTCTAACAGCAACAGAGCTTCATTT  840     
 K  Y  D  S  V  I  A  V  G  A  V  D  S  N  S  N  R  A  S  F   

841   TCCAGTGTGGGAGCAGAGCTTGAAGTCATGGCTCCTGGCGCAGGCGTATACAGCACTTAC  900     
 S  S  V  G  A  E  L  E  V  M  A  P  G  A  G  V  Y  S  T  Y   

901   CCAACGAACACTTATGCAACATTGAACGGAACGTCAATGGCTTCTCCTCATGTAGCGGGA  960     
 P  T  N  T  Y  A  T  L  N  G  T  S  M  A  S  P  H  V  A  G   

961   GCAGCAGCTTTGATCTTGTCAAAACATCCGAACCTTTCAGCTTCACAAGTCCGCAACCGT  1020    
 A  A  A  L  I  L  S  K  H  P  N  L  S  A  S  Q  V  R  N  R   

1021   CTCTCCAGCACGGCGACTTATTTGGGAAGCTCCTTCTACTATGGGAAAGGTCTGATCAAT  1080    
 L  S  S  T  A  T  Y  L  G  S  S  F  Y  Y  G  K  G  L  I  N   

1081   GTCGAAGCTGCCGCTCAACATCATCATCATCATCATTAAAGATCT  1125    
 V  E  A  A  A  Q  H  H  H  H  H  H  *  R  S   

 
ภาพที ่15  ล าดบัเบสของยนีเคราติเนสบนพลาสมิดลูกผสม pFKER 
 แถบสีฟ้าเหลือง  คือ ต าแหน่งท่ีเช่ือมต่อกบั signal peptide บนพลาสมิด pFKER 
 แถบสีฟ้า  คือ ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ KpnI และ BglII ตามล าดบั 
 แถบสีแดง  คือ stop codon 
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เม่ือถ่ายโอนพลาสมิด ลูกผสม pFKER เขา้สู่  E. coli Rosetta และ E. coli TOP10 จากนั้นคดั เลือก
โคโลนีของเซลลลู์กผสม E. coli Rosetta (pFKER) และ E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีเจริญบนอาหาร 
LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตรมา เล้ียงเพิ่มจ านวน แลว้จึง สกดัพลาสมิด
เพื่อตรวจสอบ การมีอยูข่อง ยนีเคราติเนส ในพลาสมิดลูกผสม  โดยการท าพีซีอาร์ดว้ยคู่ไพรเมอร์ 
FKER และ RKER พบวา่มีแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 1093 คู่เบส (ภาพท่ี 16) ซ่ึงเป็นขนาดของ
ยนีเคราติเนส และน าพลาสมิดลูกผสมตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ BglII พบแถบดีเอน็เอ 2 
ขนาด คือ 5398 คู่เบส ซ่ึงเป็นขนาดของพลาสมิด pFLAG-CTS และแถบดีเอน็เอขนาด 1093 คู่เบส 
(ภาพท่ี 17) ซ่ึงเป็นขนาดของยนีเคราติเนสเช่นเดียวกนักบัผลท่ีไดท้  าการวเิคราะห์ก่อนหนา้  ดงันั้น
จึงน าเซลลลู์กผสมทั้ง 2 ชนิดไปทดสอบการผลิตโปรตีนตามวธีิการในหวัขอ้ 1.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่16  การตรวจสอบยนีเคราติเนสบนพลาสมิดลูกผสม pFKER จากเซลลลู์กผสม E. coli ทั้ง 2 
 สายพนัธ์ุ ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FKER และ RKER 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ของพลาสมิดจาก E. coli Rosetta (pFKER) 
 ช่องท่ี 3 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ของพลาสมิดจาก E. coli TOP10 (pFKER) 
 ช่องท่ี 4 negative control 
 ช่องท่ี 5 positive control 
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ภาพที ่17  การตดัพลาสมิดลูกผสม pFKER จากเซลลลู์กผสม E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุดว้ยเอนไซม ์ 
 ตดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 พลาสมิดลูกผสม pFKER จาก E. coli Rosetta (pFKER) ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์         
  ตดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
 ช่องท่ี 3 พลาสมิดลูกผสม pFKER จาก E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์        
  ตดัจ าเพาะ KpnI และ BglII   
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 1.6  การตรวจสอบโปรตีนจากเซลลลู์กผสม  Escherichia coli  Rosetta  (pFKER) และ 
Escherichia coli TOP10 (pFKER) 
 
 น าเซลลลู์กผสม  E. coli Rosetta (pFKER) และ E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีคดัเลือกได้
ไปทดสอบการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส พบวา่เซลล์ลูกผสมทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ไม่สร้างวงใสรอบโคโลนี
บนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์  ซ่ึงหากมีการผลิตเอนไซมอ์อกนอกเซล ลค์วรจะเห็นวงใสรอบโคโลนี
บนอาหาร  เพราะเอนไซมเ์คราติเนสจาก  B. licheniformis KUB- K0006  จดัอยูใ่ นกลุ่ม serine 
protease (สุดาทิพย,์ 2546) แสดงการยอ่ยเคซีนในอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ได ้(สุทธิพนัธ์ุ, 2540) และ
จากการตรวจสอบน ้าเล้ียงเซลล์ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ ก็ไม่พบแถบโปรตีนท่ี
คาดหมาย ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่เอนไซมเ์คราติเนสท่ีผลิตข้ึนอาจถูกเ ก็บอยู่ภายในเซลล ์ จึงท าการ
เตรียมเอนไซมลู์กผสมจากส่วนต่างๆตามวธีิวเิคราะห์ในหวัขอ้ 3.1 ท าใหไ้ดเ้อนไซมอ์อกมา 3 ส่วน 
ไดแ้ก่ ส่วนท่ี 1 คือ น ้าเล้ียงเซลล ์(the crude culture supernatant) ส่วนท่ี 2 คือ ส่วนใสหลงัจากท าให้
เซลลแ์ตก  (the supernatant of cell lysate ) และส่วนท่ี 3 คือ ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  
(the pellet of cell lysate) จากนั้นน าเอนไซมท์ั้ง  3 ส่วนน้ีไปทดสอบหยดบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์
ท่ีไดเ้จาะรูเอาไวก้็ไม่พบวงใสบนอาหาร จึงน า ส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก และส่วนตะกอน
หลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  ไปวเิคราะห์โดยวธีิ อิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ โดยคาดหวงัวา่
หากมีการแสดงออกของยนีเคราติเนสควรจะพบแถบโปรตีนขนาด 36.6 กิโลดาลตนั (ขนาดโปรตีน
ท่ีค านวณโดยโปรแกรม  GENETYX) จากตวัอยา่งท่ีน ามาตรวจวเิคราะห์  แต่กลบัพบแถบโปรตีน
ขนาด 54 กิโลดาลตนั (ภาพท่ี 18 และ 19) จากตวัอยา่งส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกหลงัการ
เหน่ียวน าดว้ย IPTG ของเซลลลู์กผสม E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ท่ีเม่ือเวลาของการเหน่ียวน าเพิ่มข้ึน
แถบโปรตีนท่ีพบจะเขม้และหนาแน่นข้ึน ซ่ึงเร่ิมเห็นอยา่งชดัเจนเม่ือเวลาผา่นไป 1 ชัว่โมง แสดงให้
เห็นถึงการตอบสนองต่อการเหน่ียวน าการแสดง ออกของยนีดว้ย IPTG ซ่ึงจะไม่พบแถบโปรตีนน้ี
จากตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้หน่ียวน าดว้ย IPTG จึงท าใหค้าดไดว้า่แถบโปรตีนขนาด 54 กิโลดาลตนัเป็น
แถบโปรตีนท่ี มาจากยนีเคราติเนส (Inserted gene) ซ่ึงขนาดของโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนน่าจะเป็นผลมา
จากการท่ีโปรตีนผลิตออกมาใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  ซ่ึงอนุภาคของโปรตีนส่วนน้ี
ยงัประกอบไปดว้ยโปรตีนท่ีเซลลเ์จา้บา้นผลิตข้ึนเองจ านวนหน่ึงซ่ึงมีอยูน่อ้ยและส่วนประกอบของ 
ribosomal หรือช้ินส่วนของดีเอน็เอหรืออาร์เอน็เอ (Rinas and Baily , 1992; Valax and Georgiou , 
1993) และการท่ีโปรตีนไม่ถูกขบัออกภายนอกเซลลด์งันั้นโปรตีนอาจมีส่วน ompA signal peptide  
ท่ีไดรั้บมาจากพลาสมิดลูกผสม pFKER รวมอยูด่ว้ยจึงท าใหพ้บแถบโปรตีนจากเซลลลู์กผสม         
E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีขนาดเพิ่มข้ึนจากขนาดท่ีค านวณไดด้ว้ยโปรแกรม 
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ภาพที ่18  การตรวจสอบโปรตีนในส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกและในส่วนตะกอนหลงัจากท า
 ใหเ้ซลลแ์ตก จากเซลลลู์กผสม Escherichia coli Rosetta (pFKER) ท่ีเหน่ียวน าดว้ย IPTG 
 เปรียบเทียบกบั ท่ีไม่ไดเ้หน่ียวน าดว้ย IPTG ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-
 เพจ โดย M คือ โปรตีน มาตรฐาน (Bio-Rad, USA ), 1-39 (ตวัอกัษรเลขค่ีสีด า ) คือ 
 โปรตีนจากส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก, 2-40 (ตวัอกัษรเลขคู่สีแดง) คือ โปรตีน
 จากส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก , 0U-12U คือ โปรตีนจากสภาวะการเล้ียงท่ีไม่ได้
 เหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเก็บตามช่วงเวลาต่างๆ , 0I-12I คือ โปรตีนจากสภาวะการเล้ียงท่ี
 เหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเก็บตามช่วงเวลาต่างๆ , วงกลมสีแดง คือ  แถบโปรตีนขนาด 54 
 กิโลดาลตนั ท่ีพบใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก หลงัจากเหน่ียวน าการ
 แสดงออกของยนีดว้ย IPTG 
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ภาพที ่19  การตรวจสอบโปรตีนในส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกและในส่วนตะกอนหลงัจากท า
 ใหเ้ซลลแ์ตก จากเซลลลู์กผสม Escherichia coli TOP10 (pFKER) ท่ีเหน่ียวน าดว้ย IPTG 
 เปรียบเทียบกบั ท่ีไม่ไดเ้หน่ียวน าดว้ย IPTG ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส -
 เพจ โดย M คือ โปรตีน มาตรฐาน  (Bio-Rad, USA ), 1-39 (ตวัอกั ษรเลขค่ีสีด า ) คือ 
 โปรตีนจากส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก, 2-40 (ตวัอกัษรเลขคู่สีแดง) คือ โปรตีน
 จากส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก , 0U-12U คือ โปรตีนจากสภาวะการเล้ียงท่ีไม่ได้
 เหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเก็บตามช่วงเวลาต่างๆ , 0I-12I คือ โปรตีนจากสภาวะการเล้ียงท่ี
 เหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีเก็บตามช่วงเวลาต่างๆ , วงกลมสีแดง คือ  แถบโปรตีนขนาด 54 
 กิโลดาลตนั ท่ีพบใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก หลงัจากเหน่ียวน าการ
 แสดงออกของยนีดว้ย IPTG 
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 ดงันั้นแสดงวา่ยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 แสดงออกในระบบ  E. coli 
Rosetta และ E. coli TOP10 ได ้โดยใชเ้วคเตอร์  pFLAG-CTS ส าหรับการแสดงออกและเหน่ียวน า
การแสดงออกดว้ย IPTG แต่โปรตีนลูกผสมท่ีผลิตไดไ้ม่ถูกขบัออกสู่ภายนอกเซลล ์ซ่ึงต่างจากการ
ทดลองของ  Yamabhai  et al . (2008 ) ท่ีใช้ เวคเตอร์  pFLAG- CTS ส าหรับการแสดงออกของยนี
แอลฟา-อะมิเลส แมนนาเนส  และไคติเนส  ท่ีเหน่ียวน าการแสดงออกดว้ย  IPTG ในเซลลเ์จา้บา้น     
E. coli TOP10 สามารถผลิตโปรตีนและขบัออกสู่ภายนอกเซลลไ์ด ้ถึงแมว้า่ระบบการแสดงออกจะ
เป็นระบบเดียวกนัแต่โปรตีนท่ีแสดงออกเป็นคนละชนิดกนั ลกัษณะเฉพาะหรือคุณสมบติัของ
โปรตีนท่ีแสดงออกจึงไม่เหมื อนกนั ดว้ยเหตุผลน้ีในบางคร้ังจะแสดงแนวโนม้ท่ีก่อใหเ้กิดโปรตีน
ในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  (Violand  et al ., 2001 ) ท าใหโ้ปรตีนไม่ถูกขบัออกสู่
ภายนอกเซลล ์เน่ืองจากโปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตกเกิดจากการรวมกลุ่มกนัของ
โพลีเปปไทดท่ี์เกิดการมว้นพบัไม่สมบูรณ์ ไม่ละลายน ้า สะสมและกระจายตวัอยูใ่นไซโทพลาสซึม  
(Williams et al., 1982; Schoner  et al., 1985; Krueger  et al., 1989; Hockney, 1995 ) ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัผลการวเิคราะห์ โปรตีนลูกผสมดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส -เพจ พบแถบโปรตีนใน
ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลล์ แตก  แต่ไม่พบแถบโปรตีนจากส่วน น ้าเล้ียงเซลล์ และ ส่วนใส
หลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก นอกจากนั้นการท่ีเป็นโปรตีนใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  เม่ือ
น าส่วนน ้าเล้ียงเซลล ์และส่วนใสหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  ไปทดสอบบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์จึง
ไม่พบวงใสบนอาหาร แต่ส าหรับโปรตีนใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ท่ีไม่พบวงใสบน
อาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ อาจเป็นเพราะ โปรตีนไม่สามารถท างานไดต้ามปกติเน่ืองจากถูก reducing 
จากสภาวะแวดลอ้มภายใน cytoplasm ของเซลล์ E. coli (Tuggle and Fuchs, 1985) โปรตีนในส่วน
ตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ใน E. coli  จะถูกสร้าง ข้ึนในระหวา่งการเหน่ียวน าการแสดงออก
ของยนีในระดบัท่ีสูง  (Marston , 2009 ; Kane  and Hartley , 1988 ) ในการทดลองคร้ังน้ีไดใ้ช ้
inducible plasmid ส าหรับการแสดงออกของยนีใน  E. coli ดว้ยเหตุน้ีจึงอาจเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีท า
ใหเ้กิดโปรตีนใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  [ในการศึกษาทางดา้น Metagenomic 
สามารถแยกยนีท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนในกลุ่ม  alkaline serine protease ไดจ้ากบริเวณพื้นผวิ
ของขนแกะ จึงท าการโคลนยนีน้ีเขา้สู่เวคเตอร์ pET30b เพื่อใหย้นีแสดงออกใน E. coli BL21 
(DE3) แต่พบวา่หลงัจากการเหน่ียวน าการแสดงออก พบวา่โปรตี นถูกแสดงออกใน ส่วนตะกอน
หลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  (Pushpam , 2011) นอกจากนั้นไดมี้ การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 
keratinase– streptavidin fusion protein  ในระบบ B. subtilis  และ  E. coli  พบวา่ระบบ                         
B. subtilis  สามารถผลิต  fusion protein  ออกสู่อาหารเ ล้ียงเช้ือได้  แต่ระบบ  E. coli  ผลิต fusion 
protein ในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก (Wang, 2003)] 
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2. การแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก Bacillus  licheniformis KUB-K0006 ใน Pichia Pastoris   
Y11430 
 
