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 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง (ดัลโคชิเนส)  สามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดโดย
ใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิไดเทานัน้  ซ่ึงตรงกันขามกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากมัน
สําปะหลัง (ลินามาเรส)  ท่ีสามารถใชไดท้ังแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิและตติยภมิูเปนตัวรับ
กลูโคส  โดยเอนไซมท้ัง 2 ชนิด มีความจาํเพาะตอสับสเตรทธรรมชาติเฉพาะตัว  คือ ดัลโคชินิน-กลู
โคไซด และลินามาริน ตามลําดับ  การกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนงในบริเวณจบัสับสเตรท ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  สามารถลดความจําเพาะตอดัลโคชิ
นิน-กลูโคไซดได  แตยังไมสามารถสลายลินามารินได  นอกจากนี้ยังพบวา เอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุท่ีทําใหเกดิการปรับปรุงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดดีข้ึน คือ I185A, N189F และ 
V255F  ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จงึไดทําการกลายพันธุคร้ังละ 2-3 ตําแหนง ในบริเวณจับสับสเตรท ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส คือ I185A-N189F, I185A-V255F, 
N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  เพื่อตรวจสอบอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท่ีมีผลตอ
ความจําเพาะในการสลายสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  พบวา ท้ังตําแหนง I185, 
N189 และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส มีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาสลายดัลโคชินิน-กลูโค
ไซด  โดยท่ีตําแหนง I185 มีบทบาทท่ีเดนชัดท่ีสุด  สวนการสลายลินามาริน  พบวาตําแหนง A185-
F189 และ A185-F255  สามารถมีอันตรกิริยาตอกันในการสลายลินามาริน  ในการศกึษาการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคส พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V2555F และ I185A-
N189F-V2555F มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และ
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสดีข้ึน โดยเฉพาะเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F ท่ีสามารถ
ผลิตอัลคิลกลูโคไซดโดยใช iso-propanol ไดดี อยางเห็นไดชัด  ในขณะท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ N189F-V2555F มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับ
เอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง  แตอยางไรก็ตาม เอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ ยังไมสามารถ
สังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได 
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 β-Glucosidase from Thai rosewood (dalcochinase) can synthesize alkyl glucoside using  
only primary and secondary alcohols, whereas β-glucosidase from  cassava (linamarase) can use 
primary, secondary and tertiary alcohols as acceptors. Both enzymes show specificities for their 
natural substrates, which are dalcochinin glucoside and linamarin, respectively. Single mutations 
in the substrate binding pocket of dalcochinase to corresponding residues of linamrase decreased 
their specificities toward dalcochinin glucoside, but did not improve their activity toward 
linamarin. In addition, three dalcochinase mutants, I185A, N189F and V255F, showed improved 
transglucosylation activity. In this project, three double- and one triple mutations in the substrate 
binding pocket of dalcochinase to the corresponding residues of linamrase (I185A-N189F, I185A-
V255F, N189F-V255F and I185A-N189F-V255F) were made to investigate the interactions of 
amino acid residues in substrate specificity. Residues I185, N189 and V255 in dalcochinase 
played important roles in the hydrolysis of dalcochinin glucoside, with I185A being more 
dominant than the other two residues. In hydrolysis of linamarin, residues A185-F189 and A185-
F255 interacted to assist in hydrolysis of linamrin. In transglucosylation studies, mutations 
I185A-N189F, I185A-V255F and I185A-N189F-V2555F could improve transglucosylation 
efficiency using primary and secondary alcohols as acceptors. In particular, I185A-N189F-
V2555F mutant gave significantly high yield of alkyl glucoside from iso-propanol. On the other 
hand, N189F-V255F mutant showed reduction in transglucosylation efficiency compared with 
single mutants. However, none of our four dalcochinase mutants could catalyze 
transglucosylation using tertiary alcohols as acceptors. 
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  การทํากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 40 



 

(5) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี  หนา 
 
 18 ผลการตัดพลาสมิดท่ีคาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิเนส 
  กลายพันธุท้ัง 4 ตัว ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 42 
 19 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ                          
  ท้ัง 4 ชนิด  เปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 44 
 20 การตรวจสอบคุณลักษณะเบ้ืองตนของดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได 52 
 21 การวิเคราะหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ท่ีถูกทํา                             
  ใหบริสุทธ์ิ 54 
 22 แผนภาพแสดงความแตกตางของการกระบวนการ glycosylation                                
  ระหวางพืชกับยีสต 55 
 23 การยอยเอนไซมดัลโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิดวยเอนไซม                
  Endoglycosidase 56 
 24 การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง- 
  พอลีอะคริลาไมด 58 
 25 โครงสรางของสับสเตรทลินามาริน 61 
 26 อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการเรงปฏิกิริยา (kcat )                        
  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 65 
 27 อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการจับสับสเตรท (Km)    
  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 66 
 28 แผนภาพจําลองแสดงแขนงขางของกรดอะมิโนท่ีช้ีเขาไปในบริเวณ                                
  จับอะไกลโคน ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง 69 
 29 % Mole ของ n-butyl glucoside ท่ีไดจากปฏิกิริยายายหมูกลูโคส                                     
  ท่ีเวลาตางๆ กนั 71 
 30 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M methanol และ  
  0.9 M ethanol เปน glucosyl acceptor 73 
 31 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M n-propanol และ 
  0.9 M n-butanol เปน glucosyl acceptor 74 



 

(6) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี  หนา 
 
 32 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M iso-propanoll และ 
  0.9 M iso-butanol เปน glucosyl acceptor 75 
 33 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M sec-butanol และ 
  0.9 M tert-butanol เปน glucosyl acceptor 76 
 34 โครงสราง 3 มิติของแบบจาํลองดัลโคชิเนสที่แสดงใหเห็นตําแหนงของ 
  เอนไซมกลายพันธุ I185, N189, M195, H253, V255, N323, G367,                                
  K402, A454 และ E455 85 
 
ภาพผนวกท่ี   
 
 ก1 แผนภาพแสดงสวนประกอบการยายโปรตีนจากเจลสูแมมเบรน 98 
 ก2 แผนภาพแสดงการทําอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน 99 
 ข1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 102 
 ข2 กราฟมาตรฐาน pNP ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
  ในอาหารเล้ียงเช้ือ และในข้ันตอนการทําใหบริสุทธ์ิ 102 
 ข3 กราฟมาตรฐาน pNP ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
  เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 103 
 ข4 กราฟมาตรฐานกลูโคส 103 
 ช1 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ                                  
  I185A-N189F ในการสลาย pNP-Glc 113 
 ช2 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ                                  
  I185A-V255F ในการสลาย pNP-Glc 113 
 ช3 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 114 
 ช4 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 114 
 



 

(7) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกท่ี  หนา 
 
 ช5 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F ในการสลาย Dal-Glc 115 
 ช6 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-V255F ในการสลาย Dal-Glc 115 
 ช7 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 116 
 ช8 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F-V255F ในการสลาย Dal-Gl 116 
 ช9 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F ในการสลายลินามาริน 117 
 ช10 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-V255F ในการสลายลินามาริน 117 
 ช11 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 
  N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 118 
 ช12 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 
  I185A-N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 118 
 ซ1 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol 120 
 ซ2 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 120 
 ซ3 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 120 
 ซ4 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 121 
 ซ5 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 121 
 ซ6 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 121 
 ซ7 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 122 
 ซ8 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 122 
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การผลิตและศึกษาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุหลายตําแหนงในบริเวณจับสับสเตรท 
 

Production and Characterization of Dalcochinase Mutants Containing Multiple 
Mutations in the Substrate Binding Site 

 

คํานํา 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC.3.2.1.21) เปนเอนไซมท่ีอยูในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส 
แฟมิลี 1 และ 3 (Toonkool et al., 2003) มีหนาท่ีในการเรงปฎิกิริยาการสลายพันธะเบตา-กลูโคซิดิก 
ท่ีเช่ือมสารประกอบระหวางหมูไกลโคนกบัหมูอะไกลโคน  พบไดท่ัวไปท้ังในคน พชื สัตว รา และ
แบคทีเรีย  โดยเอนไซมท่ีมาจากส่ิงมีชีวิตท่ีตางชนิดกนั จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีแตกตางกนั 
เชน เอนไซมดลัโคชิเนส (dalcochinase) จากเมล็ดพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ 
Thai rosewood) จะมีความจาํเพาะตอสับสเตรทท่ีเปนไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด 
(isoflavonoid �-glucoside) เอนไซมดูริเนส (dhurrinase) จากขาวฟาง มีความจําเพาะตอสับสเตรท  
ดูริน (dhurrin)  เอนไซมลินามาเรส (linamarase) จากมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ 
cassava) จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด (cyanogenic �-glucoside) 
(Svasti et al., 2003) และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากอัลมอนดมีความจําเพาะตอสับสเตรท       
อะมิกดาลิน (amygdalin) (Esen, 1993)  ดังนั้นเอนไซมจึงมีหนาท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกบั        
สับสเตรทของเอนไซม เชน ในพืช เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส มีหนาท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการ
ควบคุมการเจริญเติบโต การตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสม การสรางลิกนิน การยอยสลาย  
เซลโลไบโอส และระบบปองกันตัวเองจากสัตวกดัแทะ (Toonkool et al., 2006) 
 
 เม่ือทําการเปรียบเทียบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 2 ชนิด คือ เอนไซมดลัโคชิเนสและ
เอนไซมลินามาเรส  พบวา เอนไซมท้ังสองชนิดนี้มีลําดบักรดอะมิโนเหมือนกนัถึง 60 เปอรเซ็นต  
แตมีความสามารถในการทํางานแตกตางกนั  กลาวคือ ในการสลายสับสเตรท เอนไซม 2 ชนิดนี้     
มีความสามารถในการสลายสับสเตรท pNP-Glc (para-nitrophanyl-β-D-glucopyranoside) ซ่ึงเปน
สับสเตรททางการคาไดเหมือนกัน  เอนไซมดัลโคชิเนสมีความสามารถในการสลายสับสเตรท        

ดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด (dalcochinin-8′-O-β-D-glucoside, Dal-Glc) ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  แตไมสามารถสลายสับสเตรทลินามาริน (linamarin) ซ่ึงเปน
สับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสได  และในทํานองเดียวกนั เอนไซมลินามาเรสซ่ึง 
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สามารถสลายสับสเตรทลินามาริน แตไมสามารถสลายสับสเตรท Dal-Glc ได  นอกจากนี้ เอนไซม
ดัลโคชิเนส ยังมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอนการสลาย  โดยเปลี่ยนกลูโคสอิสระใหกลับมา
เปนไดแซคคาไรด หรือไตรแซคคาไรดไดดี (Svasti et al., 2003)  และยงัมีความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส ซ่ึงใชในการสังเคราะห alkyl glucoside โดยใชแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิ 
เปนตัวรับกลูโคสไดดี และใชแอลกอฮอลชนิดทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสไดเล็กนอย แตไมสามารถ
ใชแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคสไดเลย (Lirdprapamonkol et al., 2000) ในทางตรงกัน
ขาม เอนไซมลินามาเรสมีความสามารถในการเรงปฏิกริิยายอนการสลายไดนอยมาก  แตเอนไซมนี้
มีประสิทธิภาพสูงในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส โดยใชแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิและ     
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส ไดดี  และลักษณะพิเศษของเอนไซมนี้คือ สามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส โดยใชแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ซ่ึงนักวิจัยไมพบคุณสมบัตินี้ใน
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตชนดิอ่ืน (Svasti et al., 2003)  ดังนั้นจึงต้ังสมมติฐานวา 
กรดอะมิโนท่ีแตกตางกนัเปนสาเหตุทําใหการทํางานของเอนไซมตางกัน  จึงจะทําการศึกษา
ความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาท่ีของเอนไซม  เพื่อท่ีจะระบุวากรดอะมิโนตําแหนงใด  
เปนสาเหตุใหเกิดความแตกตางนี้ 
 
 จากงานวิจยัของนางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ  นางสาวเพ็ญพร  สูจวิฒันารัตน และ
นางสาวอมรรัตน  ออนเปยม  ไดทําการแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส ในบริเวณ      
จับสับสเตรท ใหเหมือนกับกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส โดยวธีิการกลายพันธุของยีน            
ดัลโคชิเนสที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) ท้ังหมด 10 ตําแหนง ดังนี้ I185A , 
N189F, M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I  พบวา เอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 10 ตําแหนง  มีผลในการลดความจําเพาะตอ Dal-Glc  ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติ ในระดับท่ีแตกตางกัน  นอกจากนี้ยังพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีทําใหเกดิ
การปรับปรุงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลลปฐมภูมิสายยาว เปนตัวรับกลูโคสได 
ดีข้ึน คือ I185A, N189F และ V255F  และใชแอลกอฮอลลทุติยภูมิไดดข้ึีน คือ I185A และ V255F  
(เพ็ญพร, 2549; ชมพูนุท, 2550; อมรรัตน, 2550)  ดังนั้นตําแหนง I185A, N189F และ V255F จึงถูก
เลือกเพื่อทําการกลายพันธุแบบ 2 และ 3 ตําแหนง (double mutation and triple mutation)  คือ 
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  ผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะ
ศึกษาอันตรกริิยาของกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนง ในการทํางานรวมกนั ในการเรงปฏิกิริยาการสลาย
สับสเตรทและการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
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วัตถุประสงค 
 

 1.  สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด คือ  I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-
V255F และ I185A-N189F-V255F โดยการแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสดวย            
กรดอะมิโนตําแหนงเดียวกับท่ีพบในเอนไซมลินามาเรส 
 
 2.  ศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตร (Km, Vmax และ kcat) ของเอนไซมดัลโคชิเนส               
กลายพันธุ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมลินามาเรส  ในการสลาย
สับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน 
 
 3.  ศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมลินามาเรส  โดยใชแอลกอฮอลล methanol, 
ethanol, n-propanol, n-butanol และ iso-butanol ซ่ึงเปนแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิ และแอลกอฮอล              
iso-propanol และ sec-butanol ซ่ึงเปนแอลกอฮอลชนิดทุติยภูมิ และแอลกอฮอล tert-butanol ซ่ึงเปน
แอลกอฮอลชนิดตติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคส 
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การตรวจเอกสาร 
 
ลักษณะท่ัวไปของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (β -glucosidase) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) เปนเอนไซมท่ีอยูในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส 
(glycosyl hydrolase) แฟมิลี 1 และ 3 (Toonkool et al., 2003) สวนใหญมีขนาด 55-65 กิโลดาลตัน 
มีพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานอยูในชวง 5-6  มีสารประกอบเบตา-กลูโคไซดเปนสับสเตรท เชน 
ไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด (isoflavonoid β-glucoside) ไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด 
(cyanogenic-β-glucoside) ฟโนลิกเบตา-กลูโคไซด (phenolic-β-glucoside) และไธโอเบตา-               
กลูโคไซด (thio-β-glucoside)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ทําหนาท่ีในการเรงปฎิกิริยาการสลาย
พันธะเบตา-กลูโคซิดิก ท่ีเช่ือมสารประกอบระหวางหมูไกลโคนกับหมูอะไกลโคน หรือน้ําตาล
อ่ืนๆ (Esen, 1993)  พบไดท่ัวไปทั้งในคน พืช สัตว รา และแบคทีเรีย  เอนไซมท่ีมาจากส่ิงมีชีวิต 
ตางชนิดกนั จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีแตกตางกนั  โดยสวนใหญจะมีความจําเพาะตอสวน
ไกลโคนคลายคลึงกัน แตจะแตกตางกนัในความจําเพาะตอสวนอะไกลโคน  เนื่องจากมีลําดับ
กรดอะมิโนบางสวนท่ีแตกตางกัน (Ketudat-Cairns et al., 2000)  ดังนั้นเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
สามารถทําหนาท่ีทางชีวภาพท่ีหลากหลายข้ึนอยูกับชนดิของสับสเตรท  ในมนษุยเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดส ถูกเรียกอีกช่ือหนึ่งวา กลูโคเซอรีโบซิเดส (glucocerebrosidase) ทําหนาท่ีในการเรง
ปฎิกิริยาการสลายกลูโคซิลเซอราไมด (glucosylceramide) ในไลโซโซม  ถาขาดเอนไซมนี้จะทําให
เกิดโรคทางพนัธุกรรมท่ีช่ือวา โกเชร (Guacher’s disease)  ในพืช เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส มี
หนาท่ีเกีย่วของในกระบวนการท่ีสําคัญหลายกระบวนการ เชน การควบคุมการเจริญเติบโต การ
ตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสม การสรางลิกนิน การยอยสลายเซลโลไบโอส และระบบปองกัน
ตัวเองจากสัตวและแมลง (Toonkool et al., 2006) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส บางชนิด สามารถใชสับสเตรทไดหลายชนิด ตัวอยางเชน 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนด (almond emulsin) เอนไซมอะมิกดาลิน ไฮโดรเลส 
(amygdalin hydrolase) และเอนไซมพรูนาซินไฮโดรเลส (prunasin hydrolase)  สามารถสลาย
สับสเตรทไดท้ังท่ีเปน เบตา-ด-ีกลูโคไซดและ เบตา-ด-ีกาแลกโตไซด  สําหรับเอนไซมลินามาเรส
และเอนไซมดลัโคชิเนส  สามารถสลายสับสเตรทไดท้ังท่ีเปน เบตา-ด-ีกลูโคไซดและ เบตา-ด-ี         
ฟวโคไซด  และจากการทํา chemical modification ของเอนไซมดัลโคชิเนส โดยใชคอนดูไรทอล บี 
อีปอกไซด (conduritol B epoxide) แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนส มีบริเวณเรงเพยีงแหงเดยีว 
ท่ีเรงการสลายสับสเตรทท้ังสองได (Surarit et al., 1996) 
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 จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซมในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส แฟมิลี 1 จาก
ส่ิงมีชีวิต 8 ชนิด พบวา เอนไซมทุกชนิดมีโครงสรางเปนแบบ (β/)8 barrel (Toonkool et al., 2006) 
(ภาพท่ี 1) โดยมีกรดอะมิโนกลูตาเมท 2 ตัว ทําหนาท่ีเปน catalytic acid/base กับ catalytic 
nucleophile ซ่ึงอยูบริเวณปลาย carboxy terminal ของ β strand ท่ี 4 และ 7 ตามลําดับ (Opassiri et 
al., 2003) โดยกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีทําหนาท่ีเปน acid/base catalyst จะพบในบริเวณอนุรักษ 
TFNEP และกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีทําหนาท่ีเปน catalytic nucleophile มักถูกพบใน conserve 
sequence I/VTENG (Opassiri et al., 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  โครงสราง (β/)8 barrel ของเอนไซมดัลโคชิเนส ท่ีไดจากการทํา modeling โดยใช

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover (1CBG)  เปนตนแบบ 
 
ท่ีมา: Swissmodel (2007) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสบางชนิด  สามารถสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดดวยปฏิกิริยา
ยอนการสลาย (reverse hydrolysis) (Surarit et al., 1995)  และสามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส (transglucosylation) ไดผลผลิตเปนอัลคิลกลูโคไซด โดยใชแอลกอฮอลลชนิดตาง ๆ เปน
ตัวรับกลูโคส และใชสารพาราไนโตรฟนิลเบตา-กลูโคไซด (para-nitrophanyl-β-D-
glucopyranoside, pNP-Glc) และพาราไนโตรฟนิลเบตา-ฟวโคไซด (para-nitrophenyl-β-D-
fucopyranoside, pNP-Flc) เปนตัวใหกลูโคสไดดี (Svasti et al., 2003)  จากความสามารถของ 

E182 
E396 
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เอนไซมในการเรงปฏิกิริยาเหลานี้ สามารถนําไปใชประโยชนในดานตาง ๆ เชน การสังเคราะห        
โอลิโกแซคคาไรด ดวยปฏิกริิยายอนการสลาย มีประโยชนสําหรับการพัฒนายา เชน แลคตูโลส 
(lactulose) เปนน้ําตาลไดแซคคาไรด ท่ีใชเปนยารักษาโรคทองผูกเร้ือรัง (Boons, 1996)  
นอกจากนั้นโอลิโกแซคคาไรดบางชนิดยังชวยในการทํางานของระบบทางเดินอาหารและ
เสริมสรางระบบภูมิคุมกันของรางกายในรูปของสารพรีไบโอติก (Prebiotic) ชวยปองกันโรค
ทองรวง เชน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด กลูโคโอลิโกแซคคารไรด 
และ ไซโลโอลิโกแซคคารไรด (wikipedia, 2009)  นอกจากการนําไปใชเปนยาและอาหารเสริมแลว  
ยังมีการนําโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยใชเปนสารใหความหวานท่ีมี
แคลอร่ีตํ่า โดยเปนองคประกอบของอาหารตาง ๆ เชน คุกกี้ น้ําอัดลม ซีเรียล และ ลูกกวาด 
สําหรับอัลคิลกลูโคไซดท่ีไดจากปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส  จะมีประโยชนในการใชเปนสารลด
แรงตึงผิวชนิดใหม ประเภทปราศจากประจ ุ(nonionic surfactants)  เนื่องจากสามารถยอยสลายได
งายโดยจุลินทรียในธรรมชาติ และมีความออนโยนตอผิวหนังถึงแมจะใชในปริมาณมากหรือใชเปน
ประจํา  สารลดแรงตึงผิวนี้ สามารถนําไปประยุกตใชเปนผลิตภัณฑไดหลายชนดิ เชน ผลิตภัณฑ
ลางภาชนะสําหรับเด็ก ครีมนวดผม สบู ผงซักฟอก น้ํายาปรับผานุม กาว หมึก สี ยาระบาย ยาฆา
วัชพืช และยาฆาแมลง เปนตน (Sarney and vulfson, 1995) 
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช ถูกจัดอยูในแฟมิลี 1 ของไกลโคซิล ไฮโดรเลส มีบทบาท
ในการควบคุมกระบวนการทํางานของไฟโตฮอรโมน (phytohormone-conjugated glucosides)  ชวย
ในการปองกนัการรุกรานจากสัตวกนิพืช รวมท้ังรา  โดยการยอยสลายกลูโคไซดเพื่อใหได
ผลิตภัณฑท่ีเปนพิษ เชน HCN, saponin, coumarins, rotenoid และ quinones เปนตน  เอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสยังมีหนาท่ีในกระบวนการ recycling โอลิโกแซคคารไรดจากผนังเซลลในระหวาง
กระบวนการงอกของขาว  และบางชนิดมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหผลิตผล
ธรรมชาติท่ีมีสารต้ังตนเปนกลูโคไซด (Opassiri et al., 2003)  นอกจากนั้นจากการศกึษาการ
แพรกระจายกล่ินในดอกลิลล่ี นักวิจยัพบวา ในเนื้อเยื่อดอกไมมีสารประกอบมากมายที่ระเหยได   
แตพบอยูในรูปของสารท่ีไมระเหย (non-volatile) ท่ีติดอยูกับน้ําตาล  แตเม่ือหมูน้ําตาลถูกตัดออก
โดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ทําใหสารประกอบเหลานี้สามารถหล่ังออกมาได  ซ่ึงกิจกรรมของ
เอนไซมนี้จะสัมพันธกับปริมาณความหอมท่ีผลิตข้ึน โดยถายับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเบตา-        
กลูโคซิเดสดวยสาร gluconic acid lactone จะทําใหการแพรกล่ินจากดอกลิลล่ีลดลง (Reuveni et al., 
1999)  จากบทบาทท่ีสําคัญเหลานี้ ทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช เปนแหลงของเอนไซมท่ี 
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นาศึกษาเปนอยางมาก  จึงไดมีความพยายามในการคัดกรองหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช
หลากหลายชนิด และศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของเอนไซม เพื่อเปนความรูพื้นฐานเกี่ยวกับเอนไซมนี้
ตอไป  และจากการตรวจหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากเมล็ดพืชไทยจํานวน 50 สายพันธุ จาก  
17 ตระกูล พบวา เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ไดจากเมล็ดพะยูง (Dalbergia  cochinchinensis Pierre 
หรือ Thai rosewood) มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด (Surrit et al., 1995) 
 
 นอกจากนี้ไดมีการโคลนยีนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวท่ีกาํลังงอก (Oryza 
sativa L.cv.)  คือ bglu1 และ bglu2 โดยใหมีการแสดงออกของโปรตีนใน Escherichia coli  พบวา
ใน bglu1 โปรตีนท่ีถูกผลิตออกมาอยูในรูปของ active form  สามารถเรงปฎิกิริยาการสลาย           
pNP-Glc ไดดี พีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานเทากับ 5 ท่ีอุณหภูมิ 15-35oC  มีขนาดประมาณ        
66 กิโลดาลตัน สามารถสลายสับสเตรทธรรมชาติไดหลายชนิด  แตมีกจิกรรมคอนขางตํ่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใช pNP-Glc นอกจากนี้ ยังสามารถสลายสับสเตรทท่ีเปนสารประกอบไซยาโนจี
นิกเบตา-กลูโคไซดได เชน พรูนาซิน จาก Prunus serotina อะมิกดาริน จากอัลมอนด และดูริน จาก
ขาวฟาง (sorghum)  แตอยางไรก็ตามไมสามารถสลายสับสเตรทลินามาริน จากมันสําปะหลังได 
(Opassiri et al., 2003)  
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งวา ดัลโคชิเนส (dalcochinase) มี
น้ําหนกัโมเลกลุ 330 กิโลดาลตัน ในสภาพธรรมชาติ ประกอบดวยหนวยยอย 4-6 หนวย แตละ
หนวยยอยมีน้าํหนักโมเลกุล 66 กิโลดาลตัน (Srisomsap et al., 1996)  มี Dal-Glc ซ่ึงเปน
สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด เปนสับสเตรทธรรมชาติ  โดยสวนอะไกลโคน
ของ Dal-Glc เปนสารประเภท 12-dihydroamorphigenin  และมีมวลโมเลกุลเทากับ 574 (ภาพท่ี 2)  
เนื่องจากโครงสรางสวนอะไกลโคนของ Dal-Glc  คลายกบัสารโรทีโนน (rotenone) ซ่ึงเปนสารพิษ
ท่ีใชเปนยาฆาแมลง จึงคาดวาหมูอะไกลโคนของ Dal-Glc มีบทบาทสําคัญในพืชสําหรับการ
ปองกันสัตวท่ีมากัดแทะเมล็ด (Ketudat-Cairns et al., 2000)  เอนไซมดลัโคชิเนสสามารถเรง
ปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทสังเคราะหไดท้ัง pNP-Glc และ pNP-Fuc (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
โดยมีบริเวณเรงเพียงบริเวณเดียว (Surarit et al., 1996)  นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย
สับสเตรทสังเคราะหตัวอ่ืนๆไดเล็กนอย เปรียบเทียบจากการใหกิจกรรมของเอนไซมในการสลาย 
pNP-Glc เปน 100 % เชน เบตา-กาแลกโตไซด (8.95%) เบตา-ไซโลไซด (3.91%) และเบตา-อะราบิ
โนไซด (4.89%) แตอยางไรก็ตาม เอนไซมนี้ไมสามารถสลายสับสเตรทธรรมชาติทางการคาได  
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เชน ไซยาโนจนีิกเบตา-กลูโคไซด พรูนาซิน และอะมิกดาริน  ซ่ึงจากการศึกษาทางจลนศาสตร  
ของเอนไซมดลัโปคชิเนส  พบวาคา Km ในการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc เทากบั 5.4 mM และ 
0.54 mM ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาคา Kmในการสลาย pNP-Glc สูงกวา pNP-Fuc 10 เทา ในขณะ
ท่ีคา Vmax ในการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc เทากับ 50 μmol/mg protein/min และ 21 μmol/mg 
protein/min ตามลําดับ  ดังนัน้คา Vmax ของ pNP-Glc จะเปน 2 เทาของ pNP-Fuc ทําใหอัตราสวน
ระหวาง Vmax/Km สําหรับ pNP-Fuc จะสูงกวา pNP-Glc 5 เทา (Surarit et al., 1996)  สําหรับคา kcat 

ในการสลาย pNP-Glc  (307 sec-1) สูงกวาการสลาย pNP-Fuc (151 sec-1) 2 เทา  ดังนัน้อัตราสวน
ระหวาง kcat/Km ของการสลาย pNP-Fuc (283,100 M-1. sec-1) สูงกวาการสลาย pNP-Glc (57,300 M-

1. sec-1)  สวนคา Km ในการสลาย Dal-Glc  เทากับ 1.68 mM  แสดงใหเห็นวามีคาอยูระหวางคา Km  
ในการสลาย pNP-Glc (5.37 mM) และ pNP-Fuc (0.54 mM) (Savasti et al., 1999) นอกจากนี้  ดัล
โคชิเนสยังเปนเอนไซมท่ีมีความเสถียรคอนขางสูง สามารถเก็บไวไดนานในรูปของ lyophilized 
form หรือเก็บท่ีอุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส โดยเกือบไมมีการสูญเสียกจิกรรมเลยเปนเวลานานกวา         
6 เดือน (ชิษณสุรร และคณะ, 2538) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของสารดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด 
 
ท่ีมา: Svasti et al. (1999) 
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 จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของเอนไซมดัลโคชิเนส พบวา เอนไซมดัลโคชิเนส 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 547 ตัว ประกอบดวย สวนท่ีเปน propeptide 23 ตัว และสวนท่ีเปน 
mature protein 524 ตัว โดยสวน mature protein ของเอนไซมดัลโคชิเนสมีความเหมือนกับเอนไซม
ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส จาก white clover ถึง 60% จึงคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนส  มี
โครงสรางเปนแบบ (β/)8 barrel  คลายกับเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส จาก white clover 
(1CBG) (Ketudat-Cairns et al., 2000)  ซ่ึงไดมีการตรวจโครงสรางผลึกของเอนไซมไวกอนหนานี ้
(Barrett et al., 1995)  และจากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของดลัโคชิเนส กับ เบตา-กลูโค   
ซิเดสชนิดอ่ืน ๆ แสดงใหเหน็วากรดอะมิโนกลูตาเมทเปนตําแหนงอนรัุกษ โดยกรดอะมิโนกลูตา
เมทท่ีตําแหนง182 เปนตําแหนง catalytic acid/base และกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 396 เปน
ตําแหนง catalytic nucleophile (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือเรียกอีกช่ือวา ลินามาเรส (linamarase) 
เปนเอนไซมจาํพวกไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส (cyanogenic β-glucosidase) ท่ีเรงปฏิกิริยาการ
สลายสารไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด 2 ชนิด  คือ ลินามาริน (linamarin) และ โลตัสตาลิน 
(lotaustralin) (Keresztessy et al., 1994)  ซ่ึงปกติ 95% ของไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคไซด ในมัน
สําปะหลังเปนลินามาริน (Keresztessy et al., 2001)  และยงัพบวาเอนไซมลินามาเรสและสับสเตรท
จะแยกกันอยูคนละสวนภายในเซลล  ดังนั้นปฏิกิริยาการสลายจะเกิดข้ึนเม่ือเนื้อเยื่อถูกทําลาย  การ
สลายสารท้ัง 2 ตัวนี้ จะใหผลิตภัณฑ คือกลูโคส และไฮดรอกซีไนไตรล (hydroxynitrile)  จากนั้น
จะมีเอนไซมไฮดรอกซีไนไตรล ไลเอส (hydroxynitrile lyase) มาสลายไฮดรอกซีไนไตรล ใหเปน 
คีโตน และกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) (ภาพท่ี 3) ซ่ึงกรดไฮโดรไซยานิกท่ีถูกปลดปลอยออกมานัน้
จะเปนสารพษิ  คาดวากระบวนดังกลาวนีจ้ะเกีย่วของกับกลไกการปองกันศัตรูพืชท่ีมากัดแทะได 
(Esen, 1993) 
 
 
 
 
 



 

10 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด; R = CH3; R′ = CH3 ลินามาริน; R = CH3; 

R′ = C2H5 โลตัสตราลิน; ลินามาเรส = ไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส 
 
ท่ีมา: Esen (1993) 
 
 จากการศึกษาโดยการแยกเอนไซมลินามาเรสจาก ลําตน กานใบ และเปลือกราก ของ     
มันสําปะหลัง โดยใชการตกตะกอนดวย ammonium sulfate ตามดวย column chromatography 
sepharose 6B และchromatofocusing  พบวา เอนไซมลินามาเรสท่ีแยกไดจากสวนตาง ๆ เหลานี้      
มีลักษณะเปน homopolymer โดยแตละหนวยยอยมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 63 กิโลดาลตัน  จาก
การศึกษาของ Yeoh ในป 1989 พบวา เอนไซมลินามาเรสท่ีสกัดไดจากสวนตาง ๆ ของมัน
สําปะหลัง สามารถสลายสับสเตรท pNP-Glc และ pNP-Fuc ท่ีเปน pNP-β -monoglycoside  และ     
ลินามาริน ท่ีเปน cyanogenic-β -monoglucoside ไดดี โดยมีคา Km ของการสลาย pNP-Glc และ         
pNP-Fuc อยูในชวง 0.26+ 0.02 ถึง 0.42+0.02 mM  และพบวา คา Km ในการสลายลินามาริน ของ
เอนไซมลินามาเรสจากใบ มีคาคอนขางตํ่า (Km=2.08+ 0.15 mM) เม่ือเปรียบเทียบกบัสับสเตรท 
salicin (Km=3.56+0.38 mM) และ prunasin (Km=12.22+1.40 mM)  นอกจากนี้เอนไซมท่ีแยกไดจาก
เปลือกราก พบวา มีคา Km ในการสลายลินามาริน เทากับ 0.57 mM  ซ่ึงคา Km ท่ีไดตํ่ากวาการใช
เอนไซมลินามาเรสจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน เชน เอนไซมท่ีไดจาก Fusarium oxysporum มีคา Km ของ
การสลายลินามารินเทากับ 2.4 mM (Yeoh and Loh, 1995)  แตในทางตรงขาม เอนไซมลินามาเรสนี้ 
ไมสามารถสลายสับสเตรท pNP-β-D-maltoside  อะมิกดาริน และเซลโลไบโอส ท่ีเปน
สารประกอบพวก pNP-β-diglycoside cyanogenic-β-diglucoside และสารประกอบ disaccharide 
ตามลําดับได  จากการศึกษาตอมาทําใหทราบวา สารประกอบ monoglucoside จะไมสามารถถูก
ขนสงเขาไปภายในเซลลไดเนื่องจากจะถูกสลายดวยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่อยูบริเวณเมมเบรน  
ดังนั้นจึงทําใหพืชตองขนสงน้ําตาลในรูปสารประกอบ diglucoside เพื่อปองกันการถูกสลายดวย
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (Esen, 1993) 
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 นอกจากจะพบเอนไซมลินามาเรสในมันสําปะหลังแลว  ยังพบในพืชชนิดอ่ืนๆ เชน white 
clover,  lima bean และยางพารา ซ่ึงในพืชเหลานี้จะมีกระบวนการ cyanogenesis เหมือนกับใน     
มันสําปะหลัง  นอกจากในพชืและราบางสายพันธุแลว กย็ังมีการแยกเอนไซมลินามาเรสไดจาก 
yeast เชน zygosaccharomyces ซ่ึงสามารถสลายสับสเตรทไดท้ัง cyanogenic-β-monoglucoside 
และ cyanogenic-β-diglucoside (Brimer et al., 1998)  
 
กลไกการเรงปฏิกิริยาการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 

 
 ในการเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะไกลโคซิดิก สามารถเกิดกลไกการสลายท่ีแตกตางกันได 
2 รูปแบบ คือ แบบ retention หรือ แบบ inversion (ภาพท่ี 4)  ซ่ึงจากการศึกษาพบวา เอนไซมไกล
โคซิลไฮโดรเลส family 1 ทุกตัว ซ่ึงรวมถึงเอนไซมดัลโคชิเนสและเอนไซมลินามาเรส มีลักษณะ
เปน retaining enzyme โดยมีการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทโดยผานกลไก double-
displacement (Zechel and Withers, 2000) 
 
 การเรงปฏิกิริยาแบบ retention นั้น (ภาพท่ี 4a)  จะมีหมูคารบอกซิล 2 หมู ซ่ึงอยูหางกนั
ประมาณ 5.5 Å  ในข้ันแรก หมูคารบอกซิล 1 ตัว จะทําหนาท่ีเปน acid catalyst ใหโปรตอนแก 
glycosidic oxygen  พรอมกับสลายพันธะไกลโคซิดิก  สวนหมูคารบอกซิลอีกตัวจะทําหนาท่ีเปน 
nucleophile เกดิ nucleophilic attack ท่ี C1 ของหมูน้ําตาล สรางพันธะcovalent ไดเปน glycosyl-
enzyme intermediate ซ่ึงข้ันตอนนี้เรียกวา ข้ันไกลโคซิเลช่ัน(glycosylation) และตอมาในข้ันท่ีสอง 
ซ่ึงเรียกวาข้ันดีไกลโคซิเลช่ัน (deglycosylation) โดยโมเลกุลของน้ําเขามาทําปฏิกิริยากับหมู       
คารบอกซิลตัวท่ี 1 ท่ีสูญเสียโปรตอน ในข้ันนี้จะทําหนาท่ีเปน base catalyst ดึงโปรตอนออกจากน้ํา 
แลวออกซิเจนของน้ําจะทําหนาท่ีโจมตี anomeric center ของน้ําตาลกลูโคส ทําใหไดน้ําตาลหลุด
ออกมา  ซ่ึงท้ัง 2 ข้ันตอนนี้จะเกิดข้ึนโดยผาน transition strate ท่ีมีลักษณะคลายออกโซคารบิเนียม
ไอออน (oxocarbenium ion-like transition state) และผลิตภัณฑท่ีไดจะมีโครงสราง anomeric 
center ของน้ําตาลกลูโคสเหมือนกับสับสเตรท (Zechel and Withers, 2000) 
 
 การเรงปฏิกิริยาในกลุมของ inverting glycosidase (ภาพท่ี 4b)  จะพบวามีหมูคารบอกซิล   
2 หมู ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปน acid และ base catalyst โดยท้ัง 2 หมู จะอยูหางกันประมาณ 10.5 Å โดย
โมเลกุลของสับสเตรท และนํ้า จะเขาจับระหวางหมูคารบอกซิลท้ัง 2 พรอมกัน และปฏิกิริยาท่ี
เกิดข้ึนจะเกิดโดยผานกลไก single-displacement และเกดิ transition strate ท่ีมีลักษณะคลาย       
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ออกโซคารบิเนียม ไอออน (oxocarbenium ion-like transition state) โดยผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจะมี
โครงสราง anomeric center ไมเหมือนกับสับสเตรท (Zechel and Withers, 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  กลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมไกลโคซิลไฮโดรเลส: (a) retaining (b) inverting 
 
ท่ีมา: Zechel and Withers (2000) 
 
ปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 
 โดยปกติ เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเรงปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทท่ีเปนโอลิโก      
แซคคาไรดและ เบตา-กลูโคไซด  แตอยางไรก็ตาม ถาเอนไซมอยูในสภาวะท่ีเหมาะสม ซ่ึงอาจจะ
เปนสภาวะท่ีมีความเขมขนของ monosaccharide สูง (เชน 60-85% w/v) อุณหภูมิสูง มีกิจกรรมของ
น้ําตํ่า (water activity) และความเขมขนของเอนไซมสูง ก็จะสามารถทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
เรงปฏิกิริยายอนการสลายได โดยเกดิการสรางพันธะระหวางกลูโคสอิสระไดเปน ไดแซคคาไรด,      
ไตรแซคคาไรดหรือโอลิโกแซคคาไรด ได (ภาพท่ี 5) 
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 จากการศึกษาปฎิกิริยายอนการสลายโดยใชเอนไซมดัลโคชิเนส  พบวา สามารถสังเคราะห
โอลิโกแซคคาไรด ไดประสิทธิภาพสูง จากการใชกลูโคสอิสระท่ี 40%-70% (w/w) เปนสับสเตรท 

และ pH ท่ีเหมาะสมคือ 5.0 และอุณหภูมิ 60-65 °C โดยไดผลิตภัณฑท้ังหมดประมาณ 30% 
หลังจากทําปฎิกิริยา 20 วัน ซ่ึง 25% เปนไดแซคคาไรด และอีก 5% เปนไตรแซคคาไรด (Srisomsap 
et al., 1999)  แตในทางตรงขาม ถาใชเอนไซมลินามาเรส ในการทําปฎิกิริยายอนการสลาย โดยใช
กลูโคสเปนสับสเตรท พบวา สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรดไดนอยกวา 5%  ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 
เอนไซมลินามาเรสมีความสามารถในการเรงปฎิกิริยายอนการสลายไดนอยมาก  ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน ก็จะมีความสามารถในการเรงปฎิกิริยายอน  
การสลายตางกัน (Toonkool, 2003)  
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส นอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยายอน
การสลายไดแลว ยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสได  โดยการยายหมูกลูโคสจากตัวให เชน 
pNP-Glc ไปยงัตัวรับ เชน แอลกอฮอล (ภาพท่ี 5) ซ่ึงปฏิกิริยานี้สามารถนําไปใชในการสังเคราะห
สารพวก alkyl glucoside  ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชเปนสาร biodegradable detergent ได 
(Lirdprapamongkol and Svasti, 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  การเกิดปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซม               

เบตา-กลูโคซิเดส  D คือ หมูอะไกลโคน หรือ หมูน้ําตาล; R คือ แอลกอฮอลล 
 
ท่ีมา: Svasti et al. (2000) 
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 จากการศึกษาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดลัโคชิเนสจากพะยูง พบวาเอนไซม
นี้สามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดเปน alkyl glucoside โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสไดดี และสามารถใชแอลกอฮอลทุติยภูมิไดเล็กนอย แตไมสามารถใชแอลกอฮอล  
ตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ดังนั้นมันจึงไมสามารถสังเคราะห tertiary alkyl glucoside ได 
(Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)  แตอยางไรกย็ังพบวา เอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูงสามารถ
เรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ไดเปน alkyl glucoside สูงกวาการเรงปฎิกิริยาโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิ
เดสจากเมล็ดอัลมอนด กับแอลกอฮอลลทุกชนิดท่ีใชทดสอบ 
 