 2.1  การเตรียมยนีเคราติเนส 
  
 การเพิ่มปริมาณยนีเคราติเนสโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ดว้ยไพรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 
ท่ีจ  าเพาะกบัยนี เคราติเนส พบวา่สามารถสังเคราะห์ดีเอน็เอของยนี เคราติเนสจาก ดีเอน็เอแม่แบบ    
(คือ พลาสมิด ลูกผสม pGKER51) โดย ตรว จสอบขนาดและปริมาณของ พีซีอาร์โปรดกัส์ ดว้ย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิส  โดยใช ้ 1.2 เปอร์เซ็นตอ์ะกาโรส เจล พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 
1084 คู่เบส  (ภาพท่ี  20) ซ่ึงเป็นขนาดของยนีเคราติเนสตามท่ีคาดหมายไว ้ แสดงวา่ไพรเมอร์ท่ี
ออกแบบมาใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนี เคราติเนสน้ีมีความจ าเพาะเจาะจง สูงในการเพิ่ม
จ านวนยนีเคราติเนส  สังเกตไดจ้ากความเขม้ และหนาแ น่นของแถ บดีเอน็เอขนาดประมาณ 1084      
คู่เบส ท่ีพบเพียงแถบเดียว  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่20  ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2     ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
 ช่องท่ี 3 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
 ช่องท่ี 4 negative control 
 

ยนีเคราติเนส  1084 คู่เบส 
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 2.2  การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีสังเคระห์ได ้ใน Escherichia coli  DH5α 
 
 ท าการตดั ช้ินยนีท่ีสังเคราะห์ได้ ออกจากเจล ไปแยกใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช้ ชุดสกดั  
NucleoSpin extract II® น าช้ินดีเอน็เอท่ีบริสุทธ์ิเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pTZ57R/T cloning vector  เพื่อ
สร้างพลาสมิดลูกผสม pTKER จากนั้น ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมน้ี เขา้สู่ E. coli  DH5α เพื่อเพิ่ม     
ปริมาณพลาสมิดลูกผสมใหไ้ดป้ริมาณมาก  และ การท่ียนีเคราติเนส เช่ือมต่อเขา้ กบัพลาสมิด 
pTZ57R/T ยงัเป็นการเพิ่มพื้นท่ีใหเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะสามารถจบักบัต าแหน่งจดจ าในการตดั ไดดี้
ยิง่ข้ึน หลงัจากไดโ้คโลนีท่ีผา่นการคดัเลือกแลว้จึงสกดัพลาสมิดลูกผสม pTKER มาตรวจสอบโดย
การท าพีซีอาร์ดว้ยคู่ไพร์เมอร์  FPIC 1 และ RPIC 1 ท าการวเิคราะห์พีซีอาร์โปรดกัส์ ดว้ยเทคนิค  
อิเล็กโทรโฟริซิส  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ  1084 คู่เบส (ภาพท่ี 21) จากนั้นน าพลาสมิด
ลูกผสม pTKER มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI เพื่อตรวจสอบการมีอยูข่องพลาสมิด
และยนีเครา ติเนสท่ีตอ้งการ หลงัจากตรวจสอบดว้ยวธีิ อิเล็กโทรโฟริซิส  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด
ประมาณ 2886 คู่เบสของพลาสมิด pTZ57R/T และ 1084 คู่เบสของยนีเคราติเนส  (ภาพท่ี 22) แสดง
วา่พลาสมิดลูกผสม pTKER มียนีเคราติเนสเช่ือมต่ออยูจ่ริง 
 
 2.3  ศึกษาการเรียงล าดบัเบสของยนีท่ีก าหนดการสร้างเอนไซมเ์คราติเนส (DNA 
sequencing) 
 
                    หลงัจากท่ีสกดัพลาสมิ ดลูกผสม pTKER จากโคโลนีแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้จึงส่ง
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั 1-Base ประเทศมาเลเซีย หลงัจากนั้นน าผลการวคิราะห์ ล าดบั
นิวคลีโอไทด์ มาท าวเิคราะห์เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี เคราติเนส ท่ีขวญัคณิศร์ 
(2551) ไดร้ายงานไวก่้อนหนา้โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW2 พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากโคลน
มีความเหมือ นกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี เคราติเนส ท่ีไม่มีส่วน signal peptide ท่ีน ามา
เปรียบเทียบ 100 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจากผล การตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์  (ภาพท่ี 23) แสดงใหเ้ห็น
วา่ต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  (แถบสีฟ้า) KpnI และ XbaI เช่ือมต่อกบัยนีเคราติเนส ได ้
ถูกตอ้งตรงตามเฟรมในการแปลรหสัเป็นโปรตีน 
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ภาพที ่21  ผลการตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pTKER ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์  
  FPIC1 และ RPIC1 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 - 5 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
 ช่องท่ี 6 negative control 
 ช่องท่ี 7 positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่22  ผลการตดัพลาสมิดลูกผสม pTKER ดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI  
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 - 5 พลาสมิดท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซม ์KpnI และ XbaI  
 
 

pTZ57R/T  2886 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส  1084 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส  1084 คู่เบส 
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1   TGGTACCAATCTGCTGCTCAGCCGGCGAAAAATGTTGAAAAGGATTATATTGTCGGATTT  60      
 W  Y  Q  S  A  A  Q  P  A  K  N  V  E  K  D  Y  I  V  G  F   

 

61   AAGTCAGGAGTGAAAACCGCATCCGTCAAAAAGGACATCATCAAAGAGAGCGGCGGAAAA  120     
  K  S  G  V  K  T  A  S  V  K  K  D  I  I  K  E  S  G  G  K   

 

121   GTGGACAAGCAGTTTAGAATCATCAACGCGGCAAAAGCGAAGCTAGACAAAGAAGCGCTT  180     
 V  D  K  Q  F  R  I  I  N  A  A  K  A  K  L  D  K  E  A  L   

 

181   AAGGAAGTCAAAAATGATCCGGATGTCGCTTATGTGGAAGAGGATCATGTGGCCCATGCC  240     
 K  E  V  K  N  D  P  D  V  A  Y  V  E  E  D  H  V  A  H  A   

 

241   TTGGCGCAAACCGTTCCTTACGGCATTCCTCTCATTAAAGCGGACAAAGTGCAGGCTCAA  300     
 L  A  Q  T  V  P  Y  G  I  P  L  I  K  A  D  K  V  Q  A  Q   

 

301   GGCTTTAAGGGAGCGAATGTAAAAGTAGCCGTCCTGGATACAGGAATCCAAGCTTCTCAT  360     
 G  F  K  G  A  N  V  K  V  A  V  L  D  T  G  I  Q  A  S  H   

 

361   CCGGACTTGAACGTAGTCGGCGGAGCAAGCTTTGTGGCTGGCGAAGCTTATAACACCGAC  420     
 P  D  L  N  V  V  G  G  A  S  F  V  A  G  E  A  Y  N  T  D   

 

421   GGCAACGGACACGGCACACATGTTGCCGGTACAGTAGCTGCGCTTGACAATACAACGGGT  480     
 G  N  G  H  G  T  H  V  A  G  T  V  A  A  L  D  N  T  T  G   

 

481   GTATTAGGCGTTGCGCCAAGCGTATCCTTGTACGCGGTTAAAGTACTGAATTCAAGCGGA  540     
 V  L  G  V  A  P  S  V  S  L  Y  A  V  K  V  L  N  S  S  G   

 

541   AGCGGATCATACAGCGGCATTGTAAGCGGAATCGAGTGGGCGACAACAAACGGCATGGAT  600     
 S  G  S  Y  S  G  I  V  S  G  I  E  W  A  T  T  N  G  M  D   

 