 จากการศึกษาโดย Svasti และคณะ ในป 2003 พบวา เม่ือใชเอนไซมลินามาเรสจาก        
มันสําปะหลังในการเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคส พบวา เอนไซมลินามาเรส มีความสามารถใน
การยายหมูกลูโคส จาก pNP-Glc ไปยังแอลกอฮอลลชนิดทุติยภูมิ เปนตัวรับไดมากกวาเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ และนอกจากนี้เอนไซมลินามาเรสยังมีความสามารถ
พิเศษเฉพาะในการสังเคราะห C4, C5 และ C6 tertiary alkyl glucoside โดยไดผลผลิตเทากับ 94% 
82% และ 56% ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ซ่ึงไม
สามารถเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลลตติยภูมิเปนตัวรับได (Svasti et al., 
2003) 
 
การศึกษาโครงสรางและการทํางานของเอนไซมโดยใชการกลายพันธุ 
 
 การศึกษาโครงสรางและการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสโดยใชการกลายพนัธุ มี
อยางกวางขวาง ท้ังเอนไซมท่ีไดจากพืช คน และแบคทีเรีย  เพื่อระบุหนาท่ีจําเพาะของกรดอะมิโนท่ี
สําคัญตอการทํางานของเอนไซม  และนําความรูท่ีไดไปประยุกตใชในการพัฒนาคุณภาพของ
เอนไซมใหมีคุณสมบัติตามท่ีตองการ  เชน จากการศึกษาถึงความสําคัญของกรดอะมิโนในบริเวณ 
active site ของเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง โดยใชเทคนคิ site-
directed mutagenesis  ในการเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตาเมท ท่ีตําแหนง 413 ไปเปนกรดอะมิโน
ไกลซีน พบวา เอนไซมท่ีทําการกลายพันธุในตําแหนงดังกลาว ไมมีกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลู
โคซิเดส  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 413 นี้นาจะเปนตําแหนง catalytic 
nucleophile  และเม่ือทําการเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตามีนท่ีตําแหนง 339 ไปเปนกรดอะมิโนกลูตา
เมท พบวา เอนไซมท่ีไดไมมีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  เชนเดียวกนั  แสดงใหเห็นวา 
กรดอะมิโนกลูตามีนท่ีตําแหนง 339 นาจะเปนตําแหนง catalytic diad  และเม่ือทําการเปล่ียน
กรดอะมิโนอะลานีนท่ีตําแหนง 201 ไปเปนกรดอะมิโนวาลีน พบวา การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน  
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ท่ีตําแหนงนี้ มีผลทําใหคา pKa ของกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 198 ซ่ึงเปนตําแหนง acid/base 
catalyst เปล่ียนแปลงจาก 7.22 ไปเปน 7.44  ท่ีเปนเชนนีอ้าจจะเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลง 
hydrophobic environment ของเอนไซม 
 
 นอกจากนี้ นกัวิจัยไดทําการเปล่ียนกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนท่ีตําแหนง 269 ไปเปน
กรดอะมิโนแอสพาราจีน พบวา คา Km ในการสลายลินามารินเพิ่มข้ึนถึง 16 เทา (16.1 mM) เม่ือ
เทียบกับ wild-type (1.05 mM)  แตในการสลาย pNP-Glc คา Km เพิ่มข้ึนเพียง 2.5 เทา (0.84 mM) 
เม่ือเทียบกับ wild-type (0.35 mM)  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนฟนิลอะลานีนท่ีตําแหนง 269 นาจะ
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีเปนลินามารินมากกวา pNP-Glc (Keresztessy et al., 2001)   
 
 การศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp.  พบวาถาทํา
การแทนท่ีกรดอะมิโนกลูตาเมท ท่ีตําแหนง 358 ดวยกรดอะมิโนอะลานีนจะทําใหไดเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสกลายพันธุมีความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากกวา 90% และถา
ทําการแทนท่ีกรดอะมิโน ในตําแหนงเดยีวกันนี้ ดวยกรดอะมิโนซีรีน พบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิ
เดสกลายพันธุท่ีไดจะมีความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากกวาการแทนท่ีดวย
กรดอะมิโนอะลานีนถึง 24 เทา (Mayer et al., 2000) 
 
 นักวิจยัไดทําการศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมดัลโคชิเนส โดยทําการเปล่ียนกรดอะมิโน
ในตําแหนงท่ีคาดวาจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมคัลโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนท่ีตําแหนง
สอดคลองกันของเอนไซมลินามาเรส  พบวา  การกลายพันธุแบบตําแหนงเดยีว คือ I185A , N189F, 
M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I  สามารถลดความจําเพาะตอ 
Dal-Glc ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  แตไมสามารถชวยปรับปรุงคุณสมบัติ
ของเอนไซม ใหมีความสามารถในการสลายลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินา
มาเรส  แตพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A , N189F และV255F ชวยปรับปรุง
ประสิทธิภาพการยายหมูกลูโคส โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ เปนตัวรับกลูโคส  สวน I185A และ 
V255F  สําหรับ แอลกอฮอลทุติยภูมิ  เม่ือเทียบกับเอนไซมดัลโคชิเนสจากธรรมชาติ  และเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้เดิม (เพ็ญพร, 2549; ชมพูนุท, 2550; อมรรัตน, 2550) 
 
 นอกจากการทาํกลายพันธุโดยวิธี site-directed mutagenesis แลว ยังมีการทําการกลายพันธุ
แบบสุม (random mutation) เชน ในการศึกษาการทําการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
จาก Paenibacillus polymyxa เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของเอนไซมใหสามารถทนรอนไดเพิ่มมากข้ึน  
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(thermal resistance)  โดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จาก P. polymyxa  มี half-life นาน 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และไมพบวามีกิจกรรมของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ดังนั้น
นักวจิัยไดทําการกลายพันธุเอนไซมนี้โดยใชวิธีการกลายพันธุแบบสุม  และหลังจากมีการตรวจ 
สอบการกลายพันธุโดยการหาลําดับเบสแลว  ก็พบตําแหนงของการกลายพันธุ 6 แบบ ดังนี้คือ 
E96K, T385A, N411S, M416I, N437K และ N437H  ซ่ึงพบวาการกลายพันธุแบบ T385A ไมมี
คุณสมบัติการทนรอนเพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับ wild-type  แตเม่ือศึกษาคาทางจลนศาสตร พบวา
มีกิจกรรมจําเพาะ (specific activity) เพิ่มข้ึน 20 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั wild-type  นอกจากนี้
นักวจิัยไดทําการกลายพันธุหลายตําแหนงพรอมๆ กัน (multiple mutation)  พบวา สามารถเพ่ิม
คุณสมบัติในการทนรอนของเอนไซมได  แตอยางไรก็ตาม ผลจากการกลายพันธุท่ีเกดิข้ึนนี้ทําให
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมลดลง  โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซมท่ีมีการกลายพันธุสามตําแหนง คือ 
E96K/M416I/N437K มีกิจกรรมจําเพาะลดลงประมาณ 5 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ wild-type  
นอกจากนั้นการกลายพันธุแบบส่ีตําแหนง คือ E96K/M416I/N437K/ T385A  แสดงใหเห็นวามี
คุณสมบัติการทนรอนสูงสุด (50 °C มากกวา 90 นาที) คลายกับการกลายพันธุแบบ 
E96K/M416I/N437K  และมีกิจกรรมจําเพาะสูงเหมือนกบัการกลายพันธุแบบ T385A  ดังนั้น 
ลักษณะการกลายพันธุเหลานี้ทําใหเอนไซมมีคุณสมบัติการทนรอนเพิม่ข้ึนจากเดิมท่ีไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมเลยท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  และเอนไซมกลายพันธุท่ีไดนี้มี half-life นาน         
12 นาที ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (González-Blasco et al., 2000) 
 
การแปรผลเชงิปริมาณของผลจากการกลายพันธุเอนไซม 2 ตําแหนง (Quantitative 
interpretations of double mutations of enzymes) 
 
 Mildvan et al (1992); Mildvan (2004)  ไดทําการศึกษาผลของการสรางเอนไซมกลายพันธุ
มากกวาสองตําแหนง  และทําการแปรผลเชิงปริมาณ  เพื่ออธิบายหนาท่ีของแตละตําแหนง และ
อันตรกิริยาท่ีมีระหวางกัน  โดยผูวจิัยใหคาการเปล่ียนแปลงของพลังงานอิสระท่ีเกิดจากการกลาย

พันธุท่ีตําแหนง ท่ี 1 ตําแหนงท่ี 2  และ 2 ตําแหนงรวมกนั เทากับ ΔG1, ΔG2 และ ΔG1+2 ตามลําดบั  

และเปรียบเทียบคาของ ΔG1+2 กับ คาของ ΔG1+ΔG2  ทําใหผูวจิัยสามารถแบงผลของการกลาย
พันธุออกเปน 5 ประเภท ไดแก 
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 1.  Additive effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลเทากับการบวกผลของการกลาย

พันธุหนึ่งตําแหนงเขาดวยกนั (ΔG1+2 = ΔG1+ΔG2)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนื่องจากกรดอะมิโนใน
ตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานไมเกดิอันตรกิริยาระหวางกัน (non-interacting 
residues)  แตมีหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยาเดียวกัน (ภาพท่ี 6) 
 
 
 
 

ตัวอยาง 

 

 

 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ additive effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 2.  Partially additive effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลมากกวาการเกดิการกลาย

เพียงตําแหนงเดียว  แตนอยกวาการบวกผลของการกลายพันธุหนึ่งตําแหนงเขาดวยกนั (ΔG1  < 

ΔG1+2 < ΔG1+ΔG2)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนื่องจากกรดอะมิโนในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง                
2 ตําแหนง ทํางานรวมกนั (cooperative interaction) ในการเรงปฏิกิริยาเดียวกัน (ภาพท่ี 7) 

ΔG1 ΔG2 ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

D38N = ↓kcat 105.6 fold 
Y14F = ↓ kcat 104.7 fold 
DM = ↓ kcat 1010.44 fold 

1010.3 
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ตัวอยาง 

 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ partially additive effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 3.  Synergistic effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลมากกวาการบวกผลของการ

กลายพันธุหนึง่ตําแหนงเขาดวยกัน (ΔG1+2 > ΔG1+ΔG2) ลักษณะเชนนี้ เกดิเนื่องจากกรดอะมิโน
ในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานตานกนั (anticooperative residues) ในการเรง
ปฏิกิริยาเดยีวกัน  ดังนัน้เม่ือทําการกลายพันธุ 1 ตําแหนง  ทําใหเกิดความเสียหายนอยกวาท่ีควรจะ
เปน เพราะทําใหความเคน (strain) หรือความตาน (anti-cooperativity) ระหวางท้ัง 2 ตําแหนง
หายไปดวย  และสงผลใหอีกตําแหนงหนึง่ท่ีเหลืออยูทํางานไดดีข้ึน (ภาพท่ี 8) 

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓kcat 104.8 fold 
E43S = ↓ kcat 103.7 fold 
DM = ↓ kcat 106.0 fold 

108.5 
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ตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ synergistic effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 4.  Antagonistic  effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลนอยกวาการเกิดการกลาย

เพียงตําแหนงเดียว (ΔG1+2 < ΔG1)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนือ่งจากกรดอะมิโนในตําแหนงท่ี
ทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานใหผลตรงขามกัน (opposing effects) ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกนั  
โดยผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ี 2 จะหักลางผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ี 1 (ภาพท่ี 9) 

ΔG1 ΔG2
ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓substrate binding 102.2 fold 
E43S = ↓substrate binding 100.7 fold 
DM = ↓substrate binding 103.9 fold 

102.9 
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ตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ antagonistic  effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 5.  No additional effects คือ การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลเทากับการเกิดการกลายเพียง

ตําแหนงเดียว (ΔG1+2 = ΔG1)  ลักษณะเชนนี้ เกดิเนื่องจากในบางกรณท่ีีกรดอะมิโนในตําแหนงท่ี
ทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานรวมกนั (cooperative interaction) หรือทํางานตรงขามกัน 
(opposing effects) ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกัน  แตผลของความเสียหายท่ีเกิดข้ึนไมสามารถจําแนก
เขากลุมดังกลาวท้ัง 2 ได 
 
การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตนีใน Pichia pastoris 
 
 P. pastoris  เปนยูคาริโอตช้ันสูง ท่ีมีขอดีคือ มีกระบวนการมวนพับโปรตีน ( protein 
folding)  กระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห  ซ่ึงคลายกบัข้ันตอนท่ีพบในส่ิงมีชีวิต
ช้ันสูงท่ัวไป  ซ่ึงกระบวนการเหลานี้จะไมพบใน E. coli  นอกจากนี ้P. pastoris เล้ียงงาย โตเร็ว 
อาหารเล้ียงเช้ือราคาไมแพง และมีการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณสูง (Invitrogen, n.d.) และ
สามารถนําไปใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดหลายชนิด 

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓kcat 104.8 fold 
E21S = ↓ kcat 103.0 fold 
DM = ↓ kcat 104.2 fold 

107.8 



 

21 
 

 P. pastoris เปนเมธิลโลโทรฟกยีสต  ซ่ึงสามารถเติบโตโดยใชเมทานอลเปนแหลง
คารบอนและแหลงพลังงาน  มีการเจริญและเพ่ิมจํานวนโดยวิธีการแตกหนอ และมีความตองการ
วิตามินไบโอตินเพื่อการเจริญ (Dijken and Harder, 1974)  กลไกการสลายเมทานอลเกิดโดยอาศัย
ปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน  ซ่ึงเร่ิมโดยเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส (alcohol oxidase) จะเปล่ียนเมทานอล
ไปเปนฟอรมัลดีไฮดโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอน  ซ่ึงปฎิกิริยานี้จะมีไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเกดิข้ึน ซ่ึงเปนพิษกบัเซลล ดังนั้นกลไกการสลายเมทานอลจะเกิดข้ึนภายในเพอรอกซิโซม 
(peroxisome) เพื่อจะไดกําจดัไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกจากเซลลไดงาย โดยอาศัยเอนไซม      
คะตาเลส (catalase) ในการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดผลิตภณัฑท่ีเปนออกซิเจนกับน้ํา  สวน
ฟอรมัลดีไฮดจะออกจากเพอรอกซิโซม ไปอยูไซโตพลาสซึมและถูกออกซิไดซไดผลิตภัณฑเปน
ฟอรเมทกับคารบอนไดออกไซด  โดยเอนไซมฟอรมัลดีไฮด ดีไฮโดรจเีนส (formaldehyde 
dehydrogenase)  และฟอรเมท ดีไฮโดรจีเนส (formate dehydrogenase)  ตามลําดับ (ภาพท่ี 10)              
 
 P. pastoris  สามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสไดปริมาณมากเม่ือมีการเหนี่ยวนํา
ดวยเมทานอล  ดังนั้นจึงมีการนําโปรโมเตอรท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส  มา
ใชในการควบคุมการผลิตเฮเทอโรกัสโปรตีน ซ่ึงมียีนท่ีเปนรหัสของเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส 
คือ AOX1และ AOX2  สวนมากท่ีพบในเซลลจะผลิตมาจาก AOX1 ซ่ึงคิดเปน > 30 %  โดยการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี AOX1 จะอยูในระดับการถอดรหัส (transcription)  และเกี่ยวของกบั  
2 กลไก คือ กลไก repression/depression และกลไกการเหนีย่วนํา (induction)  ดังนั้น ถามีเมทานอล  
จะชักนําใหเกดิการถอดรหสัของยีน AOX1 และในทางกลับกันถาขาดเมทานอลการถอดรหัสของ
ยีนกไ็มเกดิข้ึน ดังนั้นจึงมีการใชโปรโมเตอร AOX1 มาใชในการควบคุมการผลิตโปรตีน 
(Invitrogen, n.d.) 
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ภาพท่ี 10  กลไกการสลาย methanol ใน Pichia pastoris  1: alcohol oxidase; 2: catalase; 3: 

formaldehyde dehydrogenase; 4: S-formylglutathione-hydrolase; 5:formate 
dehydrogenase 
ตัวยอ  F: formaldehyde; S-HMG: S-hydroxymethylglutathione; S-FG: S-
formalglutathione; G-SH: reduced glutathione; F: formate 

 
ท่ีมา: Duff and Murray (1990) 
 
 การแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris  ทําไดโดยการโคลนยีนท่ีสนใจเขาสูเวคเตอร 
pPICZαB ซ่ึงเปน vector ท่ีออกแบบมาใหสามารถจําลองตัวเองไดท้ังใน E. coli และ P. pastoris  
(ภาพท่ี 11) 
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ภาพท่ี 11  พลาสมิด pPICZαA,B,C ประกอบดวยจดุเร่ิมตนของกระบวนการจําลองตัว(pUC ori)  

โปรโมเตอรสําหรับใชในกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีสนใจ (5׳AOX1)  
สัญญาณสงโปรตีนออกสูนอกเซลล (α-factor signal)  บริเวณท่ีจะใสยีนของโปรตีนท่ี
ตองการใหแสดงออก (multiple cloning site)  ยีนของโปรตีน myc ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีจะ
จับกับ anti myc antibody (c-myc epitope)  ฉลากฮิสติดีน (polyhistidine tag) เพื่อใชใน
การทําบริสุทธ์ิ กับคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography (6xHis)  จดุส้ินสุดใน
กระบวนการถอดรหัสของยนี AOX1 (AOX1TT)  โปรโมเตอรท่ีใชในการถอดรหัสของยีน
ท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน P. pastoris (PTEF1)  โปรโมเตอรท่ีใชในการถอดรหัส
ของยีนท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน E. coli (PEM7)  ยีนตานยาปฏิชีวนะ zeocin  
และจุดส้ินสุดในกระบวนการถอดรหัสของยีนท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin 
(CYC1TT) 

 
ท่ีมา: Invitrogen (n.d.) 
 

ในการแทรกยนีเขาสูจีโนมของยีสตมี 2 แบบ คือ แบบ single crossover  คือการแทรกยนี
เขาท่ีปลาย 3׳ AOX1 โปรโมเตอรดานเดยีว และ แบบ double crossover  คือการแทรกยีนเขาท้ัง
ปลาย 3׳ AOX1 และ 5׳ AOX1 โปรโมเตอร ดังแสดงในภาพท่ี 12 
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ภาพท่ี 12  แผนภาพแสดงการทดแทนยีน ท่ีสนใจจากเวคเตอรเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ใน

ตําแหนง AOX1 โปรโมเตอร 
 
ท่ีมา: Invitrogen (n.d.) 
 
การผลิตรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 
 
 Toonkool et al. (2006)  ไดทําการโคลนยีนดัลโคชิเนส และใหมีการแสดงออกในส่ิงมีชีวิต 
2 ระบบ คือ ยสีต และ แบคทีเรีย  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสที่มีการแสดงออกใน Esherichia coli 
ไดโปรตีนท่ีไมละลายนํ้า  แตสามารถทําใหโปรตีนละลายน้ําไดโดยใหมีการแสดงออกรวมกับ 
chaperonin GroESL แตอยางไรก็ตามเอนไซมท่ีไดก็ไมมีกิจกรรม ท้ังนีอ้าจเนื่องมาจากใน E. coli 
ขาดกระบวนการดัดแปรโปรตีนหลังการสังเคราะห (post-translational modification) ท่ีเหมาะสม  
ซ่ึงกระบวนการนี้ จําเปนตอการมวนพับท่ีถูกตองของเอนไซม  ดังนั้นนักวจิัยจึงหันมาใชยีสตใน
การผลิตโปรตีนแทน  เนื่องจากยีสตมีออแกเนลท่ีสําคัญท่ีมีกระบวนดดัแปรโปรตีนหลังการ
สังเคราะห คลายกับพชืช้ันสูง 
 
 เม่ือมีการแสดงออกของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสใน Pichia pastoris ภายใต
สภาวะท่ีมีการเหนีย่วนําดวยเมทานอล และ Saccharomyces cerevisiae  ภายใตสภาวะที่มีการ
แสดงออกตลอดเวลา  พบวา สามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสไดท้ังในเซลลและ
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  แตการแสดงออกของรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสใน P. pastoris จะไดปริมาณ
เอนไซมสูงกวาการแสดงออกใน S. cerevisiae  ดังนั้นจึงมีการสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส         
2 แบบ  คือ ใหมีกรดอะมิโนฮีสติดีนติดอยูท่ีบริเวณปลาย C-terminus (pPICZ-TRBG-His6)           
(ภาพท่ี 13ก)  และ N-terminus (pPICZ-His8-TRBG ) (ภาพท่ี 13ข)  เพื่อท่ีจะสามารถทําใหบริสุทธ์ิ 
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โดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ไดงาย  แตจากผลการทดลอง พบวา รีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสทั้ง 2 แบบไมจับกับคอลัมน ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮีสติดีนนาจะถูกตัดออกโดย
เอนไซมโปรตีเอสในกระบวนการดัดแปรโปรตีนหลังการสังเคราะห  และจากการหาลําดับกรดอะ
มิโนทางดานปลาย N-terminus ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิ  พบวา กรดอะมิ
โน 12 ตัวแรกของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ถูกตัดออกไปพรอมกับกรดอะมิโนฮีสติดีนท่ีอยูดาน
ปลาย N-terminus  ดังนัน้นักวิจัยจึงไดสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสชนิดใหม (pPIC-His8-
trncTRBG) (ภาพท่ี 13ค) โดยใหเร่ิมตนดวย singnal peptide ตามดวย กรดอะมิโนฮีสติดีน 8 ตัว 
และตามดวยลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส ซ่ึงทางดานปลาย N-terminus ถูกตัดออกไป 
13 ตัว โดยเร่ิมท่ี VPPFN  ซ่ึงอยูหลังบริเวณตัดของเอนไซมโปรตีเอส  พบวาสามารถแสดงกิจกรรม
ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และสามารถทําใหบริสุทธ์ิโดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography ได 
 
 เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ได  สามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc, pNP-Fuc 
และ Dal-Glc ไดเชนเดียวกบัเอนไซมท่ีไดจากธรรมชาติ โดยมีคา Km ในการสลาย pNP-Glc,         
pNP-Fuc และ Dal-Glc เทากบั 5.78 mM, 0.57 mM และ 1.48 mM ตามลําดับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  โครงสรางยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  (ก) pPICZ-TRBG-His6  (ข) pPICZ-His8-

TRBG  (ค) pPIC-His8-trncTRBG โดยลูกศรสีชมพู แสดงถึงตําแหนงตัดของเอนไซม
โปรตีเอสในกระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห 

 
ท่ีมา: Toonkool et al. (2006) 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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อุปกรณและวิธีการ 
  

อุปกรณ 
 
 1.  เช้ือและพลาสมิด 
 
  1.1  Escherichia coli (DH5α) genotype 

supE44ΔlacU169(φ80lacZΔM15)hsdR17recA1 endA1gyrA96thi-1relA1  
  1.2  Pichia pastoris (Y11430) genotype wild-type 
  1.3  พลาสมิดของดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, N189F และ V255F ซ่ึงสรางจาก 
pPICZ-His8-trncTRBG โดยนางสาวชมพนูุท พรเจริญนพ และนางสาวเพ็ญพร สูจวิฒันารัตน ซ่ึง
สวนประกอบของพลาสมิด pPICZ-His8-trncTRBG (Toonkool et al., 2006)  แสดงดังภาพที่ 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  พลาสมิด pPICZ-His8-trncTRBG ประกอบดวย จุดเร่ิมตนของกระบวนการจําลองตัวเอง 

(pUC ori) โปรโมเตอร AOX1  ลําดับเบสของสัญญาณสงโปรตีนออกสูนอกเซลล         
(�-factor)  ลําดับเบสของดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนลําดับกรดอะมิโนดวย VPPFN โดยมี
ลําดับเบสของฮีสติดีน 8 ตําแหนงอยูทางดานปลาย N-terminus (His8)  ยีนตานยา
ปฏิชีวนะ Zeocin  และจุดส้ินสุดในกระบวนการถอดรหสัของยีนท่ีตานทานตอยา
ปฏิชีวนะ zeocin (CYC1TT) 
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 2.  สารเคมีและเอนไซม 
 
  2.1  ดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด (dalcochinin-8,-O-β-glucoside, Dal-Glc) สกัดโดย                  
นางสาวเยาวลักษณ  จินดานรัุกษ  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
  2.2  ลินามาริน (linamarin)  สกัดตามวิธีของ Svasti และคณะ (1999) 
  2.3  เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  จากหองปฏิบัติการของ ศ.ดร.ม.ร.ว. ชิษณุสรร  
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล 
  2.4  เอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ  จากหองปฏิบัติการของ ศ.ดร.ม.ร.ว. ชิษณุสรร  
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล 
  2.5  โพลีโคลนอลแอนติบอดีของกระตาย ท่ีจําเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของหนู ซ่ึง
เช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส (Dako Cytomation, Denmark) 
  2.6  โมโนโคลนอลแอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ จาก
หองปฏิบัติการของ ศ.ดร.วัชระ กสิณฤกษ มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
  2.7  2,2’-Azonobis-3-Ethylbenz-Thiazolinesulfonic Acid (ABTS) (Roche, USA) 
  2.8  Acrylamide (Bio Basic, Canada) 
  2.9  Bis-acrylamide (Bio Basic, Canada) 
  2.10  Agarose (Research organics, USA) 
  2.11  Ammonium sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.12  iso-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.13  n-Butanol (Lab-Scan, Thailand) 
  2.14  sec-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.15  tert-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.16  Casamino acid (Becton Dickinson, USA) 
  2.17  Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA) 
  2.18  ECL plus Western blotting Detection reagents (GE Healthcare Life sciences, 
USA) 
  2.19  Endoglycosidase H (BioLabs, UK) 
  2.20  Ethanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.21  Ethyl acetate (Carlo ERBA, Italy) 
  2.22  Glucose oxidase kit (Sigma, USA) 
  2.23  Histidine (Bio Basic, Canada) 
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  2.24  Imidazole (ICN Biomedicals, Germany) 
  2.25  Methanol (Lab-Scan, Thailand) 
  2.26  alpha-D-Methylglucoside (ACROS organics, USA) 
  2.27  Ni-NTA Superflow (Qiagen, Germany) 
  2.28  para-Nitrophenol (pNP) (Sigma, USA) 
  2.29  para-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) (Sigma, USA) 
  2.30  PfuUltra HF DNA polymerase (Promega, USA) 
  2.31  Phenyl Sepharose High performance (GE Healthcare, Sweden) 
  2.32  Potassium dihydrogen phosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.33  di-Potassium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.34  iso-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.35  n-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.36  SacI (Fermentas, USA) 
  2.37  Sodium acetate (Merck, Germany) 
  2.38  Sodium carbonate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.39  Sodium dihydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.40  di-Sodium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.41  Sodium dodecyl sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.42  Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
  2.43  Silica gel 60 F254 aluminium Sheets (Merck, Germany) 
  2.44  Zeocin (Invitrogen, USA) 
 
หมายเหตุ  สารเคมีทุกรายการท่ีใชเปน analytical grade 
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วิธีการ 
 
1.  การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 
 
 1.1  การคัดเลือกตําแหนงบนยีนดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุ  
 
 จากงานวิจยัของนางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ และนางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน         
ไดสรางเอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง โดยการเปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจับสับสเตรท 
ของเอนไซมดลัโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  พบวา มีเอนไซมกลายพันธุ          
3 ชนิด คือ I185A, N189F และ V255F  ท่ีมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสเพิ่มข้ึน  
ในงานวิจยันี้  ผูวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนง ในการทํางาน
รวมกัน  ดังนัน้ ผูวิจยัจึงทําการกลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 ตําแหนง โดยการเปล่ียนกรดอะมิโนใน
บริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส  ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส คือ 
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F 

 
 1.2  การออกแบบไพรเมอรสําหรับการสรางเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  

 
 ในการทําการกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะแบบ 2 และ 3 ตําแหนง  ในงานวิจยันี้ ไดใช 
พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง  คือ I185 และ N189F ท่ีมีอยูใน
หองปฏิบัติการมาเปนดีเอ็นเอตนแบบ (ตารางท่ี 1)  และบางสวนไดใชไพรเมอรท่ีมีอยูใน
หองปฏิบัติการ  บางสวนไดทําการออกแบบไพรเมอรใหม (ตารางท่ี 1)  โดยออกแบบใหไพรเมอร
ใหมมีลักษณะดังนี ้
 1)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบท้ัง 2 สาย มีตําแหนงท่ีตองการทํากลายพันธุอยูตรง
กลางของสายไพรเมอรและมีลําดับเบสคูสมกัน และคูสมกับลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสที่อยูบน
สายของพลาสมิด 
 2)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบ มีความยาวประมาณ 25 ถึง 45 เบส  ไพรเมอรท่ีมีความ
ยาวมากกวานี้ อาจจะนํามาใชได แตการใชไพรเมอรท่ีมีความยาวมากๆ จะทําใหเกดิการสรางเปน
โครงสรางทุติยภูมิของไพรเมอร  ซ่ึงอาจจะมีผลตอประสิทธิภาพของปฏิกิริยาการกลายพันธุ 

 3)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบมีคา melting temperature (Tm) ≥ 78 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงเปนคาท่ีเหมาะสมในการทํากลายพันธุ  โดยคา Tm หาไดจากสูตรดานลาง 
   Tm = 81.5+0.41(%GC)-675/N-% mismatch 



 

30 
 

โดยท่ี N คือ จํานวนเบสของไพรเมอร  
 4)  ไพรเมอรท่ีดีควรม ี% GC อยางนอยประมาณ 40 % และควรมีเบส C หรือ G 
จํานวน 1 เบส หรือมากกวานัน้ อยูทางดานปลาย 3׳ ของไพรเมอร 
 

1.3  การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 

 ทําการกลายพนัธุท่ีตําแหนงจําเพาะ โดยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร (polymerase chain 
reaction, PCR)  โดยใชดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 1  และภาพท่ี 15  
สวนประกอบของปฎิกิริยาพซีีอาร มีดังนี้  

 
 พลาสมิดของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง (ปริมาณ 50 ng) 5 μl 
 ฟอรเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)     5 μl 
 รีเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)      5 μl 
 10x บัฟเฟอร       5 μl 
 2 mM dNTP mix       5 μl 
 PfuUltra HF DNA polymerase (2.5 U/μl)    1 μl 
 น้ํากล่ันฆาเช้ือ                 24 μl 

        ปริมาตรรวม            50 μl 
 
 จากนั้นนําไปทําปฎิกิริยาพซีีอาร โดยใชสภาวะดังนี ้
 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  1 รอบ 
 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 55 องศาเซลเซียส   1  นาที                 16 รอบ 
 68 องศาเซลเซียส 12  นาที 
 72 องศาเซลเซียส 8.30 นาที 1 รอบ 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 1  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการสรางเอนไซมดัลโคชิเนสการกลายพันธุ 
 
เอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ 
ดีเอ็นเอตนแบบ 

(ชื่อผูสราง) 
ไพรเมอร 

(ชื่อผูสราง) 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

I185A-N189F 
N189F 

(นางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน) 

I185A-N189Ffor* 
 

 GGA TTA CAC TAA ATG AGC CAT CAG CTT TCA CCG CGT ׳5
TTG GGT ATG C 3׳ 

I185A-N189Frev* 
 

 GCA TAC CCA AAC GCG GTG AAA GCT GAT GGC TCA TTT ׳5
AGT GTA ATC C 3׳ 

I185A-V255F 
I185A 

(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

DearV255Ffor 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GGC ATT TCC TG CAC GTA TTT TGG GTT ATA CCG C 3 ׳5

DearV255Frev 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GCG GTA TAA CCC AAA ATA CGT GCA AGG AAA TGC C 3 ׳5

N189F-V255F 
N189F 

(นางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน) 

DearV255Ffor 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GGC ATT TCC TG CAC GTA TTT TGG GTT ATA CCG C 3 ׳5

DearV255Frev 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GCG GTA TAA CCC AAA ATA CGT GCA AGG AAA TGC C 3 ׳5

I185A-N189F-
V255F 

N189F-V255F 
(นางนุสรา  ทองทับทิม ในงานวิจัยนี้) 

I185A-N189Ffor* 
 

 GGA TTA CAC TAA ATG AGC CAT CAG CTT TCA CCG CGT ׳5
TTG GGT ATG C 3׳ 

I185A-N189Frev* 
 

5‘GCA TAC CCA AAC GCG GTG AAA GCT GAT GGC TCA TTT 
AGT GTA ATC C 3‘ 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ขีดเสนใต คือ ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 
 * คือ ไพรเมอรทําการออกแบบใหมในงานวิจยันี ้ 31 
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 เม่ือทําปฏิกิริยาพีซีอารเสร็จแลว นําผลิตภณัฑท่ีได มาตรวจวเิคราะหโดยใช 1%               
อะกาโรส และใชกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 45 นาที  และเม่ือไดผลิตภัณฑท่ีมีขนาดถูกตอง
แลว  ทําการเติมเอนไซมตัดจาํเพาะ DpnI (10 U/μl) ปริมาตร 1 μl บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาขามคืน เพื่อยอยดีเอ็นเอตนแบบ 
 

 
 
ภาพท่ี 15  แผนภาพแสดงการทํากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) โดยการ

ทําปฏิกิริยาพซีีอาร 
 
 1.4  การถายโอนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E.coli (DH5α) 
 
 เม่ือไดพลาสมิดท่ีมียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุแลว ทําการถายโอนเขาสู E. coli (DH5α) 
โดยเทคนิค electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 1) เล้ียงบนอาหารแข็ง LB, pH 7.5 (1% tryptone (w/v), 
0.5% yeast extract (w/v), 0.5% NaCl (w/v)) ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  ทําการคัดเลือกโคโลนีท่ีไดรับการถายโอนยีน โดยการสกัดพลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ทําการตรวจวิเคราะหผลโดยใช 1% อะกาโรส  เม่ือคัดเลือก
โคโลนีท่ีมีพลาสมิดถูกตองไดแลว  นําโคโลนีมาสกัดพลาสมิด โดยใชชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป  
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GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) และนําพลาสมิดท่ีสกัดไดไปหาลําดับนิวคลี
โอไทด โดยสงไปทําการวิเคราะหท่ี Macrogen ประเทศเกาหลี เพื่อตรวจสอบวา ยีนดลัโคชิเนสที่ได 
เกิดการกลายพันธุในตําแหนงท่ีถูกตองตามท่ีตองการ 
 
 1.5  การถายโอนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris (Y11430) 
 

เม่ือไดโคลนของยีนดัลโคชิเนสท่ีมีตําแหนงการกลายพันธุท่ีถูกตอง (ขอ 1.4)  นํา
โคลนนั้นมาเล้ียงในอาหารเหลว LB, pH 7.5 ท่ีมี25 μg/ml zeocin  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยาใหมีความเร็ว 250 รอบตอนาที ขามคืน ทําการสกัดพลาสมิด พรอมท้ังตัดพลาสมิดท่ีไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ SacI ตามสภาวะดังนี ้
 
 ดีเอ็นเอ 10  μl 
 10 U/μl Sac I   1  μl 
 10x reaction buffer   2  μl 
 1 mg/ml BSA   2  μl 
 2 mg/ml Rnase   2  μl 
 น้ํากล่ัน   3  μl 
 ปริมาตรรวม 20  μl 
 
 จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพือ่ใหพลาสมิดเปนเสนตรง และ
นําดีเอ็นเอทีไ่ด มาตกตะกอนดวยเอทานอล (ภาคผนวก ก ขอ 4) และเตรียมดีเอ็นเอใหไดปริมาณ    
5 μg ในปริมาตร 10 μl  ทําการถายโอนพลาสมิดของดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีไดเขาสู P. pastoris 
(Y11430) ดวยวิธี electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 2) ทําการเล้ียงบนอาหารแข็ง YPDS (1% yeast 
extract, 2% peptone, 2% glucose, 1 M sorbitol) ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4-5 วัน ก็จะไดโคโลน ี
 



 

34 
 

2.  การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 2.1  การคัดเลือกโคโลนีท่ีสามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสไดในปริมาณสูง 
 
 เล้ียงเช้ือ P. pastoris ท่ีไดรับการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
BMGH (100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 0.34% (w/v) yeast nitrogen base, 1% (w/v) 
ammonium sulfate, 1% (v/v) glycerol) ปริมาตร 5 ml ท่ีมี 0.02% (w/v) biotin เล้ียงท่ีอุณหภูมิ         
30 องศาเซลเซียส เขยาใหมีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน  นํามาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 
5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  นําเฉพาะสวนเซลลมาลางดวยน้ํากล่ัน และนําไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ตอจากนัน้นําเซลลมาเล้ียงในอาหาร BMMH (100 
mM potassium phosphate, pH 6.0, 0.34% (w/v) yeast nitrogen base, 0.5%(w/v) cassamino acid, 
1%(w/v) ammonium sulfate, 0.5%(v/v) methanol) ปริมาตร 5 ml ท่ีมี 0.02 % (w/v) biotin โดยใหมี
คาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เร่ิมตนประมาณ 10 เล้ียงท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เขยาให
มีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน โดยทําการเติม 100% methanol ใหมีความเขมขนสุดทาย 
0.5% (v/v) ทุก 24 ช่ัวโมง  เล้ียงไป 7 วัน นําอาหารท่ีไดจากการเล้ียงเซลล ไปทําการตรวจวดั
กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ (ขอ 5.1)  เลือกโคโลนีท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด
ไปใชในการผลิตเพื่อใหไดเอนไซมในปริมาณมาก 
 
 2.2  การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณมากในระบบ Shake flask 

 
 นํา 1 โคโลนีของเช้ือ P. pastoris ท่ีไดรับการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ มาเล้ียง    
ในอาหาร BMGH ปริมาตร 20 ml ท่ีมี 0.02%(w/v) biotin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาใหมี
ความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน  จากนั้นนํามาเล้ียงตอในอาหาร BMGH ปริมาตร 130 ml ท่ี
มี 0.02%(w/v) biotin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน นํา
เซลลแขวนลอยท่ีได มาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําเฉพาะสวน
เซลลมาลางดวยน้ํากล่ัน  และหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  จากนั้น
นําเซลลมาเล้ียงในอาหาร BMMH ท่ีมี 0.02% (w/v) biotin  โดยใหมีคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน
เมตร เร่ิมตนประมาณ 10  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที  เปน
เวลาประมาณ 9-13 วัน โดยทําการเติม 100% methanol ใหมีความเขมขนสุดทาย 0.5% (w/v) ทุก  
24 ช่ัวโมง วัดกิจกรรมของเอนไซมในอาหารที่เล้ียงเซลลทุก 2 วัน (ขอ 5.1)  จนกระท่ังกิจกรรมของ 
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เอนไซมคงท่ี นําเซลลแขวนลอยท่ีไดมาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 
เก็บสวนของอาหารเล้ียงเช้ือไว เพื่อนําไปแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ  
 
3.  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 นําอาหารท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือ P. pastoris ท่ีผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุมาผาน 
ultrafiltration membrane ท่ีมี molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อลดปริมาตร  
จากนั้นเติม ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 M และนําไป load 
ลงในคอลัมน phenyl sepharose chromatography ท่ีผานการ equilibrate คอลัมนดวย 10 mM 
potassium phosphate, pH 7.0 ท่ีมี 1 M ammonium sulfate  ทําการลางคอลัมนดวย 10 mM 
potassium phosphate, pH 7.0 ท่ีมี 1 M ammonium sulfate  และชะโปรตีนออกจากคอลัมนโดยการ
เติม 10 mM potassium phosphate, pH 7.0  เก็บสารท่ีชะได fraction ละ 2 ml ท้ังหมด 10 fractions 
นําไปวดักิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนส และทําการรวม fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเขา
ดวยกัน  นํา fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูง ท่ีไดจากการผานคอลัมน phenyl sepharose 
chromatography มากําจัดเกลือ ammonium sulfate พรอมท้ังเติม wash buffer (50 mM sodium 
phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl) เพื่อใหได pH 8.0 โดยใช Amicon Ultra Centrifugal Filter ท่ีมี 
molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน 
 
 นํา fraction ท่ีมีการกําจัดเกลือ และปรับ pH แลว มา load ลงในคอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography ท่ีผานการ equilibrate คอลัมนดวย wash buffer  ซ่ึงโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไมจับกับ 
Ni+2 จะถูกชะออกมาจากคอลัมน  แตโปรตีนดัลโคชิเนสท่ีตองการนั้นมี polyhistidine tag จะ
สามารถจับกับ Ni+2 ทําใหโปรตีนติดอยูในคอลัมน  จากนั้นลางคอลัมนดวย wash buffer เพื่อกําจดั
โปรตีนตัวอ่ืน  ทําการชะโปรตีนออกจากคอลัมนดวย elution buffer (50 mM sodium phosphate, 
pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole)  โดยเก็บ fraction ละ 1 ml เพื่อตรวจวัดกิจกรรมของ
เอนไซม  แลวรวม fraction ท่ีมีการทํางานของเอนไซมสูงเขาดวยกัน  จากน้ันนําเอนไซมท่ีไดไป
ผาน Amicon Ultra Centrifugal Filter ท่ีมี molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อ
กําจัด imidazole รวมท้ังทําใหเอนไซมมีความเขมขนเพิม่ข้ึน และละลายเอนไซมใน 0.1 M sodium 
acetate buffer, pH 5.0 ปริมาตร 0.5 ml. 
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 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิในแตละข้ันตอน มาหาปริมาณ
โปรตีน โดยใช Bio-Rad Protein Assay และนําคาการดดูกลืนแสงท่ีได มาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคา
ปริมาณโปรตีน (mg/ml) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (ภาคผนวก ข ขอ 1)  จากนัน้นํา
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม โดยการวิเคราะห
ดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) (ภาคผนวก ก ขอ 6)  การทําอิมมูโนวิเคราะห
สําหรับโปรตีน (western blot) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู ท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ เปนแอนติบอดีชนิดท่ี 1 และใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีของกระตาย ท่ีจําเพาะ
กับอิมมูโนโกลบูลินของหนู ซ่ึงเช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส เปนแอนติบอดีชนดิ
ท่ี 2  และนําไปทําปฏิกิริยากบั ECL plus western blotting detection (GE Healthcare Life Sciences, 
USA)  ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส และนําไปประกบกบัฟลม เพื่อดู
การเรืองแสงท่ีเกิดข้ึน (ภาคผนวก ก ขอ 7)  และการวิเคราะหดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, 
Non-denaturing PAGE) โดยใชปริมาณเอนไซมเทากับ 0.2 unit  และนําเจลท่ีไดไปยอมดวย 1 mM 
4-methylumbelliferyl-β-D-glucopyranoside (4-MU-Glc) แลวตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU 
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ภาคผนวก ก ขอ 8)  
 
4.  การตรวจสอบกระบวนการ glycosylation ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 นําโปรตีนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ปริมาณ 2.5 μg ผสมรวมกับ 10x 
glycoprotein denaturing buffer ปริมาตร 1 μl โดยใหปริมาตรสุดทายเทากับ 10 μl นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนัน้เติม 10x G5 reaction buffer ปริมาตร 2 μl 
และเอนไซม endoglycosidase H ซ่ึงมีตําแหนงตัดน้ําตาลแสดงดงัภาพท่ี 16  ปริมาตร 0.1 μl        
(50 unit) ปริมาตรสุดทายรวมเทากับ 12 μl นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  
และนําไปวิเคราะหโดยใชเทคนิค อิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล 
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ภาพท่ี 16  แผนภาพแสดงตําแหนงตัดของเอนไซม endoglycosidase H 
 
ท่ีมา: Gates et al. (n.d.) 
 