601   GTTATCAATATGAGCCTTGGGGGAGCATCAGGCTCGACAGCGATGAAACAGGCAGTCGAC  660     
 V  I  N  M  S  L  G  G  A  S  G  S  T  A  M  K  Q  A  V  D   

 

661   AATGCATATGCAAGAGGGGTTGTCGTTGTAGCTGCAGCAGGGAACAGCGGATCTTCAGGA  720     
 N  A  Y  A  R  G  V  V  V  V  A  A  A  G  N  S  G  S  S  G   

 

721   AACACGAATACAATTGGCTATCCTGCGAAATACGATTCTGTCATCGCTGTTGGTGCGGTA  780     
 N  T  N  T  I  G  Y  P  A  K  Y  D  S  V  I  A  V  G  A  V   

 

781   GACTCTAACAGCAACAGAGCTTCATTTTCCAGTGTGGGAGCAGAGCTTGAAGTCATGGCT  840     
 D  S  N  S  N  R  A  S  F  S  S  V  G  A  E  L  E  V  M  A   

 

841   CCTGGCGCAGGCGTATACAGCACTTACCCAACGAACACTTATGCAACATTGAACGGAACG  900     
 P  G  A  G  V  Y  S  T  Y  P  T  N  T  Y  A  T  L  N  G  T   

 

 901   TCAATGGCTTCTCCTCATGTAGCGGGAGCAGCAGCTTTGATCTTGTCAAAACATCCGAAC  960     
 S  M  A  S  P  H  V  A  G  A  A  A  L  I  L  S  K  H  P  N   

 

961   CTTTCAGCTTCACAAGTCCGCAACCGTCTCTCCAGCACGGCGACTTATTTGGGAAGCTCC  1020    
 L  S  A  S  Q  V  R  N  R  L  S  S  T  A  T  Y  L  G  S  S   

 

1021   TTCTACTATGGGAAAGGTCTGATCAATGTCGAAGCTGCCGCTCAAGGTCTAGAT  1074    
 F  Y  Y  G  K  G  L  I  N  V  E  A  A  A  Q  G  L  D   

 
ภาพที ่23  ล าดบัเบสของยนีเคราติเนสบนพลาสมิดลูกผสม pTKER โดย แถบสีฟ้า คือ ต าแหน่ง 
 จดจ าของเอนไซม์ KpnI และ XbaI ตามล าดบั 
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 2.4  การ subclone ท่ีมียนีเคราติเนสเขา้สู่ pPICZα B expression vector 
 
 น าพลาสมิดลูกผสม pTKER ท่ีผา่นการวเิคราะห์ล าดบั นิวคลีโอไทด์ มาท าการตดัยนี
เคราติเนสออกจากพลาสมิด ลูกผสม ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  2 ชนิด (Double digestion ) คือ KpnI 
และ XbaI ในขณะเดียวกนัก็ท าการตดัพลาสมิด pPICZα B ดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดเช่นเดียวกนั เพื่อ
ตอ้งการให้ ช้ินดีเอน็เอของยนีเคราติเนสเช่ือมต่อเขา้กบัพลาสมิด  pPICZ α B ในต าแหน่งจดจ า
เดียวกนั  เป็นการช่วยควบคุมทิศทางของการเช่ือมต่อใหมี้ความถูกตอ้ง  โดยหลงัจากได้ ท าการตดั  
พลาสมิดลูกผสม pTKER และพลาสมิด pPICZα B แลว้ตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิส  พบ
แถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 1084 คู่เบส 2886 คู่เบส และ 3600 คู่เบส ซ่ึงก็คือ ยนีเคราติเนส (ภาพ
ท่ี 24 ช่องท่ี 2) พลาสมิด pTZ57R/T (ภาพท่ี 24 ช่องท่ี 2) และพลาสมิด pPICZα B (ภาพท่ี 25 ช่องท่ี 
2) เม่ือน าดีเอน็เอท่ีบ ริสุทธ์ิของยนี เคราติเนสเช่ือมต่อกบั พลาสมิด pPICZα B ในต าแหน่ง เอนไซม์
ตดัจ าเพาะ  คือ KpnI และ XbaI (ภาพท่ี 26) จะท าใหไ้ดพ้ลาสมิด ลูกผสม pPKER จากนั้นถ่ายโอน 
พลาสมิดลูกผสมน้ี เขา้สู่  competent cell ของ E. coli DH5α โดยวธีิ  heat shock  ตามวธีิในหวัขอ้ 
1.1.3 แลว้น าไปเล้ียง บนอาหารคดัเลือก LB ท่ีเติม ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบโคโลนีปรากฏข้ึนบนอาหารคดัเลือก มากกวา่ 300 โคโลนี  จึงสุ่มโคโลนีมา
สกดัพลาสมิดดว้ย QIAprep®Spin Miniprep kit และน าพลาสมิด ลูกผสม pPKER ท่ีสกดัได้ (ภาพท่ี 
30 ช่องท่ี 6) มาเป็นแม่แบบในการตรวจสอบดว้ยเทคนิค พีซีอาร์  โดยใชไ้พรเมอร์ FPIC 1 และ 
RPIC1 พบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1084 คู่เบส (ภาพท่ี 27) จากนั้นน าพลาสมิด ลูกผสมเดียวกนั
น้ีมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI ท าให้พบแถบดีเอน็เอสองขนาด  คือแถบดีเอน็เอ
ขนาด 3574 คู่เบสเป็นขนาดของพลาสมิด pPICZα B และแถบดีเอน็เอขนาด 1084 คู่เบสเป็นขนาด
ของยนีเคราติเนส (ภาพท่ี 28) แลว้น าพลาสมิดลูกผสมน้ีส่งวเิคราะห์ ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั 1-
Base ประเทศ มาเลเซีย พบวา่ยนีเคราติเนสเช่ือมต่อกบั บริเวณ  alpha- factor signal sequence ใน 
พลาสมิดลูกผสม pPKER ท่ีต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI ไดถู้กตอ้งตามเฟรมการแปลรหสัเป็น
กรดอะมิโน (ภาพท่ี 29) และล าดบัเบสของยนีเคราติเนสภายในพลาสมิดไม่ไดมี้ความแตกต่างไป
จากล าดบัเบสของยนีเคราติเนสท่ี ได้ท าการวเิคราะห์มาก่อน จึงถ่ายโอนพลาสมิด ลูกผสม pPKER
เขา้สู่ P. pastoris Y11430 
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ภาพที ่24  การตดัพลาสมิดลูกผสม pTKER ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI   
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2  พลาสมิดลูกผสม pTKER  ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่25  การตดัพลาสมิด pPICZα B ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI   
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2  พลาสมิด pPICZα B ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI   
 
 
 
 
 

pPICZα B  3600 คู่เบส 

pTZ57R/T  2886 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส  1084 คู่เบส 
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5′ KpnI-keratinase-XbaI 3′
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ภาพที ่26  การเช่ือมต่อระหวา่งยนีเคราติเนสกบัพลาสมิด pPICZα B ท่ีต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  
  KpnI และ XbaI  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่27  ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 ท่ีใชพ้ลาสมิดลูก       
  ผสม pPKER เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 - 4 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์ 
 ช่องท่ี 5 negative control 
 ช่องท่ี 6 positive control 
 

ยนีเคราติเนส  1084 คู่เบส 
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ภาพที ่28  การตดัพลาสมิดลูกผสม pPKER ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI  
 ช่องท่ี 1   1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 - 4  พลาสมิดลูกผสม pPKER ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ KpnI และ XbaI  
   
โดยการน าพลาสมิด pPKER มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  คือ SacI เพื่อใหพ้ลาสมิดลูกผสมอยูใ่น
รูป Plasmid linearized ขนาด 4658 คู่เบส (ภาพท่ี 30 ช่องท่ี 7) โดยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ SacI จะตดั  
พลาสมิดภายในบริเวณ  5′ AOX1 promoter ท าใหบ้ริเวณ 5′ AOX1 promoter น้ีแยกออกจากกนั 
จากนั้นจึงน าไปถ่ายโอนเขา้สู่ competent cell ของ P. pastoris Y11430 โดยวธีิ Electroporation ตาม
วธีิในหวัขอ้ 2.3 หลงัการถ่ายโอนส าเร็จจะเกิดการรวมเขา้ดว้ยกนั (integration) ระหวา่งบริเวณ 5′ 
AOX1 promoter กบับริเวณ 5′ AOX1 ของเซลลย์สีตเ์จา้บา้น (Invitrogen, 2010b: 9) ขั้นตอนต่อไปจึง
ท าการคดัเลือก เซลลย์สีตลู์กผสมท่ีเจริญ บนอาหาร YPD agar  ท่ีเติม Zeocin 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยพบโคโลนีของยสีต์ เกิดข้ึนในเวลา 48-72 ชัว่โมง จึงสุ่มเลือกโคโลนี ส าหรับการผลิต
เอนไซมเ์คราติเนส  โดยน าโคโลนีท่ีคดัเลือกมาสกดัโครโมโซม (ภาพท่ี 30 ช่องท่ี 2 และ 3) เพื่อใช้
เป็นดีเอน็เอแม่แบบ ในการตรวจสอบดว้ ยเทคนิคพีซีอาร์ ดว้ยคู่ไพรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 ท่ี
จ  าเพาะกบัยนีเคราติเนส  พบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1084 คู่เบส เป็นขนาดของยนี เคราติเนส 
(ภาพท่ี 31) ซ่ึงเป็นผลยนืยนัวา่โคโลนียสีต์ ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) ท่ีสุ่มเลือกมีการ
สอดแทรกยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ในโครโมโซมของยสีตลู์กผสมอยูจ่ริง 
 
 
 
 
 

pPICZα B  3574 คู่เบส 

ยนีเคราติเนส 1084 คู่เบส 
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1   GAGGCTGAAGCTGCAGGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCAATCT  60      
 E  A  E  A  A  G  I  H  V  A  Q  P  A  V  S  D  R  Y  Q  S   

 

61   GCTGCTCAGCCGGCGAAAAATGTTGAAAAGGATTATATTGTCGGATTTAAGTCAGGAGTG  120     
 A  A  Q  P  A  K  N  V  E  K  D  Y  I  V  G  F  K  S  G  V   

 

121   AAAACCGCATCCGTCAAAAAGGACATCATCAAAGAGAGCGGCGGAAAAGTGGACAAGCAG  180     
 K  T  A  S  V  K  K  D  I  I  K  E  S  G  G  K  V  D  K  Q   

 

181   TTTAGAATCATCAACGCGGCAAAAGCGAAGCTAGACAAAGAAGCGCTTAAGGAAGTCAAA  240     
 F  R  I  I  N  A  A  K  A  K  L  D  K  E  A  L  K  E  V  K   

 

241   AATGATCCGGATGTCGCTTATGTGGAAGAGGATCATGTGGCCCATGCCTTGGCGCAAACC  300     
 N  D  P  D  V  A  Y  V  E  E  D  H  V  A  H  A  L  A  Q  T   

 

301   GTTCCTTACGGCATTCCTCTCATTAAAGCGGACAAAGTGCAGGCTCAAGGCTTTAAGGGA  360     
 V  P  Y  G  I  P  L  I  K  A  D  K  V  Q  A  Q  G  F  K  G   

 

361   GCGAATGTAAAAGTAGCCGTCCTGGATACAGGAATCCAAGCTTCTCATCCGGACTTGAAC  420     
 A  N  V  K  V  A  V  L  D  T  G  I  Q  A  S  H  P  D  L  N   

 

421   GTAGTCGGCGGAGCAAGCTTTGTGGCTGGCGAAGCTTATAACACCGACGGCAACGGACAC  480     
 V  V  G  G  A  S  F  V  A  G  E  A  Y  N  T  D  G  N  G  H   

 

481   GGCACACATGTTGCCGGTACAGTAGCTGCGCTTGACAATACAACGGGTGTATTAGGCGTT  540     
 G  T  H  V  A  G  T  V  A  A  L  D  N  T  T  G  V  L  G  V   