5.  การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 5.1  การตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในอาหารเล้ียงเช้ือ และใน
ข้ันตอนการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม 
 
 ทําปฏิกิริยาโดยนําอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 250 μl หรือเอนไซมท่ีผานการทําให
บริสุทธ์ิ บมรวมกับ 1 mM pNP-Glc  เติม 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม
เทากับ 500 μl  บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 2 M 
Na2CO3 ปริมาตร 1 ml  ตรวจวัดผลิตผลของการสลาย คือ พาราไนโตรฟนอลที่เกิดข้ึน โดยการวัด
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร โดยในข้ันตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ จะนํา
คาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได มาคํานวณเพ่ือเปล่ียนเปนคากจิกรรมของเอนไซม (unit) โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน pNP (ภาคผนวก ข ขอท่ี 2) 
 
 5.2  การตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเพื่อศึกษาคุณสมบัติของ
เอนไซม 
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ท่ีปริมาตรตาง ๆ มาบมรวมกับ 15 mM pNP-Glc 
และเติม 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 μl  บมท่ีอุณหภูมิ               
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 2 M Na2CO3 ปริมาตร 100 μl  จากนั้น
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร  นําคาท่ีวดัไดมาคํานวณเพ่ือ 



 

(2) 

(1) 
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เปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน pNP (ภาคผนวก ข 
ขอท่ี 3) 

 
6.  การศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตร (Km, Vmax, kcatและ kcat/Km )  
 
 การศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตรทําไดโดยการหาปริมาณกลูโคสท่ีเปนผลผลิตจาก
สับสเตรท 3 ชนิด คือ pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน โดยการนําเอนไซมท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลว
ปริมาณ 0.1 unit มาทําปฏิกริิยากับสับสเตรท  ท่ีความเขมขนตาง ๆ และเติม 0.1 M sodium acetate 
buffer pH 5.0 ใหไดปริมาตรรวมเทากับ 50 μl บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
หยุดปฏิกิริยาโดยการตมเปนเวลา 5 นาที และทําใหเยน็ทันที จากนั้นเติม 2 mg/ml ABTS (2,2’-
Azonobis-3-Ethylbenz-Thiazolinesulfonic Acid ) ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit ปริมาตร 
100 μl (0.5 unit) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร  นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดไปคํานวณเพ่ือเปล่ียนเปนคากจิกรรมของ
เอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส (ภาคผนวก ข4) และใชโปรแกรม 
KaleidaGraph (Synergy Software) ในการหาคาจลนศาสตร โดยคา Km, และ Vmax   คํานวณจาก
สมการ Michaelis-Menten  ดังสมการ (1) และคา kcat  หรือ turnover number  ซ่ึงคํานวณไดดัง 
สมการท่ี (2)  
 
 

 

 
 
 โดย  V0   คือความเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (μmol/min) 
  Vmax  คือความเร็วสูงสุดในการเกดิปฏิกิริยา (μmol/min) 
  Km  คือคาคงท่ีของ Michaelis-Menten (mM) 
  [S]   คือความเขมขนเร่ิมตนของสับสเตรท (mM) 
  Et    คือจํานวนโมลของเอนไซมท้ังหมด (μmol) 
  kcat คือความสามารถของเอนไซมในการเปล่ียนสับสเตรทไปเปนผลิตผลตอ
จํานวนเอนไซมตอเวลา (s-1) 

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

cat max
Et

=k V
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7.  การศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคส  
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสดั้งเดมิและกลายพนัธุท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิแลว ปริมาณ 0.1 unit 
มาทําปฏิกิริยา โดยใชแอลกอฮอล (methanol, ethanol, n-propanol, n-butanol, iso-butanol,         
sec-butanol และ tert-butanol) ความเขนขน 0.9 M เปนตัวรับกลูโคส (glucosyl acceptor) และใช  
10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส (glucosyl donor) ใน 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ให
ไดปริมาตรรวม 100 μl  จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาใหมีความเร็ว    
150 รอบตอนาที เปนเวลา 20 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาโดยการตมเปนเวลา 2 นาที จากน้ันนํา
ปฏิกิริยาท่ีไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโตกราฟบนช้ันบาง (Thin-Layer Chromatography, 
TLC) 

 
 การวิเคราะห TLC ทําไดโดยนําตัวอยางปริมาตร 8 μl หยดลงบนแผน TLC แลวนําไปแช
ในสารละลาย A (ethyl acetate/methanol/water 16:6:1 v/v) โดยใหสารละลาย A วิ่งผานแผน TLC 
ประมาณ 4.25 เซนติเมตร ทํา 2 คร้ัง  จากน้ันนําไปแชในสารละลาย P (2-propanol/ethanol/water 
5:1:2 v/v) โดยใหสารละลาย P วิ่งผานแผน TLC ประมาณ 1.75 เซนติเมตร ทํา 2 คร้ัง  จากนั้นนํา
แผน TLC ไปวิเคราะหผลโดยแชใน 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol  และนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 
125 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  สําหรับ standard marker ประกอบดวยกลูโคส pNP-Glc และ 
เมทิลกลูโคไซด (methyl glucoside) ปริมาณ 40 nmol, 80 nmol, 120 nmol และ 160 nmol ตามลําดบั  
และวดัปริมาณผลิตภัณฑท่ีไดโดยเคร่ือง GS-800 imagine densitometer (Bio-Rad, USA) โดยใช

โปรแกรม Quantity One®version 4.2.1 โดยกราฟมาตรฐานระหวางความเขมและปริมาณของ 
standard marker จะตองมีคา correlation coefficient (r2) มากกวาหรือเทากับ 0.90 จึงจะนํามาใช  
โดยผลที่ไดจะถูกแสดงเปน % mole ของ alkyl glucoside เม่ือเปรียบเทียบกับจํานวน mole ท้ังหมด
ของกลูโคสอิสระ  pNP-Glc และ alkyl glucoside ท่ีมีในปฏิกิริยานั้นๆ (Svasti et al., 2003)  
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 
 
 1.1  การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 
 ทําการกลายพนัธุท่ีตําแหนงจําเพาะ แบบ 2 และ 3 ตําแหนง ดวยเทคนคิ PCR  จากนัน้
นําดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทํา PCR มาวิเคราะหดวย 1 % อะกาโรส เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
พบวา แถบดเีอ็นเอของเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีขนาดประมาณ 5.2 กิโลเบส  ซ่ึงเปนขนาดท่ี
ถูกตอง (ภาพท่ี 17)  จากนัน้เติมเอนไซมตัดจําเพาะ DpnI และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อ
ยอยดเีอ็นเอตนแบบ 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17  1 % อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ในการทําการกลาย

พันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ โดย 1: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F, 2: ดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A-V255F, 3: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F, 4: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V255F และ M: ดเีอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII 
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 1.2  การโคลนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E. coli (DH5�) และการวิเคราะหลําดบั           
นิวคลีโอไทดของเอนไซมกลายพันธุ 
 
 ทําการถายโอนพลาสมิดท่ีคาดวามียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ (ขอ 1.1) เขาสู E. coli 
(DH5�) โดยวิธี electroporation เล้ียงบนอาหารแข็ง LB pH, 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ี
อุณหภูมิ          37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน พบวา  เอนไซมดัลโคชิเนส กลายพนัธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และI185A-N189F-V255F  มีโคโลนีเจริญ 120, 140, 142 
และ 52 โคโลนี ตามลําดับ  จากนั้นคัดเลือก 10 โคโลนีในแตละเอนไซมกลายพันธุ  สกัดพลาสมิด
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  นําไปวิเคราะหดวย 1% อะกาโรสเจล  เปรียบเทียบกับดีเอ็น
เอมาตรฐาน  ดงัแสดงในภาพท่ี 18  พบวา ทุกโคโลนีใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาดประมาณ 3.8 
กิโลเบส และ    1.4 กิโลเบส ตามลําดับ ซ่ึงเปนขนาดท่ีถูกตอง  ดังนั้นแสดงใหเห็นวาโคโลนีท่ีได
เปนโคโลนีท่ีไดรับการถายโอนพลาสมิดท้ังหมด 



 

42 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  ผลการตัดพลาสมิดท่ีคาดวามียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

EcoRI  (ก) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F  (ข) พลาสมิด
ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  (ค) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนส    
กลายพันธุ N189F-V255F  (ง) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนส กลายพันธุ I185A-
N189F-V255F  หมายเลขบนรูป: หมายเลขโคโลนีท่ีนํามาสกัดพลาสมิด  M: ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน λ/HindIII 

 
 
 
 

(ข) 
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 ดังนั้น จึงเลือกสกัดพลาสมิดจากโคโลนีท่ี 3, 4, 4 และ 6 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนส          
กลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ  
และนําพลาสมิดท่ีไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  เพื่อตรวจสอบวายีนของเอนไซมดัลโคชิเนสเกิด 
การกลายพันธุในตําแหนงท่ีถูกตอง  ผลของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  แสดงดังภาพท่ี 
19  และแสดงผลอยางละเอียดในภาคผนวก ค-ฉ  จากผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดของพลาสมิด 
ดัลโคชิเนส กลายพันธุแตละชนิด  พบวา ประสบความสําเร็จในการสรางเอนไซมดลัโคชิเนสกลาย
พันธุท้ัง 4 ชนดิ  ซ่ึงแสดงใหเห็นไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีการเปล่ียนแปลงไปอยางถูกตอง ใน
ตําแหนงท่ีตองการดังนี้  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน) และ
จาก AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิล       
อะลานีน)  
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน) และ
จาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนลิอะลานีน)   
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจนี) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน) 
และจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน)  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F มีการเปล่ียนลําดบันิวคลีโอไทด
จาก ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานนี) 
และ AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะ
ลานีน) และจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟ
นิลอะลานีน)  
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wild-type           GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATAC 540 
I185A-N189F         GGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 540 
I185A-V255F         GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCATAC 540 
N189F-V255F         GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 540 
I185A-N189F-V255F   GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 539 
                    *  ******************************   *********  ************* 
 
wild-type           GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-N189F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-V255F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
N189F-V255F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-N189F-V255F   GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 599 
                    ************************************************************ 
 
wild-type           GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-N189F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-V255F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
N189F-V255F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-N189F-V255F   GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 659 
                    ************************************************************ 
 
wild-type           CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-N189F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-V255F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
N189F-V255F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-N189F-V255F   CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 719 
                      ************************************************************ 
 
wild-type           GTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-N189F         GTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-V255F         GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
N189F-V255F         GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-N189F-V255F   GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 779 
                    *** ******************************************************** 
 
wild-type           CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-N189F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-V255F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
N189F-V255F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-N189F-V255F   CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 839 
                    ************************************************************ 

 
ภาพท่ี 19  ผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีนของดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด  

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  สีเหลือง: ตําแหนงกลายพันธุ 
I185A; สีเขียว: ตําแหนงกลายพันธุ N189F และสีชมพ:ู ตําแหนงกลายพนัธุ V255F; 
wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
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 1.3  การโคลนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris Y11430 และการคัดเลือกโคโลนี
ท่ีสามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสไดในปริมาณสูง 
 
 เม่ือนําโคลนของ E. coli ท่ีมีพลาสมิดของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงถูกตอง
ท้ัง 4 ชนิด ท่ีไดมาสกัดพลาสมิด และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  
ถายโอนพลาสมิดท่ีไดเขาสู P. pastoris (Y11430) ดวยวธีิ electroporation  เล้ียงบนอาหาร YPDS ท่ี
มี 100 μg/ml zeocin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F, I185A-N189F-V255F มีโคโลนีเจริญ 60, 75, 
60 และ 42 โคโลนี ตามลําดับ 
 
 จากนั้นทําการคัดเลือกโคโลนีของยีสต ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
แตละชนิดสูงท่ีสุด  โดยนําโคโลนียีสตท่ีไดรับถายโอนยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มาชนดิ
ละ 20 โคโลนี เล้ียงในอาหาร BMGH ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา        
1 คืน ทําการลางเซลลดวยน้าํกล่ัน และนําเซลลท่ีไดมาเล้ียงตอในอาหาร BMMH ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเติม 0.5% (v/v) methanol ทุก 24 ช่ัวโมง เปนเวลา  
7 วัน จากน้ันนําอาหารเล้ียงเช้ือไปตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม กับ 1 mM pNP-Glc ตามวิธีการ
ทดลองในขอ 5.1  พบวา โคโลนท่ีี 17,10, 9 และ 20 ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ มีกิจกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ตอ 1 mM pNP-Glc สูงท่ีสุด  ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2  ดังนั้น จึงเลือก
โคโลนีดังกลาวไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ shake flask ตอไป  
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ตารางท่ี 2  โคลนของ P. pastoris  ท่ีแสดงกิจกรรม ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด                
ตอ 1 mM pNP-Glc 

 
โคลนของ 
P. pastoris 

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร 
I185A-N189F I185A-V255F N189A-V255F I185A-N189F-V255F 

1 0.955 0.637 2.961 0.213 
2 0.923 0.713 2.892 0.220 
3 0.982 0.698 2.922 0.281 
4 0.764 0.711 2.712 0.113 
5 0.842 0.667 2.637 0.220 
6 0.742 0.498 2.898 0.266 
7 0.716 0.689 1.983 0.276 
8 0.720 0.748 3.495 0.231 
9 0.722 0.788 3.522* 0.267 
10 0.800 0.875* 3.060 0.167 
11 0.881 0.783 3.378 0.275 
12 0.671 0.684 3.276 0.232 
13 0.926 0.673 2.742 0.238 
14 1.063 0.667 2.859 0.230 
15 0.969 0.858 3.453 0.234 
16 1.019 0.661 2.604 0.293 
17 1.073* 0.676 3.129 0.277 
18 0.911 0.708 2.772 0.249 
19 0.980 0.763 3.252 0.144 
20 0.906 0.578 2.985 0.368* 

 
หมายเหตุ  *: โคลนท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด  
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2.  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

 นําโคโลนียีสตท่ี 17, 10, 9 และ 20  ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F สูงท่ีสุด ตามลําดับ   
เล้ียงในระบบ shake flask ดังวิธีการทดลองในขอ 2.2  และเนื่องจากเอนไซมจะถูกหล่ังออกมาอยู
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  ดังนั้นสวนของอาหารเลี้ยงเช้ือจะถูกนําไปทําใหบริสุทธ์ิ  โดยการนําอาหารเล้ียง
เช้ือไปลดปริมาตรโดยผาน ultrafiltration และนําไปแยกใหบริสุทธ์ิ โดยผานคอลัมน phenyl 
sepharose chromatography  ตามดวยคอลัมน Ni2+-affinity chromatography  จากนั้นจะนําโปรตีนท่ี
ไดไปผาน amicon ultra centrifugal filter เพื่อกําจัด imidazole และทําใหโปรตีนมีความเขมขน ดัง
วิธีการทดลองในขอ 3  ซ่ึงในแตละข้ันตอนของการทําใหบริสุทธ์ิ จะมีการหากิจกรรมของเอนไซม
กับ 1 mM pNP-Glc และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford  โดยผลของการทําบริสุทธ์ิเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 6-9 
 
ตารางท่ี 3  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 49.54 25.07 1.98 1.00 100.00 

Ultrafiltration  44.47 13.08 3.40 1.71 89.77 

Phenyl sepharose  35.90 5.20 6.90 3.48 72.47 

Buffer changing 35.79 5.14 6.96 3.52 72.24 

Ni2+-ion affinity  25.37 1.53 16.58 8.40 51.21 
Centrifugal Filter 24.14 1.09 22.15 11.19 48.73 
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ตารางท่ี 4  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 20.73 28.80 0.72 1.00 100 

Ultrafiltration  19.78 17.75 1.11 1.54 95.42 

Phenyl sepharose  16.28 7.06 2.31 3.21 78.53 

Buffer changing 11.92 5.13 2.33 3.24 57.50 

Ni2+-ion affinity 4.43 0.72 6.15 8.54 21.37 
Centrifugal Filter 3.20 0.66 4.85 6.74 15.44 

 
ตารางท่ี 5  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein specific activity purification   yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 145.36 11.47 12.68 1.00 100.00 

Ultrafiltration  154.11 8.54 18.04 1.42 106.02 

Phenyl sepharose  103.77 3.27 31.71 2.50 71.39 

Buffer changing 95.25 2.20 43.34 3.42 65.53 

Ni2+-ion affinity 64.30 1.05 61.24 4.83 44.24 
Centrifugal Filter 60.46 0.53 114.07 9.00 41.59 
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ตารางท่ี 6  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ   
1 ลิตร 

 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 9.08 19.74 0.46 1.00 100 

Ultrafiltration 11.42 11.04 1.03 2.24 125.77 

Phenyl sepharose  9.73 4.26 2.28 4.96 107.16 

Buffer changing 9.60 3.51 2.73 5.93 105.73 

Ni2+-ion affinity 5.70 0.41 13.90 30.22 62.78 

Centrifugal Filter 5.48 0.21 26.09 56.72 60.35 

 
 จากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  พบวา  ไดเอนไซมกลายพันธุท่ีบริสุทธ์ิ 
4 ชนิด คือ I185A-N189F ปริมาณ 24.14 unit, I185A-V255F ปริมาณ 3.20 unit, N189F-V255F 
ปริมาณ 60.46 unit และ I185A-N189F-V255F ปริมาณ 5.48 unit ตออาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 1 ลิตร  
ซ่ึงคิดเปน 48.73%, 15.44%, 41.59% และ 60.35 % โดยมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเทากบั 11.19, 6.74, 
9.00 และ 56.72 เทา ตามลําดับ   
 
 จากการพจิารณาเปอรเซ็นของผลผลิตท่ีได (% yield)  พบวา เอนไซมกลายพันธุ       
I185A-N189F, I185A-V255F และ N189F-V255F ไดผลผลิตของเอนไซมท่ีบริสุทธ์ินอยกวา 50%  
ซ่ึงในความเปนจริง กิจกรรมของเอนไซมควรมีคาเทาเดมิ หรือลดลงเพียงเล็กนอย  การที่กิจกรรม
ของเอนไซมลดลง  อาจเนื่องมาจากการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมในข้ันตอนการทาํบริสุทธ์ิ โดย
ในการทําบริสุทธ์ินั้น จะทําการรวม fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเทานั้น  ดังนัน้ เอนไซม 
ดัลโคชิเนสบางสวนอาจหลุดไปอยูใน fraction ท่ีไมไดเก็บ  หรืออาจจะเปนเพราะเอนไซมเกิดการ
เสียสภาพในระหวางการทําบริสุทธ์ิ  เพราะอาจใชเวลาในการทําบริสุทธ์ินานเกินไป เนื่องจากตอง
ผานหลายข้ันตอน หรืออุณหภูมิของตูเย็นท่ีใชสูงเกินไป  หรืออาจเกิดการปนเปอนของเอนไซม 
โปรตีเอส  นอกจากนี้ ในระหวางการทําบริสุทธ์ิ จะตองมีการเก็บเอนไซมไวในหลอด และดูด
สารละลายเอนไซมโดยใช pipette ซ่ึงอาจทําใหปริมาตรของสารละลายเอนไซมลดลง เนื่องจาก
สูญเสียปริมาตรของสารละลายเอนไซม  ซ่ึงสาเหตุเหลานี้มีผลทําใหกจิกรรมของเอนไซมลดลง
เชนกัน  นอกจากนี้เม่ือพจิารณาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255 F พบวา เปอรเซ็นของ 
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ผลิตภัณฑท่ีได (% yield) ในข้ันตอน ultrafiltration สูงกวา 100 เปอรเซ็น (125.77 %)  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจาก ในอาหารเล้ียงเชื้อของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255 F อาจมี   
ตัวยับยั้ง (inhibitor) ตาง ๆ ท่ีทําใหกจิกรรมของเอนไซมในอาหารเล้ียงเชื้อ มีคาท่ีไดตํ่ากวาท่ีเปน
จริง  ดังนั้น เม่ือนําอาหารเล้ียงเช้ือมาผาน ultrafiltration ซ่ึงเปนข้ันตอนท่ีมีการกําจัดโปรตีน
บางสวนออกไป  อาจทําใหตัวยับยั้งท่ีอยูในอาหารเล้ียงเช้ือ ถูกกําจัดออกไปดวย  เม่ือนําสวนท่ีผาน 
ultrafiltration มาวัดกจิกรรมของเอนไซม จึงทําใหคากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดสูงกวาข้ันตอนกอน
ผาน ultrafiltration 
 
 สําหรับการพิจารณาปริมาณโปรตีนท้ังหมดของเอนไซมกลายพันธุ (total protein) พบวา  
ในข้ันตอนของการทํา amicon ultra centrifugal filter เพื่อกําจัดเกลือ ammonium sulfate  และ
เปล่ียน buffer สําหรับนําไปลง Ni2+-ion chromatography และข้ันตอนการกําจัด imidazole และเพิ่ม
ความเขมขนของโปรตีน  มีปริมาณโปรตีนนอยกวาท่ีควรจะเปน เชน ข้ันตอนการกาํจัด imidazole 
มีปริมาณโปรตีนเทากับ 1.09, 0.66, 0.53 และ 0.21 มิลลิกรัม สําหรับเอนไซมกลายพันธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ ซ่ึงนอยกวาใน
ข้ันตอน Ni2+-ion chromatography  ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน เทากับ 1.53, 0.72, 1.05 และ 0.41 มิลลิกรัม  
ซ่ึงโดยทฤษฎีแลวปริมาณโปรตีนท้ังหมดกอนและหลังจากการผาน amicon ultra centrifugal filter 
ควรมีคาเทากนั  เนื่องจากโปรตีนท่ีผาน ultrafiltration มากอน จะมีขนาดใหญกวา 30 กิโลดาลตัน  
และเม่ือนําโปรตีนมาผาน amicon ultra centrifugal filter อีกคร้ัง ปริมาณโปรตีนท่ีไดควรจะเทาเดิม 
เนื่องจาก amicon ultra centrifugal filter มี molecular weight cut off เทากับ 30 กิโลดาลตัน ดังนั้น 
amicon ultra centrifugal filter จึงควรทําหนาท่ีเพียงการกําจัด imidazole ออกจากสารละลาย
เอนไซม และเพิ่มความเขมขนของโปรตีนเทานั้น  แตจากการทดลอง พบวา โปรตีนท่ีนํามาผาน 
amicon ultra centrifugal filter มีปริมาณนอยกวากอนผาน  อาจเนื่องมาจาก เกิดการปนเปอนของ
เอนไซมโปรตีเอสในระหวางข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิ  ทําใหโปรตีนบางสวนในสารละลายเอนไซม
ถูกตัดจนมีขนาดเล็กกวา 30 กิโลดาลตัน  ทําใหโปรตีนขนาดเล็กเหลานี้หลุดผานเมมเบรนออกมา
ในข้ันตอนการทํา amicon ultra centrifugal filter  หรืออาจเน่ืองมาจาก เม่ือนําโปรตีนมาผาน ultra 
centrifugal filter ความเขมขนของโปรตีนจะเพิ่มข้ึน  ทําใหโปรตีนบางสวนไปติดแนนอยูตาม         
เมมเบรนของ ultra centrifugal filter ซ่ึงอาจทําใหนําโปรตีนออกจาก ultra centrifugal filter ไดไม
หมด  หรืออาจเนื่องจากเมมเบรนของ ultra centrifugal filter เกิดการร่ัว ทําใหโปรตีนหลุดออกจาก 
ultra centrifugal filter  ดังนัน้จึงทําใหปริมาณโปรตีนหลังผาน ultra centrifugal filter ลดลง  ซ่ึงจาก
ผลของปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมท่ีลดลงในบางข้ันตอนดังท่ีกลาวไปแลวนั้น  สงผล
ทําใหไดคา specific activity (unit/mg) ของเอนไซมไมเปนไปตามท่ีคาดไว   
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 นอกจากนี้เม่ือพิจารณาคา specific activity ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ           
I185A-V255F  พบวา  มีคาลดลงจาก 6.15 unit/mg ในข้ันตอนการผานคอลัมน Ni2+-ion 
chromatography  เปน 4.85 unit/mg ในข้ันตอนผาน amicon ultra centrifugal filter  เพื่อกําจัด 
imidazole และเพิ่มความเขมขนของโปรตีน  ซ่ึงในความเปนจริงคานีจ้ะตองเพ่ิมข้ึนเม่ือผานข้ันตอน
การทําบริสุทธ์ิมากข้ึน เพราะคากิจกรรมของเอนไซม (total activity) แตละข้ันตอนควรมีคาเทาเดิม 
หรือลดลงเล็กนอย ขณะท่ีคาปริมาณโปรตีนจะลดลงเร่ือย ๆ เพราะแตละข้ันตอน จะกําจัดโปรตีนท่ี
ไมตองการออกไปมากข้ึน  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก การผานคอลัมน Ni2+-ion chromatography  
กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255 ลดลงมาก  ขณะท่ีปริมาณโปรตีนลดลง
เพียงเล็กนอย  ดังนั้นจึงสงผลใหคา specific activity และคา purification fold นอยกวาท่ีควรจะเปน 
 
 ดังนั้นเพื่อท่ีจะทําบริสุทธ์ิเอนไซมใหไดประสิทธิภาพมากท่ีสุด ผูทําการทดลอง ควรใช
อุปกรณท่ีสะอาด เพื่อปองกนัการปนเปอนของเอนไซมโปรตีเอส และใชเวลาในการทําบริสุทธ์ิ
เอนไซมใหส้ันท่ีสุด  ควรตรวจเช็คอุณหภมิูของตูเย็นท่ีใช ใหอยูประมาณ 4 องศาเซลเซียสรวมถึง
ในข้ันตอนท่ีผาน amicon ultra centrifugal filter เพื่อเปล่ียน buffer และกําจัด imidazole นั้นควรนํา
โปรตีนท่ีติดคางอยูท่ีเมมเบรนของ amicon ultra centrifugal filter ออกใหหมด และควรตรวจเช็ค 
amicon ultra centrifugal filter วาเกิดการร่ัวหรือไม เพื่อลดการสูญเสียปริมาณโปรตีน 
 
3.  การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ 
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือผานการทําบริสุทธ์ิแลว จะถูกนํามาวิเคราะห
โดย 10% เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และเทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน (western 
blot) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ เปน 
แอนติบอดีชนดิท่ี 1 เพื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม  และตรวจสอบวาเอนไซมท่ีทํา
บริสุทธ์ิไดนั้น เปนเอนไซมดัลโคชิเนสตามท่ีคาดไว  ผลท่ีไดแสดงภาพท่ี 20 
 



 

52 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 20  การวิเคราะหลักษณะเบ้ืองตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 

ตําแหนง ท่ีถูกทําใหบริสุทธ์ิ (ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot ท่ี
แสดงผลบนฟลม  (ค) เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ท่ีผลิตใน E.coli  (ไดรับ
ความอนุเคราะหภาพจาก paper ของ Toonkool (2006))  โดย NTRBG คือ เอนไซมดลัโค
ชิเนสธรรมชาติ; wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ M คือ 
Protein standard markers 
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 จากผลการวิเคราะหเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ท้ัง 4 ชนิด ปรากฏแถบโปรตีนท่ีมีลักษณะเปนปน และไมคมชัด ซ่ึงเหมือนกับเอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมท่ีผลิตจากยีสต  แตแตกตางจากเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม
ท่ีผลิตจาก E.coli (Toonkool, 2006)  และเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติท่ีผลิตจากพืช  ท่ีปรากฏแถบ
ของโปรตีนคมชัด  โดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีขนาดเทากับเอนไซมรีคอม
บิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม คือ ประมาณ 66 กิโลดาลตัน แตมีขนาดใหญกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก E.coli  
และเอนไซมท่ีแยกไดจากธรรมชาติ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 20 ก)  จากการ
คํานวณน้ําหนกัโมเลกุลจากจํานวนกรดอะมิโน ของเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด และเอนไซม      
รีคอมบิแนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม พบวา เอนไซมทุกชนิดมีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 60 กิโลดาลตัน  
การที่น้ําหนกัโมเลกุลของเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ 
ท่ีผลิตมาจากยสีตเพิ่มข้ึนนั้น  อาจเนื่องมาจากในยีสตนั้น มีกระบวนการ glycosylation ท่ีมีความ             
หลากหลาย และมีจํานวนน้ําตาลมากกวาในพืช (ภาพท่ี 22)  โดยในยีสตจะมีกระบวนการ 
glycosylation ท้ังแบบ N-linked และ O-linked ซ่ึง Cereghino และ Cregg (2000) ไดรายงานไวกอน
หนานีว้า ในยสีต P. pastoris มีการเติมน้ําตาลแมนโนสท่ีปลาย N-linked core (Man8GlcNAc2) 
ต้ังแต 50 ถึง 150 หนวย  และจากการทดลองกอนหนานี้ พบวา เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  ท่ีผลิตไดจากยีสตมีน้ําตาลมากกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ซ่ึงผลิตไดจากพืช 
ประมาณ 3 เปอรเซ็นต (Toonkool et.al., 2006)  ซ่ึงตรงขามกับ E.coli ท่ีไมสามารถเกิดกระบวนการ 
glycosylation ไดเลย  ดังนั้นแสดงใหเห็นวา การที่แถบโปรตีนของเอนไซมท่ีผลิตจากยีสต มี
ลักษณะของแถบโปรตีนไมคมชัด และมีขนาดใหญกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก E. coli และพืช  มีสาเหตุ
มาจากกระบวนการ glycosylation ท่ีแตกตางกัน  อยางไรก็ตามเอนไซมรีคอมบิแนทดลัโคชิเนส
ดั้งเดิมและเอนไซมกลายพนัธุท้ัง 4 ชนิด สามารถตรวจผลไดโดยใช โมโนโคลนอลแอนติบอดีของ
หน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในเทคนคิอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน (ภาพท่ี 
20 ข)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมกลายพันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ ท้ัง 4 ชนิด เปนเอนไซมเบตา-กลูโค
ซิเดส 
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ภาพท่ี 21  การวิเคราะหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ท่ีถูกทําใหบริสุทธ์ิ             

(ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot  ท่ีแสดงผลบนฟลม โดย wild-
type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และ Mคือ Protein standard markers 

 
 นอกจากนี้ ยังพบวา เอนไซมกลายพันธุแบบ 2 และ 3 ตําแหนงท่ีมี I185A รวมอยูดวย (ภาพ
ท่ี 20 ก) แสดงใหเห็นแถบของโปรตีน 2 แถบ ในแตละแถว  จากการศกึษากอนหนานี้ พบวา 
เอนไซมกลายพันธุ I185A  แสดงใหเห็นแถบของโปรตีน 2 แถบ ในขณะท่ี เอนไซมกลายพันธุ 
N189F และ V255F แสดงโปรตีนเพียงแถบลางเทานั้น (ภาพท่ี 21 ก)  อยางไรก็ตาม โปรตีนท้ัง       
2 แถบของเอนไซมกลายพนัธุ I185A และเอนไซมกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง ท่ีประกอบดวย 
I185A  ก็สามารถวิเคราะหผลไดโดยเทคนคิอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (ภาพท่ี 20 ข และภาพท่ี 21 ข)  และ
เพื่อยืนยันวาโปรตีนท้ัง 2 แถบของเอนไซมกลายพันธุท่ีประกอบดวย I185A เปนเอนไซมเบตา-กลู
โคซิเดสเหมือนกัน จึงไดทําการแยกโปรตีนดวยเทคนิคเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล จากนั้นทํา
การตัดแถบของโปรตีนท้ัง 2 แถบ แยกออกจากกัน และยอยดวยเอนไซม trypsin เปนเวลา                   
24 ช่ัวโมง และนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค Mass spectometry  พบวา จากการยอยโปรตีนดวย
เอนไซม trypsin ทําใหไดโปรตีนเปนช้ินๆ มีขนาดท่ีแตกตางกัน (ไมแสดงผล) และเม่ือนําผลของ
การทํา Mass spectometry ท่ีไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลท่ีมีอยูโดยใชโปรแกรม Mascot  พบวา 
โปรตีนท้ัง 2 แถบของเอนไซมกลายพันธุ มีความเหมือนกบัเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูงมาก
ท่ีสุด  จึงสรุปไดวา โปรตีนท้ัง 2 แถบ เปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส เหมือนกนั ไมไดเปนโปรตีน
ชนิดอ่ืนท่ีเกิดข้ึนจากการปนเปอน  แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา โปรตีนท่ีแสดงใหเหน็บนเอสดีเอส-
พอลีอะคริลาไมดเจล ท้ัง 2 แถบ เปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มี form แตกตางกัน จากผลการ 
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ทดลองนี้ดูเหมือนวาการกลายพันธุท่ีตําแหนง I185A จะเพิ่มกระบวนการ glycosylation ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส  แตเม่ือพิจารณาลําดับกรดอะมิโน สําหรับกระบวนการ N-linked 
glycosylation (Asn-Xaa-Ser/Thr โดย Xaa เปนกรดอะมิโนใดกไ็ด ยกเวน proline)  จะพบวา 
ตําแหนง I185A ไมไดเปนสวนของ Asn-Xaa-Ser/Thr  ดังนั้นการกลายพันธุ I185A จึงไมเปนการ
เพิ่มตําแหนง N-linked glycosylation อยางไรก็ตาม อาจสันนิษฐานไดวา การกลายพนัธุท่ีตําแหนง 
I185A อาจเปลี่ยน conformation ของเอนไซม ซ่ึงอาจทําใหเกดิ glycosylation เพิ่มข้ึน โดยอาจจะทํา
ใหตําแหนง glycosylation เพิ่มข้ึน หรือตําแหนงท่ีเกิด glycosylation เทาเดิม แตจํานวนน้ําตาลท่ีเติม
เพิ่มข้ึน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 22  แผนภาพแสดงความแตกตางของการกระบวนการ glycosylation ระหวางพืชกับยีสต 
 
ท่ีมา: Staudacher (2008) 
 
 ดังนั้นเพื่อเปนการพิสูจนขอสันนิฐานท่ีวา ขนาดท่ีเพิ่มข้ึนของโปรตีนท่ีแสดงบนเอสดีเอส-
พอลีอะคริลาไมดเจลของเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง           
4 ชนิด  เปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีแยกไดจากธรรมชาตินั้น มีผลมาจากความแตกตางของ
กระบวนการ glycosylation ระหวางเอนไซมท่ีผลิตไดจากพืช กับเอนไซมท่ีผลิตไดจากยีสต  ผูทํา
การทดลองจึงนําเอนไซมท้ังหมด มายอยดวยเอนไซม Endoglycosidase H ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีทํา
หนาท่ีตัดพันธะ β-(1-4) ระหวาง N-acetylglucosamine ท่ีเช่ือมอยูกับกรดอะมิโนแอสพาราจีน 
จากนั้นนํามาวเิคราะหดวยเทคนิค เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล ผลท่ีไดแสดงภาพท่ี 23 
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ภาพท่ี 23  การยอยเอนไซมดลัโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิดวยเอนไซม Endoglycosidase H (ก, ค)  

SDS-PAGE ท่ียอมดวย Coomassie brilliant blue (ข, ง)  western blot ท่ีแสดงผลบนฟลม  
โดย NTRBG คือ เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ; wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ; M คือ Protein standard markers; – คือ โปรตีนท่ีไมถูกยอยดวย 
Endoglycosidase H และ + โปรตีนท่ีถูกยอยดวย Endoglycosidase H 
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 จากผลการวิเคราะหเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล พบวา  เม่ือยอยโปรตีนท้ังหมดดวย
เอนไซม Endoglycosidase H แลว จะไดแถบโปรตีน 2 แถบ โดยมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน 
ซ่ึงเปนแถบของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และขนาดประมาณ 29 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนแถบของ
เอนไซม Endoglycosidase H (ภาพท่ี 23)  เห็นไดวาแถบของโปรตีนมีขนาดลดลง เม่ือเปรียบเทียบ
กับแถบของโปรตีนท่ีไมไดถูกยอยดวยเอนไซม Endoglycosidase H  โดยแถบของโปรตีนท่ีไดจาก
เอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ มีขนาดเทากบัแถบของโปรตีนท่ีไดจากเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  และสามารถตรวจผลไดโดย โมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู ท่ีจําเพาะตอเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในเทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน นอกจากนี้ จะเหน็ไดวา เอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือถูกยอยดวยเอนไซม 
Endoglycosidase H จะมีขนาดของโปรตีนตํ่ากวาเอนไซมท่ีแยกไดจากพืชเล็กนอย  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากความแตกตางกนัของกรดอะมิโนและจํานวนน้ําตาลท่ีถูกเติมในกระบวนการ 
glycosylation ระหวางพืชและยีสต  
 
 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบ้ืองตน โดยใชปริมาณเอนไซมทุกชนิด 0.2 Unit (หา
ไดจากการวดักิจกรรมของเอนไซมกับ 15 mM pNP-Glc)  บน 7.5% นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริ
ลาไมด และตรวจสอบการทํางานของเอนไซม โดยการยอมเจลดวย 1 mM 4-MU-Glc และนําไป
ตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตผลท่ีไดแสดงดังภาพท่ี 24 
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ภาพท่ี 24  การวิเคราะหดวยนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจลของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย

พันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ  (ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue (ข) ยอมดวย 1 mM 4-
MU-Glc และตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดย 
NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และwild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ 

 
 จากการการวิเคราะหอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล และ
ยอมดวยสับสเตรท 4-MU-Glc และ Coomassie brilliant blue โดยใชปริมาณเอนไซมเทากับ 0.2 
Unit พบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีความสามารถในการสลายสับสเตรท           
4-MU-Glc ไดในระดับท่ีแตกตางกัน  โดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F, N189F-
V255F และI185A-N189F-V255F  แสดงกิจกรรมของเอนไซมในระดับใกลเคียงกนั และมากกวา
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุชนิดอ่ืน (ภาพท่ี 24 ข)  แตเม่ือนํา นอน-ดแีนชเชอริง-พอลีอะคริลา
ไมดเจล ไปยอมดวย coomassie brilliant blue  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F 
มีปริมาณโปรตีนนอยท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ก)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-
V255F มีความสามารถในการสลายสับสเตรท 4-MU-Glc ไดดีท่ีสุด  ในทางตรงขาม เอนไซมดัลโค
ชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F มีกิจกรรมของเอนไซมนอยท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ข )  ท้ังท่ีมีปริมาณ
โปรตีนมากท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ก) เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมกลายพันธุชนดิอ่ืน  แสดงใหเหน็วาเอนไซมดลัโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A-V255F มีความสามารถในการสลายสับสเตรท 4-MU-Glc ไดนอยท่ีสุด  สําหรับ 
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เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม มีกิจกรรมของเอนไซม
ตอ 4-MU-Glc ในระดับท่ีใกลเคียงกัน (ภาพท่ี 20 ข)  และจากการวิเคราะหอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล จะเหน็ไดวา  แถบโปรตีนของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีลักษณะเปนปน ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ ซ่ึงมีลักษณะเปนแถบโปรตีนคมชัด  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากในยีสตมีกระบวนการ 
glycosylation มากกวาในพืช 
 
4.  จลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 คาจลนศาสตรของเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  
เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด หาไดโดยการวัดปริมาณกลูโคส
ท่ีเปนผลผลิตจากการสลายสับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน (วิธีการทดลองขอ 6)  ผล
ท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 7-9  และกราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกบัสับสเตรทแตละชนิดแสดง
ในภาพผนวกที่ ช1-ช12 
 
ตารางท่ี 7  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส

ดั้งเดิม  เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลาย pNP-Glc 
 

เอนไซม Km ± S.E. (mM) kcat (s
-1) kcat/Km (M-1s-1) 

ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 3.92±0.46 261±8.5 66,600±8,100 
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 3.91±0.31 237±5.2 60,600±5,000 
ลินามาเรส 0.72±0.04 132±1.3 183,000±10,300 
I185A-N189F 2.99±0.27 59±1.24 20,000±1,800 
I185A-V255F 3.26±0.25 20±0.33   6,000±490 
N189F-V255F 1.09±0.06 199±1.36 183,000±10,000 
I185A-N189F-V255F 1.69±0.15 47±0.75 28,000±2,500 

 
หมายเหตุ  S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
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ตารางท่ี 8  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลาย Dal-Glc 

 
เอนไซม Km+S.E. (mM) kcat (s

-1) kcat/Km (M-1s-1) 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 7.08±0.59 94±4.0 13,000±1,200 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 5.67±0.33 62±1.7 11,000±700 

ลินามาเรส N.D. N.D. N.D. 
I185A-N189F 3.13+0.31 5±0.17 1,600±170 
I185A-V255F 1.52+0.09 3±0.08 2,300±140 
N189F-V255F 3.03+0.36 19±0.77 6,400±800 
I185A-N189F-V255F 0.98±0.11 6±0.17 6,000±690 

 
หมายเหตุ  N.D.: ไมสามารถหาคาได 
S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
 
ตารางท่ี 9  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  

เอนไซมลินามาเรส และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลายลินามาริน  
 
เอนไซม Km + S.E. (mM) kcat (s

-1) kcat/Km (M-1s-1) 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ N.D. N.D. N.D. 
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม N.D. N.D. N.D. 
ลินามาเรสธรรมชาติ 0.84±0.07 80±1.6 94,600±8,000 
I185A-N189F 5.76+0.38 1±0.01 90±6 
I185A-V255F 68.24±9.09 1±0.11 15±3 
N189F-V255F N.D. N.D. N.D. 
I185A-N189F-V255F N.D. N.D. N.D. 