 

541   GCGCCAAGCGTATCCTTGTACGCGGTTAAAGTACTGAATTCAAGCGGAAGCGGATCATAC  600     
 A  P  S  V  S  L  Y  A  V  K  V  L  N  S  S  G  S  G  S  Y   

 

601   AGCGGCATTGTAAGCGGAATCGAGTGGGCGACAACAAACGGCATGGATGTTATCAATATG  660     
 S  G  I  V  S  G  I  E  W  A  T  T  N  G  M  D  V  I  N  M   

 

661   AGCCTTGGGGGAGCATCAGGCTCGACAGCGATGAAACAGGCAGTCGACAATGCATATGCA  720     
 S  L  G  G  A  S  G  S  T  A  M  K  Q  A  V  D  N  A  Y  A   

 

721   AGAGGGGTTGTCGTTGTAGCTGCAGCAGGGAACAGCGGATCTTCAGGAAACACGAATACA  780     
 R  G  V  V  V  V  A  A  A  G  N  S  G  S  S  G  N  T  N  T   

 

781   ATTGGCTATCCTGCGAAATACGATTCTGTCATCGCTGTTGGTGCGGTAGACTCTAACAGC  840     
 I  G  Y  P  A  K  Y  D  S  V  I  A  V  G  A  V  D  S  N  S   

 

841   AACAGAGCTTCATTTTCCAGTGTGGGAGCAGAGCTTGAAGTCATGGCTCCTGGCGCAGGC  900     
 N  R  A  S  F  S  S  V  G  A  E  L  E  V  M  A  P  G  A  G   

 

901   GTATACAGCACTTACCCAACGAACACTTATGCAACATTGAACGGAACGTCAATGGCTTCT  960     
 V  Y  S  T  Y  P  T  N  T  Y  A  T  L  N  G  T  S  M  A  S   

 

961   CCTCATGTAGCGGGAGCAGCAGCTTTGATCTTGTCAAAACATCCGAACCTTTCAGCTTCA  1020    
 P  H  V  A  G  A  A  A  L  I  L  S  K  H  P  N  L  S  A  S   

 

1021   CAAGTCCGCAACCGTCTCTCCAGCACGGCGACTTATTTGGGAAGCTCCTTCTACTATGGG  1080    
 Q  V  R  N  R  L  S  S  T  A  T  Y  L  G  S  S  F  Y  Y  G   

 

1081   AAAGGTCTGATCAATGTCGAAGCTGCCGCTCAAGGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAA  1140    
 K  G  L  I  N  V  E  A  A  A  Q  G  L  E  Q  K  L  I  S  E   

 

1141   GAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA  1185    
 E  D  L  N  S  A  V  D  H  H  H  H  H  H  *   
 

 

ภาพที ่29  ล าดบัเบสของยนีเคราติเนสบนพลาสมิดลูกผสม pPKER 
 แถบสีฟ้าเหลือง คือ ต าแหน่งท่ีเช่ือมต่อกบั alpha-factor signal sequence  
 แถบสีฟ้า  คือ ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ KpnI และ XbaI ตามล าดบั 
 แถบสีแดง  คือ stop codon 
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ภาพที ่30  โครโมโซมของเซลล์ยสีตลู์กผสม Pichia pastoris Y11430 (pPKER) ทั้ง 2 โคโลนีท่ี
 เจริญบนอาหารคดัเลือก YPD agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ Zeocin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2  โครโมโซมจากยสีตลู์กผสม P. pastoris Y11430 (pPKER-1) 
 ช่องท่ี 3 โครโมโซมจากยสีตลู์กผสม P. pastoris Y11430 (pPKER-2) 
 ช่องท่ี 4 โครโมโซมจาก P. pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม 
 ช่องท่ี 5 โครโมโซมจาก P. pastoris Y11430 (pPICZα B)  
 ช่องท่ี 6 พลาสมิดลูกผสม pPKER จาก E. coli DH5α (pPKER) 
 ช่องท่ี 7 พลาสมิดลูกผสม pPKER ขนาด 4658 คู่เบส หลงัจากตดัดว้ยเอนไซม ์          
  ตดัจ าเพาะ SacI     
 ช่องท่ี 8 พลาสมิด pPICZα B ขนาด 3597 คู่เบส หลงัจากตดัดว้ยเอนไซม ์           
   ตดัจ าเพาะ SacI 
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ภาพที ่31  การตรวจสอบยนีเคราติเนสบนโครโมโซมของเซลลลู์กผสม Pichia pastoris Y11430 
  (pPKER) ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ FPIC1 และ RPIC1 
 ช่องท่ี 1 1 kb DNA Ladder 
 ช่องท่ี 2 - 11 ผลิตภณัฑจ์ากการท าพีซีอาร์โดยใชโ้ครโมโซมจากยสีตลู์กผสม             
  P. pastoris Y11430 (pPKER-1) ถึง P. pastoris Y11430 (pPKER-10)
  เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ช่องท่ี 12 negative control 1 ใชโ้ครโมโซมจาก P. pastoris Y11430 สายพนัธ์ุ 
  ดั้งเดิมเป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ช่องท่ี 13 negative control 2 ใชโ้ครโมโซมจาก P. pastoris Y11430 (pPICZα B) 
  เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ช่องท่ี 14 positive control 
 
 2.5  การตรวจสอบโปรตีนจากเซลลลู์กผสม Pichia pastoris Y11430 (pPKER) 
 
 น าโคโลนียสีต์ ลูกผสม  P. pastoris  Y11430  (pPKER) ทั้ง 10 โคโลนีท่ียนืยนัดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์แลว้นั้น มาท าการคดัเลือกหาโคโลนีท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสได้ ในปริมาณ
สูงเพื่อน าไปทดสอบต่อไป  โดยในขั้นแรกน า เซลล์ยสีต์ลูกผสม P. pastoris  Y11430 (pPKER) ทั้ง 
10 โคโลนี และยสีตท่ี์ใชเ้ป็นตวัควบคุม 2โคโลนี ซ่ึงไดแ้ก่ยสีต ์P. pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม  
และยสีต์ P. pastoris  Y11430 (pPICZα B) มาผลิตโปรตีนตามวธีิการในหวัขอ้ 2.5 แลว้ท าการเก็บ
ตวัอยา่งตามช่วงเวลาท่ี 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 และ 96 ชัว่โมง น าตวัอยา่งท่ีเก็บมาป่ันเหวีย่ง
แยกเอาน ้าเล้ียงเซลล์ มาทดสอบความ สามารถในการสร้าง วงใสบนอาหา รสคิมมิลคอ์ะการ์             

ยนีเคราติเนส 
1084 คู่เบส 
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ผลภายหลงั จากหยดน ้าเล้ียงเซลลล์งบนรูท่ีเจาะไวบ้นอาหาร  พบวา่น ้าเล้ียงเซลลย์สีตลู์กผสม            
P. pastoris  Y11430  (pPKER) ทั้ง 10 โคโลนี ท่ีเก็บจากชัว่โมงท่ี  24 เป็นตน้ไปสร้างวงใสรอบ รูท่ี
เจาะบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์หลงัจากเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง ในขณะท่ีตวัอยา่งน ้าเล้ียงเซลลย์สีตท่ี์
ใชเ้ป็นตวัควบคุมทั้ง 2 โคโลนี พบวา่ทุกตวัอยา่งท่ีเก็บนั้นไม่สามารถสร้างวงใสบนอาหารสคิมมิลค์
อะการ์ได้ จากนั้นจึงไดน้ าตวัอยา่งน ้าเล้ียงเซลลจ์ากชัว่โมงท่ี 72 ของยสีตท์ั้ง 12 โคโลนีมาตรวจหา
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสตามวธีิการในหวัขอ้ 3.3 พร้อมกบัตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์
เคราติเนสตามวธีิการในหวัขอ้ 3.4  ผลการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส (ตารางท่ี 4) 
พบวา่สามารถวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสจากยสีตลู์กผสม  P. pastoris  Y11430 (pPKER) ทั้ง 
10 โคโลนีท่ีน ามาทดสอบ โดยพบวา่  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1) และ  P. pastoris  Y11430  
(pPKER-2) แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสสูงกวา่โคโลนีอ่ืนๆ คือ 10 .643 ยนิูตต่อ
มิลลิลิตร และ 11.268 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แต่ไม่พบกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสจากยสีต์
ท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุมทั้ง 2 โคโลนี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดสอบบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ ส่วน
การตรวจหากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสพบวา่ไม่สามารถตรวจหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์   
เคราติเนสไดจ้ากยสีต์ ทั้ง 12 โคโลนี ในขณะเช้ือสายพนัธ์ุดั้งเดิม คือ B. licheniformis KUB-K0006 
ท่ีเก็บตวัอยา่งน ้าเล้ียงเซลล์ จากชัว่โมงท่ี 24 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 22.29 ยนิูตต่อ
มิลลิลิตร และแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนส  5.12 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่
เซลลย์สีตลู์กผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) ทั้ง 10 โคโลนี แสดงค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส
ไดต้ ่ากวา่เช้ือสายพนัธ์ุดั้งเดิมทั้งท่ีใชเ้วลาในการผลิตนาน กวา่ แสดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างของ
ชนิดและระบบเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีแตกต่างกนัระหวา่งเซลลลู์กผสม ยสีต์และเช้ือสายพนัธ์ุ ดั้งเดิม 
การท่ีเอนไซมเ์คราติเนสสามารถแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสไดน้ั้น  เน่ืองจาก เอนไซม์
เคราติเนสจากเช้ือ B. licheniformis KUB-K0006 จดัอยูใ่นกลุ่ม serine protease (สุดาทิพย์, 2546) ซ่ึง
สามารถแสดงการยอ่ยสับสเตรทเคซีนท่ีมีอยูใ่นอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ ได ้(สุทธิพนัธ์ุ, 2540) แต่ใน
ขณะเดียวกนั พบวา่ไม่สามารถหาค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสจากการใชข้นไก่ป่นเป็น      
สับสเทรตได ้ซ่ึงอาจเป็นดงัเช่นผลการทดลองของกฤษณี (2545: 44-48) และ ณฐัวดี (2546: 49-54) 
ท่ีพบวา่เซลลลู์กผสม B. subtilis  ท่ีไดรั้บการถ่ายทอดยนี จาก B. licheniformis KUB-K0006 และ     
B. licheniformis KUB-K0082 ตามล าดบั นั้นสามารถแสดงการยอ่ยเคซีนในอาหาร สคิมมิลคอ์ะการ์
ได ้แต่เซลลลู์กผสม B. subtilis บางโคโลนีไม่สามารถยอ่ยขนไก่ได ้
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 น าน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีผลิตไดจ้าก  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1) และ  P. pasto ris  
Y11430 (pPKER-2) มาตรวจสอบดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ ตามวธีิการในหวัขอ้ 
3.5 แลว้ยอ้มดว้ยสี Silver Stain  ผลจากการตรวจสอบโปรตีน จาก P. pastoris  Y11430 (pPKER-1) 
และ P. pastoris  Y11430 (pPKER-2) โดยเปรียบเทียบกบั โปรตีนจาก P. pastoris สายพนัธ์ุดั้งเดิม
และ P. pastoris Y11430 (pPICZα B) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ สามารถตรวจพบ
โปรตีนขนาด 47 กิโลดาลตนั  (ภาพท่ี  32 และภาพท่ี 33) ในส่วนน ้าเล้ียงเซลลจ์าก P. pastoris  
Y11430  (pPKER-1) และ  P. pastoris  Y11430 (pPKER-2) แต่ไม่พบโปรตีนขนาด 47 กิโลดาลตนั
ในส่วนน ้าเล้ียงเซลลจ์าก P. pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิมและ P. pastoris  Y11430 (pPICZα B) 
ซ่ึงผลการวเิคราะห์น้ีสามารถยนืยนัไดว้า่ค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีวดัไดน้ั้นเป็นผลมาจาก
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ียสีตลู์กผสมทั้ง 2 ผลิตข้ึนจริงเพราะพบแถบโปรตี นขนาด 47 กิโลดาลตนั 
ซ่ึงเป็นขนาดของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน ไม่ไดเ้ป็นผลมาจากเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีเซลลย์สีตเ์จา้บา้น
ผลิตข้ึน เน่ืองจาก ไม่พบแถบโปรตีนจาก  P. pastoris  Y11430  สายพนัธ์ุดั้งเดิมและ P. pastoris  
Y11430  (pPICZ α B) จากนั้นท าการทดสอบต่อไปโดยพิจารณาเลือกโคโลนี ของ  P. pastoris  
Y11430  (pPKER-1) และ  P. pastoris  Y11430  (pPKER-2) ซ่ึงแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์          
โปรติเอสท่ีสูงกวา่โคโลนีอ่ืนๆ มาตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยขนไก่ของเซลลย์สีตลู์กผสม
ตามวธีิการในหวัขอ้ 3.6 พบวา่หลงัจากเล้ียงเซลลย์สีตลู์กผสมในอาหารทดสอบเ ป็นเวลา 14 วนั 
แลว้น าขนไก่ออกมาตรวจสอบโดยการ สังเกตดว้ยตาเปล่าพบวา่ ขนไก่ท่ีทดสอบกบั  P. pastoris  
Y11430  (pPKER-1) แสดงลกัษณะเป็นขยุเกิดข้ึน (ภาพท่ี  34 A1และB1) แต่ขนไก่ท่ีทดสอบกบั       
P. pastoris Y11430 (pPKER-2) ไม่แสดงลกัษณะการเปล่ียนแปลง (ภาพท่ี 34 A2 และ B2) ส่วนขน
ไก่ท่ีทดสอบกบั  P. pastoris  Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิมไม่แสดง ลกัษณะการเปล่ียนแปลง (ภาพท่ี 34 
A3และB3) เช่นเดียวกบัขนไก่ท่ีทดสอบกบั P. pastoris Y11430 (pPICZα B) ก็ไม่แสดงลกัษณะการ
เปล่ียนแปลง (ภาพท่ี 34 A4 และ B4) เช่นกนั 
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ตารางที่ 4  กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสในน ้าเล้ียงเซลล์ของเซลลลู์กผสม Pichia pastoris       
  Y11430 (pPKER) หลงัการเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
              