 
หมายเหตุ  N.D.: ไมสามารถหาคาได 
S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
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 จากตารางท่ี 7-9  พบวา เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ  มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc และ Dal-Glc ซ่ึงเปรียบเทียบ
ไดกับคา kcat/Km คลายคลึงกัน  สําหรับเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc  พบวา มี
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน 3 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรสมีความ
เหมาะสม สําหรับการจับกบัสวน pNP ของสับสเตรทมากกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  และในการสลายลินามาริน พบวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซม  
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  ท้ังนี้อาจเปนเพราะลินามารินมี
โครงสรางท่ีมีหมูแทนท่ี 3 หมู ตออยูกับอะตอมของคารบอนท่ีสรางพันธะเบตา-กลูโคซิดิกกับ
น้ําตาลกลูโคส (ภาพท่ี 25)  ซ่ึงโครงสรางลักษณะน้ีอาจขัดขวางการเขาจับกับบริเวณเรงของ
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (Svasti et al., 2003) ใน
ขณะเดียวกัน เอนไซมลินามาเรสก็ไมสามารถสลายสับสเตรท Dal-Glc  ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติ
ของเอนไซมดลัโคชิเนสไดเชนกัน  อาจเปนเพราะโครงสรางของหมูอะไกลโคนของสับสเตรท  
Dal-Glc มีขนาดใหญเกินกวาท่ีจะเขาจับกบัสวนจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส  ในขณะท่ี        
ลินามารินซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสมีขนาดเล็กกวาสับสเตรท Dal-Glc 
มาก 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 25  โครงสรางของสับสเตรทลินามาริน 
 
ท่ีมา: Cereda and Mattos (1996) 
 
 ในการสลาย pNP-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
N189F-V255F มีคา Km ลดลงมาก (ประมาณ 4 เทา) ในขณะท่ีคา kcat คอนขางคงท่ี  ซ่ึงสงผลใหมีคา 
kcat/Km สูงกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และยังใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรส  แต
ในทางตรงกันขาม เม่ือพิจารณาเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุท่ีมี I185A รวมอยูดวย (I185A- 
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N189F, I185A-V255F และ I185A-N189F-V255F)  พบวามีคา kcat ลดลงมาก ในขณะท่ีคา Km ลดลง
เพียงเล็กนอย ซ่ึงก็ทําใหคา kcat/Km ของเอนไซมกลายพันธุเหลานี้ลดลงดวย (2-10 เทา)  นอกจากนี้ 
ถาเพิ่ม I185A ลงในเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F  พบวาสัดสวนของคา kcat/Km ลดลงประมาณ 
7 เทา  แสดงใหเห็นวา N189F และ V255F เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีเพิ่มความสามารถในการจับกับ 
pNP-Glc  ในขณะท่ี I185A เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีลดความสามารถในการเรงปฏิกิริยา  จากผล
การทดลองแสดงใหเห็นวากรดอะมิโน F205 และ F271 ในเอนไซมลินามาเรส (ตรงกับตําแหนง 
N189 และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส ตามลําดับ) เปนตําแหนงท่ีทําใหเอนไซมจับกับ pNP-Glc 
ดวยคา Km ท่ีตํ่า  อาจเปนเพราะการแทนท่ีแอสปาราจีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทมีข้ัว ดวย          
เฟนิลอะลานนีซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว และการแทนท่ีวาลีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภท
ไมมีข้ัว ดวยเฟนิลอะลานีนท่ีมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก และมีขนาดใหญกวาแขนงขาง
ของวาลีนซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  สงผลใหสภาพแวดลอมบริเวณจบัอะไกลโคนของเอนไซมมี
ความเปน hydrophobic เพิ่มข้ึน และทําใหเกิด hydrophobic interaction กับ pNP-Glc  ซ่ึงมีสวน    
อะไกลโคนท่ีมีความเปน hydrophobic ไดมากข้ึน  นอกจากนีแ้ขนงขางของเฟนิลอะลานีนท่ีมีขนาด
ใหญกวาแขนงขางของวาลีน อาจสงผลใหเอนไซมสามารถเขาถึงสับสเตรทท่ีมีหมูอะไกลโคน
ขนาดเล็กอยาง pNP-Glc ไดดี  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีมี I185A รวมอยูดวย  จะมี
ประสิทธิภาพการทํางานลดลง  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโน A201 ในเอนไซมลินามาเรส เปน
ตําแหนงท่ีไมดีสําหรับการเรงปฏิกิริยา  อาจเปนเพราะการแทนท่ีไอโซลิวซีนดวยอะลานีน ทําให
ชองวางในบริเวณจับสับสเตรทใหญข้ึน  อาจมีผลทําใหการวางตัวของน้ําตาลเปล่ียนไป ซ่ึงอาจอยู
ในตําแหนงท่ีไมเหมาะสมในการเรงปฏิกริิยาของเอนไซม  
 
 ในการสลายสับสเตรท Dal-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด 
พบวา คา Km ในการสลาย Dal-Glc ลดลงเล็กนอย (2-6 เทา)  ในขณะท่ีคา kcat ลดลงมากกวา 10 เทา 
ยกเวนเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีมีคา kcat ลดลงเพียง 3 เทา  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม  
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนตําแหนง A201, F205 และ F271 ใน
เอนไซมลินามาเรส (ตรงกับตําแหนง I185, N189F และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส ตามลําดับ) 
เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีลดความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสลาย Dal-Glc  อาจเนื่องมาจาก
การแทนท่ีไอโซลิวซีน ดวยอะลานีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมีแขนงขางส้ันกวา  และการแทนท่ี
แอสปาราจีนและวาลีน ดวยเฟนิลอะลานีน ซ่ึงมีแขนงขางท่ียาวกวา  อาจทําใหการวางตัวของ
สับสเตรทเปล่ียนไป  ทําใหวงน้ําตาลอยูในตําแหนงท่ีไมเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม  
และเม่ือเปรียบเทียบคา kcat  ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุดวยกันเอง  พบวา เอนไซม        
กลายพันธุ N189F-V255F มีคา kcat  สูงท่ีสุด  แตเม่ือเพิ่มตําแหนงกลายพันธุ I185A (I185A-N189F- 
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V255F) เขาไป  ซ่ึงทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุนี้ มีกรดอะมิโนเหมือนเอนไซมลินามาเรส
มากท่ีสุด  พบวาคา kcat ของเอนไซมกลายพันธุนี้ ลดลง 3 เทาของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F  
ช้ีใหเห็นวา กรดอะมิโนตําแหนง A201 ในเอนไซมลินามาเรส  มีผลอยางมากตอการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมดลัโคชิเนส  อาจเปนเพราะ การแทนท่ีไอโซลิวซีนดวยอะลานีน ซ่ึงมีแขนงขางส้ันกวา  
อาจทําใหการวางตัวของสับสเตรทในบริเวณจับอะไกลโคนเปล่ียนไป ทําใหวงน้ําตาลอยูใน
ตําแหนงท่ีไมเหมาะสม ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
 
 เม่ือพิจารณาคา kcat/Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด  พบวา เอนไซมกลาย
พันธุเหลานี้มีคา kcat/Km  ลดลงต้ังแต 2-7 เทา  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  และเม่ือเปรียบเทียบคา kcat/Km  ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุดวยกันเอง  พบวา 
เอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  มีประสิทธิภาพการทํางานใกลเคียง
กัน  ซ่ึงสูงกวา I185A-N189F และ I185A-V255F ประมาณ 3-4 เทา  นอกจากนีย้ังพบวา ถาเพิ่ม 
V255F ลงในเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F (I185A-N189F-V255F) คา kcat/Km เพิ่มข้ึน 4 เทา  
เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมกลายพันธุท่ีมี N189 อยูกับ I185A เพียงลําพัง  และถาเพิม่ N189F ลงใน
เอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F (I185A-N189F-V255F)  คา kcat/Km จะเพิ่มข้ึน 3 เทา  จากผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา  การทํางานรวมกนั ของกรดอะมิโนในตําแหนง F205 และ F271 ของ
เอนไซมลินามาเรส  ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนส ไดดีกวาการมี F อยู
เพียงลําพังในตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง  อาจเปนเพราะการแทนท่ีแอสปาราจีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโน
ประเภทมีข้ัว ดวยเฟนิลอะลานีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว และการแทนท่ีวาลีนซ่ึงเปน
กรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว ดวยเฟนลิอะลานีนท่ีมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก และมีขนาด
ใหญกวาแขนงขางของวาลีนซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  สงผลใหสภาพแวดลอมบริเวณจับอะไกล
โคนของเอนไซมมีความเปน hydrophobic เพิ่มข้ึน จึงสามารถจับและสลายสับสเตรท Dal-Glc ไดดี
ข้ึน  สําหรับการท่ีเอนไซมกลายพันธุ I185A ทํางานรวมกับ N189F หรือ V255F เพียง 1 ตําแหนง  
ทําใหประสิทธิภาพการทํางานลดลงกวาการท่ีมีท้ัง 2 ตําแหนงอยูรวมกัน  อาจเนื่องมาจากการ
แทนท่ีไอโซลิวซีน ดวยอะลานนี ซ่ึงกรดอะมิโนท้ัง 2 ตําแหนง เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว
เหมือนกนั แตกรดอะมิโนอะลานีนมีแขนงขางส้ันกวา  รวมท้ังการแทนท่ีดวยเฟนิลอะลานีน ท่ีเปน
กรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว เพียงตําแหนงเดียว  อาจสงผลใหความเปน hydrophobic ของ
สภาพแวดลอมในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมลดลง  ดังนั้น hydrophobic interaction  
ระหวาง Dal-Glc กับเอนไซมกลายพันธุจึงลดลงดวย  นอกจากนี้ การแทนท่ีไอโซลิวซีนดวย              
อะลานีน  อาจทําใหการวางตัวของสับสเตรทเปล่ียนไป ทําใหวงน้ําตาลอยูในตําแหนงท่ีไม
เหมาะสม ในการจับและเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
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 จากผลการศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมในการสลายสับสเตรท Dal-Glc  ซ่ึงเปน
สับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  ผูทําการทดลองไดทําการแปรผลเชิงปริมาณ เพื่อ
อธิบายหนาท่ีของกรดอะมิโนแตละตําแหนง และอันตรกิริยาท่ีมีระหวางกัน  โดยคํานวณจํานวนเทา
ของการลดลงของคา kcat และ Km เปรียบเทียบกับคา kcat และ Km  ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม ตามวิธีของ Mildvan ในป 2004 (ตารางท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 10  คา kcat และ Km ของการสลาย Dal-Glc ท่ีลดลง เปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนท

ดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
 

เอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ 

kcat  Km 
experimental  expected  experimental  expected 

fold-
change 

Log fold-
change 

 
 

Log fold- 
change 

 
 

fold-
change 

Log fold-
change 

 Log fold- 
change 

I185A 84 1.92  -  4 0.54  - 
N189F 2 0.24  -  9 0.95  - 
V255F 40 1.60  -  3 0.51  - 

I185A-N189F 13 1.10  2.16  2 0.26  1.49 

I185A-V255F 18 1.26  3.52  4 0.57  1.05 
N189F-V255F 3 0.51  1.84  2 0.27  1.46 
I185A-N189F-V255F 11 1.02  3.76  6 0.76  2.00 

 
 นําคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat และ Km เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม จากตารางท่ี 10 มาวิเคราะหตาม Mildvan  ผลท่ีไดแสดงดังภาพที่ 26-27 
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ภาพท่ี 26  อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการเรงปฏิกิริยา (kcat ) เม่ือ

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม (W/T)  โดยเสนปะ แสดงถึง 
ผลบวกของคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat ระหวาง เอนไซมกลายพันธุ 1 
ตําแหนง 2 และ 3 ชนิด 
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I185A = ↓kcat 101.92 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 101.26 fold 

N189F = ↓ kcat 100.24 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 100.51 fold 

I185A = ↓kcat 101.92 fold 

N189F= ↓kcat 100.24 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 101.02 fold 

I185A= ↓ kcat 101.92 fold 

N189F = ↓kcat 100.24 fold 

DM = ↓kcat 101.10 fold 
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ภาพท่ี 27  อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการจบัสับสเตรท (Km)  เม่ือ

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม (W/T)  โดยเสนปะ แสดงถึง 
ผลบวกของคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat และ Km ระหวาง เอนไซมกลายพนัธุ 
1 ตําแหนง 2 และ 3 ชนิด 

 
 เม่ือพิจารณาคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียนของ kcat  และคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน
ของ Km   เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  พบวา  เอนไซมกลายพันธุ        

2-3 ตําแหนงทุกชนิดมีคา kcat  ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว (ΔG1+2  = ΔG1+ΔG2)  และนอยกวาการ
ทํากลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง (ภาพท่ี 26 และ 27)  ในขณะเดียวกันเอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 2-3 
ตําแหนงทุกชนิด  ยกเวน I185A-V255F มีคา Km  ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว และนอยกวาการทํา
กลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง เชนเดยีวกัน  จากผลการทดลอง แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุทุกชนิด มีผลของการกลายพันธุในการเรงปฏิกิริยา และการจับกับสับสเตรทเปนแบบ 

Antagonistic (ΔG1+2  < ΔG1)  ยกเวนผลของการจับสับสเตรทของ I185A-V255F  ซ่ึงเกิดเนื่องจาก
กรดอะมิโนในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานใหผลตรงขามกัน (opposing effects)  
 

I185A= ↓ km100.54 fold 

N189F = ↓km100.95 fold 

DM = ↓km100.26 fold 

I185A= ↓ km100.54 fold 

V255F= ↓km 100.51 fold 

DM = ↓ km 100.57 fold 

N189F= ↓ km100.95 fold 

V255F= ↓ km100.51 fold 

DM = ↓ km100.27 fold 

I185A = ↓ km100.54 fold 

N189F= ↓ km100.95 fold 

V255F= ↓ km100.51 fold 

DM = ↓ km100.76 fold 
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ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกัน โดยผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ีดี จะหักลางผลของการกลาย
พันธุในตําแหนงท่ีไมดี (ภาพท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F เม่ือพิจารณาคา log ของจํานวนเทาท่ี
เปล่ียนของ Km  พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F มีคา Km ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว คือ     
10 1.05 เทา  แตมากกวาการทําการกลายพันธุเพียง 1 ตําแหนงเล็กนอย (ภาพท่ี 27)  จากผลดังกลาว 
แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  มีผลของการกลายพันธุในการจับกับ

สับสเตรท เปนแบบ partially additive effects (ΔG1  < ΔG1+2 <  ΔG1+ΔG2)  ซ่ึงเกิดเนื่องจาก ท้ัง 
A185 และ F255 ในเอนไซมดัลโคชิเนสทํางานรวมกนัในการเรงปฏิกิริยาเดียวกันในการจับกับ
สับสเตรท (ภาพท่ี 7) 
 
 
 
 
 
 เม่ือพิจารณาคาจลนศาสตรในการสลายสับสเตรทลินามารินของเอนไซมดัลโคชิเนส         
กลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด  พบวา มีเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 ชนิด ท่ีสามารถสลาย
สับสเตรทลินามารินได คือ I185A-N189F และ I185A-V255F  ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจ  เพราะเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 ตําแหนง N189F-V255F  และ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 3 ตําแหนง ไมสามารถสลายลินามารินได  จากผลการทดลองแสดง
ใหเห็นวา กรดอะมิโนตําแหนง A201 ในเอนไซมลินามาเรสชวยเพิ่มความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยา  แต A201 เพียงตําแหนงเดียวไมเพียงพอในการเพ่ิมความสามารถในการเรงปฏิกิริยา  โดย
ตองทํางานรวมกับ F201 หรือ F271 ในเอนไซมลินามาเรส  โดยเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F 
และ I185A-V255F  มีคา kcat เทากัน แต I185A-N189F มี Km นอยกวา I185A-V255F จึงสงผลให 
I185A-N189F มีคา kcat/Km มากกวา I185A-V255F ดวย  แสดงใหเห็นวา การแทนท่ีกรดอะมิโน
แอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 ของเอนไซมดลัโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ทําใหรูปราง
ในบริเวณชองจับอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส มีความเหมาะสมในการรับและตัดลินามาริน  

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation
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มากกวาการแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ีตําแหนง 255 ดวยเฟนิลอะลานีน (ภาพท่ี 28 ค และง)  
นอกจากรูปรางแลว  อาจเปนเพราะการแทนท่ีกรดอะมิโนแอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 ซ่ึงเปน
กรดอะมิโนประเภทมีข้ัว ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน ซ่ึงไมมีข้ัว อาจทําใหมีความเหมาะสมใน
การรับและตัดลินารินซ่ึงเปนสารประเภทไมมีข้ัวมากกวา  ในขณะท่ีการแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ี
ตําแหนง 255 ดวยเฟนิลอะลานีน  ไมไดเปล่ียนคุณสมบัติของกรดอะมิโน เพราะกรดอะมิโนท้ัง         
2 ชนิด เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัวเหมือนกัน   สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-
V255F ซ่ึงไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนตําแหนง F205 และ 
F271 ในเอนไซมลินามาเรส ทํางานตรงขามกัน เพราะจากผลการทดลองจะเหน็ไดวา  เม่ือมีกรด       
อะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนงอยูดวยกัน จะไมสามารถตัดลินามารินได  อาจเนือ่งมาจากการ
แทนท่ีกรดอะมิโนแอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 รวมกับแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ีตําแหนง 255 
ดวยเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนง ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมีขนาดใหญ  อาจทําใหแขนงขางท่ีมีขนาด
ใหญนี้ขัดขวางการเขาจับบริเวณเรงของสับสเตรทลินามาริน ซ่ึงมีโครงสรางท่ีมีหมูอะไกลโคนท่ีมี
หมูแทนท่ี 3 หมู ติดอยูกับอะตอมของคารบอน (ภาพท่ี 28 จ) 
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ภาพท่ี 28  แผนภาพจําลอง แสดงแขนงขางของกรดอะมิโนท่ีช้ีเขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ของ

เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง โดย  (ก) เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  (ข) เอนไซมลินามาเรส  (ค) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F  
(ง) เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  (จ) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
N189F-V5255F  (ฉ) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F; A : กรดอะ
มิโนอะลานีน  I: กรดอะมิโนไอโซลิวซีน  F: กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  N: กรดอะมิโน
แอสปาราจีน  และ V: กรดอะมิโนวาลีน  

 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับ
เอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  ไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  และท่ีนาประหลาดใจ คือ 
เอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F และ I185A-V255F ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามา
เรสนอยกวาเอนไซมกลายพนัธุ 3 ตําแหนง  แตสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  อาจเปน
เพราะการทํากลายพันธุเพยีง 2 ตําแหนง  ทําใหรูปรางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโค    
ชิเนสกลายพันธุ  มีความเหมาะสม มากกวาการทําการกลายพันธุ 3 ตําแหนง  สําหรับการรับ 

(ก) (ข) (ค) 

(ง) (จ) (ฉ) 
I185A-N189F 

I185A-V255F 

Linamarase Recombinant dalcochinase 

N189F-V255F I185A-N189F-V255F 
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สับสเตรทลินามาริน  เพราะในเอนไซมกลายพันธุ 3 ตําแหนงนั้น  มีกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนถึง   
2 ตําแหนง  ซ่ึงอาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมลดลง (ภาพท่ี 28 ฉ) อาจทําให
สับสเตรทลินามารินเขาไปในบริเวณดังกลาวไดยาก  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของเอนไซม
กลายพันธุ N189F-V255F ท่ีไมสามารถสลายลินามารินไดเชนกนั  แตอยางไรก็ตามในเอนไซมลินา
มาเรส ซ่ึงมีกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนงเหมือนกัน  สามารถสลายลินามารินได  แสดงใหเห็นวา อาจมี
กรดอะมิโนในเอนไซมลินามาเรสท่ีมีแขนงขางยื่นเขาไปในชองจับอะไกลโคนในตําแหนงอ่ืน  ซ่ึง
อาจมีความสําคัญกับรูปรางในบริเวณชองจบัอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงทําให
เหมาะสมในการสลายลินามารินได  ดังนัน้ อาจจะทําการกลายพันธุในตําแหนงอ่ืน  โดยทําหลาย ๆ 
ตําแหนงพรอมกัน  เพื่อทําใหรูปรางในบริเวณชองจับสับสเตรท ของเอนไซมดัลโคชิเนส มีความ
เหมาะสมท่ีจะรับสับสเตรทลินามาเรสมากข้ึน 
 
 เพื่อใหเกิดความแมนยําและนาเช่ือถือของผลการทดลอง ผูทําทดลองจึงเลือกใชคาทาง
จลนศาสตรจากกราฟ Michaelis-Menten  ท่ีมีคา R2 ต้ังแต 0.99 ข้ึนไป (ภาคผนวก ช)  เนื่องจากการ
หาคา Km  ตองการความแมนยําสูง และคา Km มีการเปล่ียนแปลงไดงายถามีความคลาดเคล่ือนในการ
ทดลองเพียงเล็กนอย  ความคลาดเคล่ือนในการทดลองอาจเกิดจาก ผูทําการทดลองไมมีความ
แมนยําในข้ันตอนการทําปฏิกิริยา เชน เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา หรือปริมาตรของเอนไซมท่ีใช
อาจไมแมนยํา  นอกจากนี้เอนไซมท่ีใชก็ตองมีความบริสุทธ์ิ เพื่อท่ีจะไดคา kcat ท่ีถูกตองแมนยํา 
 