 
              ตวัอยา่งน ้าเล้ียงเซลล์จาก                                  ปริมาณกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส 
                                                                                                             (U/ml) 
  P. pastoris Y11430 (pPKER-1) 10.463 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-2) 11.268 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-3)   9.793 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-4)   9.323 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-5)   7.445 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-6)   9.994 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-7)   6.171 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-8)   9.927 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-9)   9.189 
     P. pastoris Y11430 (pPKER-10)   6.037 
 P. pastoris Y11430 (wild-type strain)       -  
 P. pastoris Y11430 (pPICZα B)   0.939 
 
 
หมายเหตุ  สัญลกัษณ์ – หมายถึงไม่สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสได ้    
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ตารางที่ 5  กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสในน ้าเล้ียงเซลล์ของเซลลลู์กผสม Pichia pastoris   
  Y11430 (pPKER) หลงัการเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั 
 
 
              ตวัอยา่งน ้าเล้ียงเซลลจ์าก                                   ปริมาณกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส 
                                                                                                             (U/ml) 
 P. pastoris Y11430 (pPKER-1) 5.679 
 P. pastoris Y11430 (pPKER-2)     - 
 P. pastoris Y11430 (wild-type strain)     -  
 P. pastoris Y11430 (pPICZα B)     - 
 
 
หมายเหตุ  สัญลกัษณ์ – หมายถึงไม่สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสได ้             
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ภาพที่  32  การตรวจสอบโปรตีนในน ้าเล้ียงเซลล์  (crude enzyme ) จาก Pichia pastoris  Y11430 
 (pPKER-1) เปรียบเทียบกบั Pichia pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม และ  Pichia 
 pastoris  Y11430 (pPICZα B) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ โดยช่องท่ี  1 
 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Bio-Rad, USA), ช่องท่ี 2-7  คือ น ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีเก็บตวัอยา่งตาม
 ช่วงเวลา (0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชัว่โมงตามล าดบั ), ช่องท่ี 8  คือ น ้าเล้ียงเซลล์จาก   
 Pichia pastoris  Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิ มท่ีเก็บจากชัว่โมงท่ี 96, ช่องท่ี 9 คือ น ้าเล้ียง
 เซลล ์จาก Pichia pastoris Y11430 (pPICZα B) ท่ีเก็บจากชัว่โมงท่ี 96 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แถบโปรตีน 
ขนาด 47  
กิโลดาลตนั 
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ภาพที่ 33  การตรวจสอบโปรตีนใน น ้าเล้ียงเซลล์  (crude enzyme ) จาก Pichia pastoris  Y11430 
 (pPKER-2) เปรียบเทียบกบั  Pichia pastoris  Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม และ  Pichia 
 pastoris  Y11430 (pPICZα B) ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ โดยช่องท่ี 1 
 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Bio-Rad, USA), ช่องท่ี 2-7 คือ น ้าเล้ียงเซลลท่ี์เก็บตวัอยา่งตาม
 ช่วงเวลา (0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชัว่โมงตามล าดบั  ), ช่องท่ี 8  คือ น ้าเล้ียงเซลล์จาก 
 Pichia pastoris Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม ท่ีเก็บจากชัว่โมงท่ี 96, ช่องท่ี 9  คือ น ้าเล้ียง
 เซลล ์จาก Pichia pastoris Y11430 (pPICZα B) ท่ีเก็บจากชัว่โมงท่ี 96 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แถบโปรตีน 
ขนาด 47  
กิโลดาลตนั 
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ภาพที่ 34  การตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยขนไก่ ของเซลลย์สีต์ ลูกผสมหลงัจากยอ่ยเป็น
 เวลา 14 วนั โดย A คือ ลกัษณะขนไก่ท่ีทดสอบการยอ่ยในอาหาร BMMY ท่ีอุณหภูมิ 
 30 องศาเซลลเ์ซียส ท่ีความเร็ว 300 รอบต่อนาที จากกลอ้ง Compact Digital และ B คือ 
 ลกัษณะขนไก่ท่ีทดสอบการยอ่ยในอาหาร  BMMY ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลลเ์ซียส ท่ี
 ความเร็ว 300 รอบต่อนาที จากกลอ้ง Stereo Microscope  ตวัเลข 1 คือ ผลการยอ่ยจาก    
 Pichia pastoris  Y11430  (pPKER-1) ตวัเลข 2 คือ ผลการยอ่ยจาก  Pichia pastoris  
 Y11430  (pPKER-2) ตวัเลข 3 คือ ผลการยอ่ยจาก  Pichia pastoris  Y11430 สายพนัธ์ุ
 ดั้งเดิม ตวัเลข 4 คือ ผลการยอ่ยจาก Pichia pastoris Y11430 (pPICZα B) 
 
 
 

A

B

1 2 3 4

1 2 3 4  
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และจากการตรวจสอบขนไก่ภายใตก้ลอ้ง  Stereo Microscope พบวา่ขนไก่ท่ีแสดงลกัษณะ เป็นขยุ   
ท่ีสังเกตเห็นดว้ยตาเปล่านั้นมีลกัษณะคลา้ยกบัผลึกมาเกาะรวมกนับริเวณผวิของขนไก่  (ภาพท่ี 34 
B1) เม่ือป่ันแยก ส่วนน ้าเล้ียงเซลลม์าทดสอบ บนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์ และน าไปวเิคราะห์ หาค่า
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส  พบวา่น ้าเล้ียงเซลลจ์าก  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1) สามารถ
สร้างวงใสบนอาหาร ได้ แต่น ้าเล้ียงเซลลจ์าก  P. pastoris  Y11430  (pPKER-2) ไม่สร้างวงใสบน
อาหาร  ส่วนน ้าเล้ียงเซลลจ์าก  P. pastoris  Y11430  สายพนัธ์ุดั้งเดิม และ  P. pastoris  Y11430  
(pPICZ α B) ไม่สร้างวงใสบนอาหาร  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์         
โปรติเอส โดย  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1) แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 5.679         
ยนิูตต่อมิลลิลิตร ส่วน  P. pastoris  Y11430  (pPKER-2) P. pastoris  Y11430 สายพนัธ์ุดั้งเดิม  และ   
P. pastoris Y11430 (pPICZα B) ไม่สามารถหาค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสได ้(ตารางท่ี 5)  
 
 เม่ือน าค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีวดัค่าในคร้ังแรกซ่ึงแสดงค่ าในตารางท่ี 4 
เปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีวดัค่าไดใ้นคร้ังหลงัซ่ึงแสดงในตารางท่ี  5 แสดง
ใหเ้ห็นความไม่เสถียรในการแสดงออกของยนี โดยพบวา่ในคร้ังแรกสามารถวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอสจากน ้าเล้ียงเซลลข์อง P. pastoris Y11430 (pPKER-2) ได ้แต่ในคร้ังหลงัพบวา่ไม่
สามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสได ้ซ่ึงแตกต่างกบั  P. pastoris  Y11430 (pPKER-1) ท่ี
สามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสไดท้ั้งสองคร้ัง ทั้งๆท่ียสีตลู์กผสมทั้ง 2 โคโลนีนั้น
ได้รับการถ่ายทอด ยนีเคราติเนสมาเหมือนกนั สาเหตุของความไม่เสถี ยรท่ีเกิดข้ึน อาจเกิดจากการ
แสดงออกของยนีจากภายนอกในระดบัท่ีสูงเป็น สาเหตุท่ีท าใหเ้กิด metabolic load ของเซลลเ์จา้
บา้น เน่ืองจาก AOX1 promoter เป็น strong promoter ท่ีสามารถแสดงออกไดใ้นระดบัท่ีสูง แต่ก็มี
รายงานวา่ระดบั การแสดงออกท่ีสูง น้ีอาจท าใหก้ลไกการเปล่ียน แปลงของโปรตีนหลงัจากการ  
ทรานสเลชนั (post-translation) เกิดข้ึนไดไ้ม่ทนั ส่งผลใหรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีผลิตเกิด 
misfolded และ/หรือ unprocess และ/หรือ mislocalized (Brierley, 1998; Thill et al., 1990) หรืออาจ
เป็นผลกระทบท่ีเกิดข้ึนของเซลลท่ี์มีชีวติอยูร่ะหวา่ง การเก็บรักษาโดยการแช่แขง็ และมีตวัอยา่งซ่ึง
แสดงใหเ้ห็นวา่เกิด mutation ของยนีในเซลลเ์จา้บา้นมีผลไปยบัย ั้งการท างานของโปรโมเตอร์ใน
เวคเตอร์ส าหรับการแสดงออก (Romanos et al., 1992: 467) ในส่วนของค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
โปรติเอสจาก  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1) ท่ีวดัคร้ังแรกไดค้่าสูงกวา่การวดัคร้ังหลงั  อาจ
เน่ืองจากในคร้ังหลงัน้ีเก็บน ้าเล้ียงเซลลเ์ม่ือครบ 14 วนั ซ่ึงเอนไซมท่ี์ผลิตออกมาอาจถูกยอ่ยหรือถูก
ยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมใ์นอาหารท่ีใชเ้ล้ียงโดย extracellular protease (Kang et al., 2000) ของ
เซลลย์สีตเ์จา้บา้นหรือ intracellular protease จากการสลายของเซลลย์สีตเ์จา้บา้น  
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 ผลการตรวจสอบโปรตีนจากเซลล์ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER) แสดงใหเ้ห็น
วา่ยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 แสดงออกในระบบ P. pastoris  Y11430 ได ้โดย
ใชเ้วคเตอร์ pPICZα B ส าหรับการแสดงออก ของยนีภายใต ้alcohol oxidase (AOX I) methanol 
inducible promoter และเอนไซมเ์คราติเนสท่ีผลิตได้ ถูกขบัออกภายนอกเซลล์ ดว้ยการท างานของ                
S. cerevisiae α-factor sequence  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Radha and Gunasekaran  (2009) 
ท่ีประสบความส าเร็จในการแสดงอ อกของยนีเคราติเนสจ าก B. licheniformis MKU3 โดยใช้
เวคเตอร์ pPICZα A (แตกต่างจาก pPICZα B เฉพาะบริเวณ Multiple Cloning Site เท่านั้น) และการ
ท่ีโปรตีนท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม  P. pastoris  Y11430 (pPKER-1 และ pPKER-2) ถูกขบั ออก
ภายนอกเซลลร์วมถึงแสดงค่ากิจกรรมของเอน ไซมโ์ปรติเอสได ้ซ่ึง แตกต่างจากโปรตีนท่ีผลิตจาก
เซลลลู์กผสม E. coli Rosetta (pFKER) และ E. coli TOP10 (pFKER) ท่ีอยูใ่นส่วนตะกอนหลงัจาก
ท าใหเ้ซลลแ์ตก คาดวา่เน่ืองจาก  P. pastoris  Y11430 เป็นเซลลย์แูคริโอตมีขบวนการ post-
translational modifications เช่น proteolytic processing, folding, disulfide bond formation และ 
glycosylation ดงันั้นโปรตีนจ านวนมากท่ีผลิตออกมาใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  ใน
ระบบแบคทีเรียนั้นสามารถผลิตออกมาใน รูป biologically active molecules (Cregg, n.d.) และ
สามารถหลัง่ออกสู่ภายนอกเซลลไ์ด ้ 
 
 เม่ือเปรียบเทียบขนาดโปรตีนท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม  P. pastoris  Y11430 (pPKER-1 
และ pPKER-2) กบัโปรตีนท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม E. coli Rosetta  (pFKER) และ E. coli TOP10 
(pFKER) จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส- เพจ  พบวา่โปรตีนจากเซลล์
ลูกผสม P. pastoris Y11430 (pPKER-1 และ pPKER-2) มีขนาด 47 กิโลดาลตนั ซ่ึงมีขนาดเล็กกวา่
โปรตีนจากเซลลลู์กผสม  E. coli  ทั้ง 2 สายพนัธ์ุท่ีมีขนาด  54 กิโลดาลตนั นั้นอาจเน่ืองมาจาก
โปรตีนท่ีผลิตจาก เซลลลู์กผสม  E. coli  ทั้ง 2 สายพนัธ์ุเป็นโปรตีนท่ีผลิตออกมา ในส่วนตะกอน
หลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ซ่ึงอนุภาคของโปรตีนส่วนน้ียงัประกอบไปดว้ยโปรตีนท่ีเซลลเ์จา้บา้นผลิต
ข้ึนเองจ านวนหน่ึงซ่ึงมีอยูน่อ้ยและส่วนประกอบของ ribosomal หรือช้ินส่วนของดีเอน็เอ หรืออาร์
เอน็เอ (Rinas and Baily , 1992 ; Valax and Georgiou , 1993) และเน่ืองจากโปรตีนไม่ ถูกขบัออก
ภายนอกเซลล์ ดงันั้นโปรตีนอาจมีส่วน ompA signal peptide  ท่ีไดรั้บมาจากพลาสมิดลูกผสม 
pFKER รวมอยูด่ว้ยจึงท าใหพ้บแถบโปรตีนจากเซลลลู์กผสม  E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีขนาดใหญ่
กวา่โปรตีนจากเซลลลู์กผสม P. pastoris Y11430 (pPKER-1 และ pPKER-2) 
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 เม่ือเปรียบเทียบขนาดโปรตีนท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม  P. pastoris  Y11430 (pPKER-1 และ 
pPKER-2) กบัโปรตีนท่ีผลิตจาก  B. licheniformis KUB-K0006 ซ่ึงเป็นเช้ือสายพนัธ์ุดั้งเดิม พบวา่
อาจ เป็นโปรตีน ท่ีถูกก าหนดรหสัการสร้างมาจากยนีคนละยนีกนั โดยโปรตีนท่ีผลิตจากเซลล์
ลูกผสม  P. pastoris  Y11430  (pPKER-1 และ pPKER-2) มีขนาด  47 กิโลดาลตนั ส่วนโปรตีนท่ี  
ผลิตจาก  B. licheniformis KUB-K0006  ซ่ึงมีขนาดประมาณ 70 กิโลดาลตนั (สุทธิพนัธ์ุ , 2540 ;    
สุดาทิพย,์ 2546) และแสดงคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนัซ่ึงสังเกตไดจ้ากผลการตรวจสอบการยอ่ยขนไก่
ในอาหารเหลว โดย  B. lichenif ormis KUB- K0006 สามารถยอ่ยขนไก่ได ้แต่ เซลลลู์กผสม                
P. pastoris  Y11430  (pPKER-1 และ pPKER-2) นั้นไม่ยอ่ยขนไก่ นอกจากนั้น มีงานวจิยัท่ีน ายนี
เคราติเนสจากเช้ือ B. licheniformis  PWD-1 ท่ีมีช่ือเรียกวา่ ยนี ker A  ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน
ของล าดับเบสและล าดบักรดอะมิโนมากถึง  99 เปอร์เซ็นต์  เม่ือเปรียบเทียบกบัยนีเคราติเนสจาก      
B. licheniformis KUB-K0006 ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีจากการวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม blastn และ 
blastx ไปท าการโคลนและแสดงออกใน B. subtilis DB104 (Lin et al., 1997) และ P. pastoris  X33 
(Porres  et al.,2002) พบวา่ยนีมีการแสดงออกโดยวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสไดจ้ากการ
ใช ้azokeratin เป็นสับสเทรต ซ่ึงคลา้ยกบังานวจิยัท่ีน ายนีเคราติเนสจาก B. licheniformis  MKU3 ซ่ึง
ยนีเคราติเนสน้ีมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของล าดบัเบสและล าดบักรด อะมิโนมากถึง 99 เปอร์เซ็นต์ 
เม่ือเปรียบเทียบกบัยนีเคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006 ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีจากการ
วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม blastn และ blastx  ไปท าการโคลนและแสดงออกในเช้ือ B. megaterium  
MS941 และ P. pastoris  X33 (Radha and Gunasekaran , 2009) พบวา่ยนีมีการแสดงออกโดยวดัค่า
กิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสไดจ้ากการใช ้keratin azure ซ่ึงเป็นสับสเทรตทางการคา้ แต่จากการ
ตรวจเอกสารไม่พบรายงานการศึกษาเก่ียวกบัการผลิตเอนไซมเ์คราติเนสลูกผสม ท่ีใชข้นไก่บดเป็น
สับสเทรตในการหาค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสเหมือนเช่นในการทดลองคร้ังน้ี 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 1. สามารถโคลนยนี เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006  เขา้สู่  E. coli  Rosetta 
และ  E. coli TOP10 ได้เป็นผล ส าเร็จ  ยนืยนัผล จากการ ตรวจสอบดว้ยเทคนิค พีซีอาร์ โดยใช้         
ไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี การตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  2 ชนิด และการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด์  เซลลลู์กผสม  E. coli ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ผลิต รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนขนาด 54       
กิโลดาลตนั แต่โปรตีนท่ีผลิตนั้นอยูใ่นส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  จึงท าใหโ้ปรตีนไม่ถูก
ส่งออกมายงัภายนอกเซลลแ์ละไม่สามารถท างานไดต้ามปกติ  
 
 2. สามารถโคลนยนี เคราติเนสจาก B. licheniformis KUB-K0006   เขา้สู่  P. pastoris   
Y11430 ไดเ้ป็นผลส าเร็จ ยนืยนัผลจากการตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ เซลลย์สีตลู์กผสมสามารถ
ผลิตและปลดปล่อย รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนขนาด 47 กิโลดาลตนั ออกนอกเซลลไ์ด้  รีคอมบิแนนท์
โปรตีนแสดงการยอ่ย สับสเทรตเคซีนบนอาหารสคิมมิลคอ์ะการ์  แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์     
โปรติเอส  แต่ไม่สามารถหาค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสจากการใชข้นไก่ บดเป็นสับสเทรต  
และไม่สามารถยอ่ยขนไก่ในอาหารเหลวได ้นอกจากนั้นยงัพบความไม่เสถียรในการแสดงออกของ
เซลลย์สีตลู์กผสม 
 
 3.  ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถในการแสดงออกของยนีเคราติเนสจาก              
B. licheniformis KUB-K0006 โดยระบบ P. pastoris Y11430 วา่สามารถท าไดแ้ต่ยงัตอ้งมีการศึกษา
เพิ่มเติมอีกมากเพื่อใหส้ามารถผลิตเอนไซมเ์คราติเนสใหไ้ดจ้  านวนมากและสามารถน าเอ นไซมท่ี์
ผลิตไดไ้ปใชป้ระโยชน์ไดจ้ริงต่อไป    
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ข้อเสนอแนะ 
 

 1.  มีรายงานการใชก้ลยทุธ์ Co-overexpression ซ่ึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจโดยใหมี้
การแสดงออกร่วมกนัระหวา่งยนีท่ีก าหนดการสร้าง chaperone และยนีท่ีเป็นเป้าหมายในการ
แสดงออก ซ่ึงสามารถป้องกนัการเ กิดโปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  ไดเ้น่ืองจาก 
chaperone คือโปรตีนท่ีช่วยรักษาการมว้นพบัของโปรตีนท่ีเป็นเป้าหมายใหอ้ยูใ่นสภาพ soluble 
protein (Bollag et al., 1996: 51)  ส าหรับ chaperone ท่ีมีบทบาทส าคญัคือ DnaK (Hsp70 chaperone 
family) ซ่ึงจะช่วยป้องกนัการเกิดโปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก  โดยจะไปลดการ
รวมกนัของ  misfolded proteins และสนบัสนุนกระบวนการ  proteolysis  ของ misfolded proteins 
(Mogk et al., 2002) มีผลงานวจิยัยนืยนัวา่การใชก้ลยทุธ์  Co-overexpression  ของ chaperone DnaK  
สามารถเพิ่มเปอร์เซ็ นตข์อง soluble human growth hormone จากการแสดงออกในระบบ  E. coli  
ไดถึ้ง 87 เปอร์เซ็นต ์(Blum et al., 1992)  
 
 2. อาจท าการเปล่ียนเซลลเ์จา้บา้นส าหรับการแสดงออกของยนีเคราติเนสเป็น  P. pastoris   
X-33 (Mut+, His+) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม ์เน่ืองจากเป็นสายพนัธ์ุของยสีตท่ี์มีการ
แนะน าไวใ้นคู่มือ  pPICZα A, B, and C Pichia expression vectors  (Invitrogen, 2010b) วา่มีความ
เหมาะสมในการแสดงออกของยนีเม่ือใชคู้่กบัพลาสมิด pPICZα A, B และ C นอกจากนั้นไดมี้
การศึกษาการแสดงออกของยนีเคราติเนสโดยใชร้ะบบการแสดงออกดงัก ล่าว พบวา่สามารถแสดง
ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์คราติเนสไดสู้งสุดท่ี 285 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  หลงัจากการเหน่ียวน าเป็นเวลา  
144 ชัว่โมง (Porres et al.,2002)  
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1.  อาหารเล้ียงเช้ือ 
 
 1.1  LB (Luria-Bertani) medium/agar 
 
 Tryptone  10  กรัม 
 Yeast extract  5  กรัม 
 NaCl  10  กรัม 
 น ้ากลัน่  1000  มิลลิลิตร 
 ± Agar  15  กรัม 
 ± appropriate concentration of Ampicillin 
 
 1.2  Low Salt Luria-Bertani medium 
 
 Tryptone  10  กรัม 
 Yeast extract  5  กรัม 
 NaCl  5  กรัม 
 น ้ากลัน่  1000  มิลลิลิตร 
 ± Agar  15  กรัม 
  ± appropriate concentration of Zeocin 
 
 1.3  YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) 1 liter 
 
 yeast extract 1  เปอร์เซ็นต์ 
 peptone 2 เปอร์เซ็นต์ 
 dextrose (glucose)  2 เปอร์เซ็นต์ 
 ± agar 2 เปอร์เซ็นต์ 
 ± appropriate concentration of Zeocin 
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 1.4  YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium with Sorbitol) 1 liter 
 
 yeast extract 1 เปอร์เซ็นต ์
 peptone 2 เปอร์เซ็นต ์
 dextrose (glucose)  2 เปอร์เซ็นต ์
 sorbitol  1 โมลาร์ 
 ± agar  2 เปอร์เซ็นต ์
 ± appropriate concentration of Zeocin 
 
 1.5  BMGY  (Buffered Glycerol-complex Medium)    
     BMMY (Buffered Methanol-complex Medium) 1 liter 
 
 yeast extract 1 เปอร์เซ็นต ์
 peptone 2 เปอร์เซ็นต ์
 YNB 1.34 เปอร์เซ็นต ์
 Biotin 4×10-5 เปอร์เซ็นต ์
 glycerol  1 เปอร์เซ็นต์  หรือ methanol 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 100 mM potassium phosphate, pH 6.0 
 ± appropriate concentration of Zeocin 
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1. การวเิคราะห์หาปริมาณไทโรซีน (ดดัแปลงจาก Ferrero et al., 1996) 
 
 1.1  สารเคมีท่ีใช ้
 
 1.1.1 สารละลายไทโรซีนมาตรฐาน ชัง่ไทโรซีน 0.1 กรัม ละลายดว้ยสารละลาย HCl 
0.1M จนละลายหมด จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 100 มิลลิลิตร เก็บเป็น stock solution 
จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ดส้ารละลายไทโรซีนมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 20 ถึง 140 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
 1.1.2  การเตรียมสารละลาย Lowry 
 
 สาร A : copper sulfate 0.5 กรัม + sodium citrate 1 กรัม ในน ้า 100  
  มิลลิลิตร 
 สาร B : sodium carbonate 20 กรัม + NaOH 4 กรัม ในน ้า 1 ลิตร 
 สาร C : สาร A 1 มิลลิลิตร + สาร B 50 มิลลิลิตร 
 สาร D : 1 N folin-ciocalteau (อตัราส่วนของ folin:water; 1:2, v/v) 
 
 1.2  วธีิการวเิคราะห์ปริมาณไทโรซีน 
 
 1.2.1 เจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีน ใหมี้ความเขม้ขน้ 20,40, 60, 80, 100, 120 
และ 140 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพื่อใชส้ร้างกราฟมาตรฐานของไทโรซีน 
 
 1.2.2 ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง สารละลายในหลอดควบคุม และสารละลายมาตรฐาน
ไทโรซีนลงในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร  ตามล าดบั ส่วน blank  จะใช้น ้ากลัน่แทนใน
ปฏิกิริยา 
 
 1.2.3 เติมสารละลาย C หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร  ลงในหวัขอ้  2.2.2 ทิ้งไว ้ 10 นาที  
จากนั้นเติมสารละลาย D 1 มิลลิลิตร  บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที แลว้น าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งค่าดูดกลืนแสงกบั
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ปริมาณ ไทโรซีน แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งมาเปรียบเทียบหาความเขม้ขน้ของ           
ไทโรซีนจากกราฟมาตรฐาน และค านวณหาปริมาณไทโรซีนท่ีมีในตวัอยา่ง 
 
2.  การวเิคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระโดยวธีิ Ninhydrin (Rosen, 1957) 
 
 2.1  สารเคมีท่ีใช ้
 
 2.1.1  สารละลายโซเดียมไ ซยาไนด ์ (NaCN) เขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ (490 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 
 
 2.1.2 สารละลายแอซิเตดบพัเฟอร์ (Acetate buffer)  ละลาย 2700 กรัมโซเดียมแอซิเตด 
(NaOAc .3H2O) ในน ้ากลัน่ 2 ลิตร และเติมกรดแอซิติกลว้น (glacial HOAc ) 500 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้7.5 ลิตร ค่าพีเอชของบพัเฟอร์ควรอยูใ่นช่วง 5.3-5.4 
 
 2.1.3 สารละลายแอซีเตด-ไซยาไนด ์(Acetate-Cyanide) คือ 0.0002 โมลาร์ของโซเดียม
ไซยาไนดใ์นสารละลายแอซีเตดบพัเฟอร์ เตรียม โดยน าส ารละลาย ในหวัขอ้ 2.1.1 จ านวน 20 
มิลลิลิตรมาปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตรดว้ยสารละลายในหวัขอ้ 2.1.2  
 
 2.1.4 สารละลาย 3 เปอร์เซ็นตนิ์นไฮดริน (Ninhydrin ) ในเมทธิลเซลโลโซพ (Methyl 
Cellosolve or ethylene glycol monomethyl ether) เตรียมใหม่ทุกคร้ังและเก็บใหพ้น้แสง 
 
 2.1.5 สารละลายไอโซโพรพิวแอลกอฮอล ์ (Isopropyl alcohol ) และน ้ากลัน่  ผสมกนั
ในอตัราส่วนไอโซโพรพิวแอลกอฮอล ์1:1 น ้ากลัน่ 
  
 2.2  วธีิวเิคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ 
 
 2.2.1 เติมสารละลายบพัเฟอร์ไซยาไนด์- แอซีเตต จ านวน 0.5 มิลลิลิตรในสาร ละลาย
ตวัอยา่งจ านวน 1 มิลลิลิตร (มีความเขม้ขน้ของกรดอะมิโนในช่วง 0.2-0.4 ไมโครโมล) 
 
 2.2.2 เติมสารละลายนินไฮดรินเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 0.5 มิลลิลิตร 
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 2.2.3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
 2.2.4 เม่ือครบเวลาเจือจางดว้ยสารละลายผสมของไอโซโพรพานอลและน ้า (1:1) 
จ านวน 5 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรง 
 
 2.2.5 ทิ้งใหอุ้ณหภูมิลดลง จึงวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานโดยใชก้รดอะมิโนแอลลิวซีนเป็นมาตรฐาน 
 
3.  การรันเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
 
 3.1  เตรียมอะกาโรสเจล เขน้ขน้ 1.2 เปอร์เซ็นต์โดยชัง่อะกาโรส 1.2 กรัม จากนั้นเติม TBE 
buffer  100 มิลลิลิตร  ใหค้วามร้อนจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั ตั้งทิ้ งไวจ้นอุณหภูมิลดลงอยูร่ะดบั
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงน าไปเทลงบนถาดส าหรับเตรียมเจลท่ีมีหว ี (clomb) เสียบอยูร่ะวงั
อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศทิ้งไวจ้นเจลแขง็ตวัดีก่อนน าไปใช ้
 
 3.2  เอาหวอีอกจากแผน่เจล แลว้น าแผน่เจล ไปวางบน เคร่ืองรันเจล  จากนั้นเท 1X TBE 
buffer ลงไปใหท้่วมแผน่เจลและมีระดบัสูงกวา่แผน่เจล 
 
 3.3  ผสมสารละลายดีเอน็เอและ  loading dye ในอตัราส่วน 5:1 จากนั้นใช ้ micropipette
หยอดสารผสมลงในหลุมบนแผน่เจล  
 
 3.4  ต่อขั้วไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ือง แปลงไฟโดยใหฝ่ั้งท่ีหยอดดีเอน็เอเป็นขั้วลบและฝ่ังตรงขา้ม
เป็นขั้วบวกตั้งความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ี 100 โวลต ์รอจนกระทัง่สียอ้มเคล่ือนท่ีมาจนสุดปลายเจล จึงปิด
กระแสไฟฟ้า 
 
 3.5  น าแผน่เจลไปแช่ในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด ์ (ethidium bromide ) ความเขม้ขน้ 
25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ประมาณ 10 นาที เม่ือครบเวลายา้ยเจลไปแช่ในน ้าดีไอโอไนซ์ 30 นาที 
 
 3.6  น าแผน่เจลไปตรวจดูแถบของดีเอนเอท่ีเกิดข้ึนโดยส่องภายใตแ้สงยวูี จากเคร่ือง  UV-
transilluminator (Vilber Lourmat) และบนัทึกภาพเก็บไวว้เิคราะห์ผลต่อไป 
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4.  การเตรียมสารและวธีิวเิคราะห์โปรตีนโดยวธีิอิเล็กโทรฟอริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ 
 
 4.1 สารเคมีท่ีใช ้
 
  4.1.1 สารละลาย 30 เปอร์เซ็นต์  acrylamide + 0.8 เปอร์เซ็นต์  bis-acrylamide  ละลาย 
acrylamide 75 กรัม กบั bis-acrylamide 2 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 250 มิลลิลิตร ท าการ
กรอง และเก็บไวใ้นขวดสีชาท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
  4.1.2 สารละลาย 1.5 M Tris- HCl /SDS pH 8.8 ละล าย tris (hydroxymethyl )-
aminomethane 45.41 กรัม และ SDS 1 กรัม ในน ้ากลัน่แลว้ปรับ  pH ดว้ย 1 M HCl ใหไ้ด ้pH 8.8 
แลว้ท าการปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้250 มิลลิลิตร 
 
  4.1.3 สารละลาย 0.5 M Tris- HCl /SDS pH 6.8 ละลาย tris (hyd roxymethyl )-
aminomethane 15.14 กรัม และ SDS 1 กรัม ในน ้ากลัน่แลว้ปรับ  pH ดว้ย 1 M HCl ใหไ้ด ้pH 6.8 
แลว้ท าการปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้250 มิลลิลิตร 
  
 4.1.4 Separating gel 
 
 30% Acrylamide / 0.8% bisacry  X/3  มิลลิลิตร 
 1.5 M Tris-HCl /0.4% SDS (pH8.8)  2.5  มิลลิลิตร 
 distilled water  (7.5-X/3)  มิลลิลิตร 
 10% ammonium persulfate  50  ไมโครลิตร 
 TEMED  5  ไมโครลิตร 
 Total  10   มิลลิลิตร 
 
หมายเหตุ X = gel (เปอร์เซ็นต์) ท่ีตอ้งการเตรียม เช่น 10 เปอร์เซ็นต์ 12 เปอร์เซ็นต์ และ                  
 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นตน้ 
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  4.1.5 Stacking gel (gel 5%) 
 
 30% Acrylamide / 0.8% bisacry  0.67  มิลลิลิตร 
 0.5 M Tris-HCl /0.4% SDS (pH6.8)  1  มิลลิลิตร 
 distilled water  2.3  มิลลิลิตร 
 10% ammonium persulfate  30  ไมโครลิตร 
 TEMED  5  ไมโครลิตร 
 Total  4 มิลลิลิตร 
 
 4.1.6 5X Electrophoresis buffer (เจือจางเป็น 1X ก่อนใช)้ 
 
 Tris base  15.1  กรัม 
 Glycine  72  กรัม 
 SDS   5  กรัม 
 distilled water  1000  มิลลิลิตร 
 pH  8.4 
 
  4.1.7 5X Sample buffer 
 
 1M Tris-HCl (pH 6.8)  0.6  มิลลิลิตร 
 50% Glycerol  5  มิลลิลิตร 
 10% SDS  2  มิลลิลิตร 
 β-mercaptoethanol  0.5  มิลลิลิตร 
 1% bromphynol blue  1  มิลลิลิตร 
 
เวลาใชผ้สม 5X sample buffer  กบัตวัอยา่งเอนไซม์  จนไดค้วามเขม้ขน้ของสารละลายเป็น 1X 
sample buffer  
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  4.1.8 Staining solution 
 
 Coomassie Brilliant blue R-250  1  กรัม 
 Methanol  450  มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid  100  มิลลิลิตร 
 distilled water  450  มิลลิลิตร 
 
  4.1.9 Destaining solution 
 
 Methanol  100  มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid  100  มิลลิลิตร 
 distilled water  300  มิลลิลิตร 
 
หมายเหตุ :  sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 N,N,N′,N′-tertra methylethylene diamine (TEMED) 
 ในกรณีท่ีท า native-PAGE ไม่มี SDS ในทุกสูตรของสารท่ีตอ้งเตรียม 
 
 4.2  การท าอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ 
 
 เตรียมเจลความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์และ 4 เปอร์เซ็นต ์โดยใส่  ammonium persulfate 
10  เปอร์เซ็นต์  ( เตรียมก่อนใช้ ) และ TE MED เป็นล าดบัสุดทา้ย จากนั้นเทเจลท่ี เขม้ขน้                    
15 เปอร์เซ็นต์  ซ่ึงเป็น separating gel ลงไประหวา่งแผน่กระจก 2 แผน่ แลว้เทน ้ากลัน่ปิดทบัท่ี
ผวิหนา้ ตั้งทิ้งไวจ้นกระทัง่แขง็ตวั แลว้จึงเทเจลเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็น stacking gel ทบับน
ผวิหนา้ของ separatin g gel ใส่หวลีงใน stacking gel และรอจนกระทัง่ เจลแขง็ตวั ดีจึงน าหวอีอก     
จะเกิดช่องส าหรับใส่สารตวัอยา่ง เตรียมตวัอยา่งผสมกบั 5X sample buffer  ในหลอดทดลอง จนได้
ความเขม้ขน้ของสารละลายเป็น 1X sample buffer  แลว้จึงน าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาทีพอ
ตวัอยา่งเยน็ลงแลว้ จึงน าตวัอยา่งไปหยอด ลงในช่องใส่ตวัอยา่ง บนแผน่เจล ปริมาตร 10- 20 
ไมโครลิตร และใชค้วามต่างศกัยข์นาด 100 โวลต ์หลงัจากท าอิเล็กโตรโฟรีซิสเสร็จ  จึงยอ้มเจลโดย
ใช้ Staining solution  (Coomassie Brilliant blue R- 250) หรือใช ้ silver stain plus kit (Bio-Rad, 
USA) ยอ้มเจลตามความเหมาะสม 
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 4.3  การศึกษาหามวลโมเลกุลของโปรตีนท่ีพบบนแผน่เจล 
 
 การหามวลโมเลกุลของ โปรตีน วธีิน้ีเป็นการเปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีของ โปรตีนบน
แผน่เจล polyacrylamide กบัโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบมวลโมเลกุล ท าไดโ้ดยวดัระยะทางท่ีแถบ
โปรตีนเคล่ือนท่ี และระยะทางท่ีแถบสี  sample buffer เคล่ือนท่ีในแผน่เจล แลว้น ามาค านวณหา
ระยะทางสัมพทัธ์ (relative mobility) ดงัน้ี 
                                                                
ระยะทางสัมพนัธ์ = ระยะทางท่ีแถบโปรตีนเคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ีแถบสี sample buffer เคล่ือนท่ี 
 
 สร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐานโดยท่ีใหแ้กน X เป็นค่าระยะทางสัมพทัธ์ 
ส่วนแกน Y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล และกราฟท่ีไดส้ามารถค านวณเป็นสมการเส้นตรงได ้ 
 
 ดงันั้น มวลโมเลกุลของ โปรตีนหาไดจ้ากการน าค่าระยะทางสัมพทัธ์ของ โปรตีนท่ี
เคล่ือนท่ีบนแผน่เจล polyacrylamide  เดียวกบัโปรตีนมาตรฐาน มาเทียบหามวลโมเลกุลกบักราฟ
มาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน  หรือก็คือการน าเอาค่า  relative mobility  (Rf) โปรตีนท่ีตอ้งการหา
มวลโมเลกุลไปแทนค่า  x ในสมการเพื่อหาค่า y (y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล ) จากนั้นน า y ไป
ถอด log ก็จะไดม้วลโมเลกุลของโปรตีนท่ีตอ้งการ 
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ภาคผนวก ค 
การวเิคราะห์ขอ้มูลดิบจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1   มวลโมเลกุล, ระยะทาง และ relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน ท่ีใช้หา
 มวลโมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก
 ท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม Escherichia  coli  Rosetta  (pFKER) ท่ีพบบนแผน่เจล  
 หลงัจากตรวจสอบดว้ยวธีิเอสดีเอส-เพจ 
 
       Standard protein                 molecular weight      distance     relative mobility  
                                                           kDa             log           (cm.)                  (Rf ) 
                                  1                                    210.0         5.3222          2.14                 0.1842 
 2 125.0 5.0969 2.88 0.2478 
 3 101.0 5.0043 3.23 0.2780 
 4 56.2 4.7497 4.58 0.3941 
 5 35.8 4.5539 5.93 0.5103 
 6 29.0 4.4624 6.96 0.5990 
 7 21.0 4.3222 8.63 0.7427 
 8 6.9 3.8388 10.53 0.9062 
 
จากนั้นน าค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐานไปเขียนกราฟตามภาพผนวกท่ี ค 1 ท า
ใหไ้ดส้มการเส้นตรงออกมา ใหน้ าเอาค่า Rf ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนซ่ึงเท่ากบั 0.4466 ไปแทนค่า 
x ในสมการเพื่อหาค่า y (y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล ) จากนั้นน าค่า y ไปถอด log ก็จะไดม้วล
โมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเท่ากบั 54 กิโลดาลตนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

103 

ตารางผนวกที ่ค2   มวลโมเลกุล, ระยะทาง และ relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน ท่ีใช้หา
 มวลโมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนใน ส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก
 ท่ีผลิตจาก เซลลลู์กผสม Escherichia coli  TOP10 (pFKER) ท่ีพบบนแผน่เจล 
 หลงัจากตรวจสอบดว้ยวธีิเอสดีเอส-เพจ   
 
       Standard protein                 molecular weight      distance     relative mobility 
                                                           kDa             log           (cm.)                  (Rf ) 
 1 210.0 5.3222  1.38  0.1344 
 2 125.0 5.0969 1.98 0.1928 
 3 101.0 5.0043 2.25 0.2191 
 4 56.2 4.7497 3.62 0.3525 
 5 35.8 4.5539 4.68 0.4557 
 6 29.0 4.4624 5.66 0.5511 
 7 21.0 4.3222 6.88 0.6699 
 8 6.9 3.8388 8.28 0.8062 
 

จากนั้นน าค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐานไปเขียนกราฟตามภาพผนวกท่ี ค 2 ท า
ใหไ้ดส้มการเส้นตรงออกมา ใหน้ าเอาค่า Rf ของรีคอมบิแนนทโ์ป รตีนซ่ึงเท่ากบั 0.3895 ไปแทนค่า 
x ในสมการเพื่อหาค่า y (y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล ) จากนั้นน าค่า y ไปถอด log ก็จะไดม้วล
โมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเท่ากบั 54 กิโลดาลตนั 
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ตารางผนวกที ่ค3   มวลโมเลกุล, ระยะทาง และ relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานท่ีใช้หา
 มวลโมเลกุล ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีผลิตจากเซลล์
 ลูกผสม Pichia pastoris  Y11430  (pPKER-1) ท่ีพบบนแผน่เจลหลงัจาก
 ตรวจสอบดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ   
 
       Standard protein                 molecular weight      distance     relative mobility 
                                                           kDa             log           (cm.)                  (Rf ) 
 1 250 5.3979 0.56 0.0526 
 2 148 5.1703 0.82 0.0771 
 3 98 4.9912 1.59 0.1494 
 4 64 4.8062 2.33 0.2190 
 5 50 4.6990 3.31 0.3111 
 6 36 4.5563 4.55 0.4276 
 7 22 4.3424 6.48 0.6090 
 8 16 4.2041 7.06 0.6635 
 9 6 3.7782 8.65 0.8130 
 
จากนั้นน าค่า Rf  กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐานไป เขียนกราฟตามภาพผนวกท่ี ค3 ท า
ใหไ้ดส้มการเส้นตรงออกมา ใหน้ าเอาค่า Rf ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนซ่ึงเท่ากบั 0.3628 ไปแทนค่า 
x ในสมการเพื่อหาค่า y (y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล ) จากนั้นน าค่า y ไปถอด log ก็จะไดม้วล
โมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเท่ากบั 47 กิโลดาลตนั 
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ตารางผนวกที ่ค4  มวลโมเลกุล, ระยะทาง และ relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานท่ีใช้หา
 มวลโมเลกุล ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีผลิตจากเซลล์
 ลูกผสม Pichia pastoris  Y11430  (pPKER-2) ท่ีพบบนแผน่เจลหลงัจาก
 ตรวจสอบดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟริซิสแบบเอสดีเอส-เพจ   
 
       Standard protein                 molecular weight      distance     relative mobility 
                                                           kDa             log           (cm.)                  (Rf ) 
 1 250 5.3979 0.64 0.0600 
 2 148 5.1703 0.90 0.0844 
 3 98 4.9912 1.67 0.1567 
 4 64 4.8062 2.41 0.2261 
 5 50 4.6990 3.33 0.3124 
 6 36 4.5563 4.55 0.4268 
 7 22 4.3424 6.56 0.6154 
 8 16 4.2041 7.25 0.6801 
 9 6 3.7782 8.86 0.8311 
 
จากนั้นน าค่า  Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐานไป เขียนกราฟตามภาพผนวกท่ี ค4 ท า
ใหไ้ดส้มการเส้นตรงออกมา ใหน้ าเอาค่า Rf ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนซ่ึงเท่ากบั 0.3696 ไปแทนค่า 
x ในสมการเพื่อหาค่า y (y เป็นค่า log ของมวลโมเลกุล ) จากนั้นน าค่า y ไปถอด log ก็จะไดม้วล
โมเลกุลของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนเท่ากบั 47 กิโลดาลตนั 
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ภาพผนวกที ่ค1  กราฟแสดงค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาต ฐานท่ีใช้หามวลโมเลกุล
  ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ท่ีผลิตจากเซลล์
  ลูกผสม Escherichia coli Rosetta (pFKER)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที ่ค2  กราฟแสดงค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใช้หามวลโมเลกุล
 ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนตะกอนหลงัจากท าใหเ้ซลลแ์ตก ท่ีผลิตจากเซลล์
 ลูกผสม Escherichia coli TOP10 (pFKER)  
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ภาพผนวกที ่ค3  กราฟแสดงค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใช้หามวลโมเลกุล
 ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม              
 Pichia pastoris Y11430 (pPKER-1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพผนวกที ่ค4  กราฟแสดงค่า Rf กบัค่า log ของมวลโมเลกุลโปรตีนมาตฐาน ท่ีใช้หามวลโมเลกุล
 ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในส่วนน ้าเล้ียงเซลล์ ท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสม             
 Pichia pastoris Y11430 (pPKER-2) 
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