5.  การเรงปฏกิิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 5.1.  การศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 
 นําเอนไซมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิปริมาณ 0.1 unit มาทําปฏิกิริยากับ 10 mM             
pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และ 0.9 M n-butanol  เปนตัวรับกลูโคส ใน 0.1 M sodium acetate, pH 
5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml  บมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 120 ช่ัวโมง  เก็บผลผลิตท่ี
เวลาตาง ๆ กัน นําไปวิเคราะหผลโดยเทคนคิโครมาโตกราฟบนช้ันบาง (Thin-Layer 
Chromatography, TLC)  และนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดดวยเคร่ือง scanning densitometry  
จากนั้นนําคาท่ีไดไปคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคา % mole ของ alkyl glucoside (Svasti et al., 2003) 
และสรางกราฟระหวาง % mole ตอเวลา โดยผลที่ไดแสดงดังภาพท่ี 29 
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ภาพท่ี 29  % Mole ของ n-butyl glucoside ท่ีไดจากปฏิกริิยายายหมูกลูโคสท่ีเวลาตาง ๆ กัน โดยใช 

pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช 0.9 M n-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดยเอนไซมดลั
โคชิเนสกลายพันธุชนิดตาง ๆดังนี้ I185A ( ), N189F ( ), V255F ( ), I185A-N189F 
( ), I185A-V255F ( ), N189F-V255F ( ), I185A-N189F-V255F ( ) และเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม ( ) เอนไซมลินามาเรส ( ) 

 
 จากกราฟแสดงใหเห็นวาสัดสวนของ n-butyl glucoside ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของ
ปฎิกิริยานี้จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายในเวลาประมาณ 24 ช่ัวโมง และจะลดลงหลังจากผาน 24 
ช่ัวโมงไปแลว สําหรับเอนไซมทุกชนิด ยกเวนปฏิกิริยาท่ีใชเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
V255F, I185A-N189F-V255F และ เอนไซมลินามาเรส ท่ีมีสัดสวนของ n-butyl glucoside คอนขาง
คงท่ี  แสดงใหเห็นวาเอนไซมท้ัง 3 ชนิดนีส้ามารถสลายผลิตภัณฑ n-butyl glucoside ไดไมดี สวน
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส สามารถผลิต n-butyl glucoside ไดนอย และยังสามารถสลาย
ผลิตภัณฑไดด ี ทําใหไดปริมาณผลิตภัณฑสุทธินอยกวาเอนไซมชนิดอ่ืนๆ  และจากการที่สัดสวน
ของ n-butyl glucoside ลดลง  ท้ังนี้อาจเนือ่งมาจากเกดิการสลายของ n-butyl glucoside เม่ือใชเวลา
ในการทําปฏิกริิยาเปนเวลานาน  ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ ซ่ึงพบวา  สัดสวนของ alkyl 
glucoside เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมง และจะลดลงอยางรวดเร็ว พรอม ๆ กับการ
เพิ่มข้ึนของปริมาณกลูโคส หลังจากผาน 24 ช่ัวโมงไปแลว เม่ือใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมัน
ปะหลังปริมาณ 16.7 nkat/ml ในการทําปฏิกิริยา ซ่ึงเทากับปริมาณเอนไซมท่ีใชในการทดลองนี้ 
(Savasti et al., 2003)  ดังนั้นในการทดลองตอไป ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบสมบัติการเรงปฏิกิริยายาย 
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หมูกลูโคสโดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  ผูทําการทดลองจึงจะเลือกใชเวลาในการทําปฏิกิริยา
ยายหมูกลูโคสเทากับ 20 ช่ัวโมง  สําหรับทุกเอนไซมท่ีจะใชในการทาํปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
 

5.2.  เปรียบเทียบสมบัติการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 จากการศึกษากอนหนานี้ พบวา แอลกอฮอลบางชนิด เชน n-butanol, iso-butanol และ 
sec-butanol มีขอจํากัดในการเพ่ิมความเขมขน เชนท่ีความเขมขน 10 M เอนไซมดัลโคชิเนสธรรม
ชาติไมสามารถผลิต n-butyl glucoside ได (Svasti and Lirdprapamongkol, 2000)  อาจเนื่องมาจาก
ความเขมขนของแอลกอฮอลสูงๆ ทําใหความสามารถในการละลายของแอลกอฮอลลดลง ซ่ึงสงผล
ใหการเกิดปฏิกิริยานั้นไมดี เพราะจะเกิดการแยกช้ันระหวางน้ําและแอลกอฮอล หรืออาจเปนเพราะ
เม่ือความเขมขนของแอลกอฮอลเพิ่มข้ึน ทําใหกจิกรรมของน้ํา (water activity) ลดลง  ซ่ึงน้ําจะมี
ความสําคัญในการชวยทําใหเอนไซมละลาย  จากการทดลองกอนหนานี้ พบวาปริมาณนํ้าท่ี
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากเช้ือ Thermotoga  
neapolitana  เทากับ 16% (Turner et al., 2007)  ในทางตรงขามถาใชความเขมขนของแอลกอฮอล
ในการทําปฏิกริิยานอยกวา 0.9 M เชน 0.5 หรือ 0.6 M  พบวา เอนไซมสามารถทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสได แตปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดจะตํ่ากวาการใชแอลกอฮอลความเขมขน 0.9 M เชน ท่ี
ความเขมขนของแอลกออลเทากับ 0.5 M จะพบวาสัดสวนของ n-butyl glucoside เทากับ 78 % แต
ถาใชความเขมขนของแอลกฮอลเทากับ 0.9 M จะไดผลิตภัณฑเทากับ 89 % (Svasti and 
Lirdprapamongkol, 2000)  ดังนั้นในการเปรียบเทียบปฏิกริิยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอล
ชนิดตาง ๆ เปนตัวรับกลูโคส ผูทําการทดลองจึงจะใชแอลกอฮอลท่ีความเขมขน 0.9 M ใน
การศึกษาปฏิกริิยาการยายหมูกลูโคส  โดยนําเอนไซมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ ปริมาณ 0.1 unit มาทํา
ปฏิกิริยาโดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช 0.9 M methanol, ethanol, n-propanol, 
iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol และ tert-butanol  เปนตัวรับกลูโคส  ปรับ
ปริมาตรใหได 100 μl ดวย 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
พรอมเขยา เปนเวลา 20 ช่ัวโมง  โดยในการทดลองนี้ไดใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 
ตําแหนง ในการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสดวย เพื่อความแมนยําในการเปรียบเทียบ  จากนั้นนําไป
วิเคราะหผลิตภัณฑท่ีไดโดยเทคนคิ TLC  และนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดดวยเคร่ือง 
scanning densitometry  โดยปริมาณของ alkyl glucoside จะถูกแสดงในรูปของ % mole โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคส  pNP-Glc และเมทิล กลูโคไซด (ภาคผนวก ซ)  ผลท่ีได
แสดงดังภาพท่ี 30-33  และตารางท่ี 11 
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ภาพท่ี 30  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M 

methanol (ข) 0.9 M ethanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนท
ดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 เปน 
nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ภาพท่ี 31  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M                  

n-propanol (ข) 0.9 M n-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 32  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M iso-

propanol (ข) 0.9 M iso-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ภาพท่ี 33  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M            

sec-butanol (ข) 0.9 M tert-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ตารางท่ี 11  % mole ของ alkyl glucoside ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยเอนไซม     
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม เอนไซมลินามาเรส 
และเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 

 

เอนไซม 
แอลกอฮอลปฐมภูมิ แอลกอฮอลทุติยภูมิ 

MeOH EtOH n-prop n-but iso-but  iso-prop sec-but 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 29 26 25 55 50  4 8 
รีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม 

29 20 19 37 29  4 9 

ลินามาเรส 80 84 87 81 100  83 78 
I185A 28 52 65 80 90  15 21 
N189F 52 80 88 96 83  14 12 
V255F 57 63 76 91 89  13 32 
I185A-N189F 44 83 86 89 93  43 44 
I185A-V255F 47 66 79 77 82  35 16 
N189F-V255F 74 68 63 62 48  6 0.9 
I185A-N189F-V255F 60 92 85 92 95  67 32 

 

หมายเหตุ; MeOH: methanol, EtOH: ethanol, n-prop: n-propanol, n-but: n-butanol,                                   
iso-but: iso-butanol, iso-prop: iso-propanol, sec-but: sec-butanol 

 
 จากผลการทดลอง (ตารางท่ี 11)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซม        
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ไดปริมาณของผลิตภัณฑใกลเคียงกัน เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
และแอลกอฮอลทุติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคส  โดยใชแอลกอฮอลปฐมภมิูไดดีท่ีสุด และใชแอลกอฮอล
ทุติยภูมิไดเล็กนอย  แตไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมิไดเลย  ซ่ึงสอดคลองกับท่ีมีการรายงานไว
กอนหนานี้ (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)  อยางไรก็ตามสําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรม
ชาติ  พบวาในการใช n-propanol และ n-butanol เปนตัวรับกลูโคส มีปริมาณของผลิตภัณฑนอยกวา
ท่ีเคยรายงานไวมาก (71%, 89% สําหรับ n-propanol และ n-butanol ตามลําดับ)  อาจเนือ่งมาจาก
เอนไซมท่ีใชเปนคนละชุดกนัในการทดลอง  หรืออาจเปนเพราะเอนไซมท่ีใชเก็บไวเปนเวลานาน
แลว ทําใหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมลดลง 
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 เม่ือพิจารณาเอนไซมลินามาเรส  พบวา เอนไซมลินามาเรสสามารถเรงปฏิกิริยายาย
หมูกลูโคสไปใหแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซม     
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ  และเปนเอนไซมเพยีงชนิดเดียวท่ีสามารถยายหมูกลูโคสไปใหแอลกอฮอล
ชนิดตติยภูมิได ซ่ึงตรงกับท่ีเคยมีรายงานไวกอนหนานี ้(Svasti et al., 2003)  โดยในการทดลองนี้ได     
% mole ของ tert-butyl glucoside เทากับ 56%  การที่เอนไซมลินามาเรสสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไปให แอลกอฮอลตติยภูมิได ในขณะท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสไมสามารถทําได  อาจ
เนื่องมาจากโครงสรางของแอลกอฮอลตติยภูมิ คลายคลึงกับโครงสรางของสวนอะไกลโคนของ    
ลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรส คือ  มีหมูแทนท่ี 3 หมูตรงคารบอนท่ี
ตอกับพันธะเบตา-กลูโคซิดิก ซ่ึงทําใหตําแหนงจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส สามารถ
รองรับโครงสรางคารบอนท่ีมีหมูแทนท่ี 3 หมูเหมือนลินามารินได (Svasti et al., 2003) โดยผลการ
ทดลองนี้ก็สอดคลองกับการศึกษาคาจลนศาสตรของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และ
ไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ท่ีไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได 
 
 เม่ือพิจารณาการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ
กลูโคส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเกือบทุกชนิดสามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวา
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ยกเวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ท่ีไดผลผลิต
ใกลเคียงกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม เม่ือใช methanol เปนตัวรับกลูโคส  และใน
ทํานองเดียวกนัเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
เกือบทุกชนดิ สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
ยกเวน เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม เม่ือใช sec-butanol เปนตัวรับกลูโคส  อยางไรก็ตามไมมีเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุชนดิใด  ท่ีสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสไดเลย 
 
 สําหรับการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
N189F เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับกลูโคส พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา 
I185A (methanol, ethanol, n-propanol )  และดีใกลเคียงกับ N189F  และยงัผลิต alkyl glucoside ได
ดีใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรส เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเกือบทุกชนิด ยกเวน methanol เทานัน้ 
ท่ีผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  ในแอลกอฮอลทุติยภูมิ  พบวา I185A-
N189F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และ N189F  แสดงใหเห็นวาเกดิการทํางานรวมกนั
ของ A185 และF189 ในเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ในการเพิ่มประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา 
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ยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและแอลกอฮอลทุติยภูมิ  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนท่ี
ตําแหนง 185 ของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน ท่ีมีแขนงขางยาว ดวยกรดอะมิโนอะลานีนท่ีมีแขนงขาง
ส้ันลง นาจะเปนการลดความเกะกะของแขนงขาง ทําใหแขนงขางของกรดอะมิโนอะลานีนไมไป
ขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม และการแทนท่ีตําแหนง 189 ของกรดอะมิโน
แอสปาราจีนซ่ึงมีประจุ ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนซ่ึงเปน hydrophobic ซ่ึงนาจะเพิ่มความเปน 
hydrophobic ใหแกบริเวณจับอะไกลโคน และทําใหเอนไซมมีโครงสรางท่ีเหมาะสมมากข้ึน  ดังนัน้
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F จึงสามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และแอลกอฮอล
ทุติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคสในปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีข้ึน  เพราะชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
กวางข้ึน ทําใหแอลกอฮอลทุติยภูมิเขาไปไดงายข้ึน รวมท้ังแอลกอฮอลเปนสารท่ีมีความเปน 
hydrophobic จึงทําใหเกิด hydrophobic interaction ระหวางแอลกอฮอลกับกรดอะมิโนท่ีเปน 
hydrophobic ไดด ี
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V2555F  เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ
เปนตัวรับกลูโคส  พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และดีใกลเคียงกับ V255F  
สวนในแอลกอฮอลทุติยภูมิ พบวา I185A-V2555F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และ 
V255F ใน iso-propanol แตแยกวา V255F เม่ือใช sec-butanol  ท้ังนี้อาจเนื่องจากการแทนท่ี
ตําแหนง 185 ของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน ท่ีมีแขนงขางยาว ดวยกรดอะมิโนอะลานีนท่ีมีแขนงขาง
ส้ันลง นาจะเปนการลดความเกะกะของแขนงขางของกรดอะมิโน  และทําใหชองวางในบริเวณจับ
กับสับสเตรทของเอนไซมเพิ่มมากข้ึน ทําใหไมขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม  
ดังนั้นจึงทําใหเอนไซมสามารถเขาถึงแอลกอฮอลปฐมภมิูท่ีมีคารบอนสายยาวมากกวา 2 อะตอม 
และแอลกอฮอลทุติยภูมิซ่ึงมีแขนงขางเกะกะไดดีข้ึน  และการแทนท่ีตําแหนง 255 ของกรดอะมิโน
วาลีนดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน ซ่ึงกรดอะมิโนท้ัง 2 ชนิดเปน hydrophobic เหมือนกัน แต
กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก  จึงมีขนาดใหญกวาแขนงขางของวา
ลีน ซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  โดยแขนงขางกรดอะมิโนเฟนิลอะลานนีนาจะทําใหเกิด 
hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดดี  แตอาจจะสงผลใหชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรท 
ของเอนไซมลดลงกวาเดิม จึงทําใหไมเหมาะสมสําหรับ sec-butanol ซ่ึงมีโครงสรางท่ีมีความเกะกะ
มากกวา iso-propanol 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V2555F เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ
เปนตัวรับกลูโคส  พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา N189F และ V255F ใน methanol 
แตแยกวาในแอลกอฮอลชนิดอ่ืน  รวมท้ังเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสดวย  อาจ 
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เนื่องมาจากการแทนท่ีตําแหนง 189 ของกรดอะมิโนแอสปาราจีน ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน 
รวมกับการแทนท่ีตําแหนง 255 ของกรดอะมิโนวาลีนดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนเชนเดียวกนั 
ซ่ึงกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนมีโครงสรางขนาดใหญ  อาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
ลดลง  จึงอาจทําใหการเขาไปรับกลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทของแอลกอฮอลเกิดไดนอย  
โดยเฉพาะเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิ ซ่ึงมีแขนงขางใหญและเกะกะกวา จึงอาจทําใหไปขัดขวาง
การเขาไปรับกลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทของแอลกอฮอล  แตอยางไรก็ตามการทํากลายพันธุ 
N189F-V255F ทําใหสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดเีม่ือ methanol อาจเปนเพราะแทนท่ีดวย
กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนงนี ้จะทําใหความเปน hydrophobic ในบริเวณจับ             
สับสเตรทของเอนไซมเพิ่มมากข้ึน จึงทําใหเกิด hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดมากข้ึน 
รวมท้ังการท่ีกรดอะมิโนเฟนลิอะลานีนมีขนาดใหญ จึงสงผลใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
เล็กลง ดังนั้น methanol ซ่ึงมีขนาดเล็กกจ็ะเขาถึงไดดีข้ึน 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F พบวาสามารถผลิต 
alkyl glucoside ไดดีมาก เกือบเทากับเอนไซมลินามาเรส เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ
กลูโคส ยกเวน methanol  และเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภมิูเปนตัวรับกลูโคส  พบวา I185A-N189F-
V2555F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A, N189F และ V255F และดีใกลเคียงกบัเอนไซม             
ลินามเรส ใน iso-propanol  สําหรับ sec-butanol  พบวา I185A-N189F-V2555F ผลิต alkyl 
glucoside และดีใกลเคียงกับ V255F หรือ I185A-N189F แตนอยกวาเอนไซมลินามาเรสประมาณ   
2 เทา  อาจเนื่องมาจากสภาพแวดลอมในบริเวณจับกับอะไกลโคนมีความเปน hydrophobic 
เหมาะสมจากการท่ีมีกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนง และ การมีชองวางในบริเวณจับกับ
สับสเตรท ของเอนไซมเพิ่มมากข้ึนจากการเปล่ียนกรดอะมิโนไอโซลิวซีนเปน กรดอะมิโน          
อะลานีน  และจากการท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F สามารถผลิต alkyl 
glucoside โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิไดดีกวาการใชแอลกอฮอลทุติยภมิูเปนตัวรับกลูโคส  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุชนิดนี้ มีการแทนท่ีกรดอะมิโนในตําแหนง 189 และ 255 
ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ซ่ึงมีแขนงขางขนาดใหญ  อาจจะไปขัดขวางการเขามารับกลูโคส
ของแอลกอฮอลทุติยภูมิชนดิ iso-propanol และ sec-butanol ซ่ึงมีแขนงขางท่ีเกะกะ  นอกจากนี้ถา
เปรียบเทียบระหวาง iso-propanol และ sec-butanol จะเหน็วา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V2555F สามารถผลิต alkyl glucoside โดยใช iso-propanol ไดมากกวา sec-butanol  
อาจเปนเพราะโครงสรางของ iso-propanol มีขนาดเล็กกวา sec-butanol  ทําใหสามารถเขาไปรับ
กลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทไดดีกวา   
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 แตอยางไรก็ตามเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F  ซ่ึงมี                 
กรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  กลับไมสามารถสังเคราะห alkyl glucoside 
โดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ในขณะที่เอนไซมลินามาเรสสามารถทําได  ท้ังนี้
อาจเปนเพราะ การแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส  ดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามา
เรสในตําแหนงท่ีสอดคลองกัน เพยีง 3 ตําแหนงดังกลาว (ภาพท่ี 28 ฉ)  อาจจะยังไมเพียงพอท่ีจะทํา
ใหขนาดในบริเวณชองจบัอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ มีความเหมาะสม  สําหรับ
การเขาไปรับกลูโคสของแอลกอฮอล tert-butanol ซ่ึงมีโครงสรางท่ีเกะกะ ไดเหมือนกับเอนไซม   
ลินามาเรส  ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาทางจลนศาสตร ท่ีพบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V255F  ยังไมสามารถเรงปฏิกิริยาสลายลินามาริน  ซ่ึงมีโครงสรางคลายกับ
แอลกอฮอลตติยภูมิได  จากผลการทดลอง  ดูเหมือนวา  ถาจะเพิ่มความสามารถในการสราง tert-
butyl glucoside  จะตองเพ่ิมชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของเอนไซม แตตองคงความเปน 
hydrophobic ไวเชนเดิม 
 
 จากผลการทดลอง  สรุปไดวา การทําการกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ( I185A, 
N189F และ V255F)  สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช 
แอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิไดดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  แสดงวา  A185, F189 และ F255 ในเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  เปนกรดอะมิโนท่ีชวย
ทําใหสภาพแวดลอมภายในบริเวณจับอะไกลโคนของสับสเตรท มีความเหมาะสมในการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและแอลกอฮอลทุติยภูมิไดดีข้ึน และเม่ือทําการ
กลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 ตําแหนง (I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-
N189F-V255F)  พบวา สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช 
แอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิ  ถาสภาพแวดลอมในสวนจับอะไกลโคนมีความเปน hydrophobic 
ท่ีเหมาะสม  และชองวางในสวนจับอะไกลโคนตองมีขนาดท่ีเหมาะสม สําหรับการเขาทําปฏิกิริยา
โดยแอลกอฮอล  ยกเวนเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสลดลง ถาแอลกอฮอลสายยาวข้ึน หรือ แอลกอฮอลทุติยภูมิ  เม่ือเปรียบเทียบ
กับการทํากลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง  แสดงวาการทํากลายพันธุท่ีตําแหนง F189 รวมกับ F255  
ทําใหสภาพแวดลอมในบริเวณจับสวนอะไกลโคนของเอนไซมไมเหมาะสม เพราะแขนงขางท่ีมี
ขนาดใหญของท้ังคู ทําใหชองวางในการเขารับน้ําตาลกลูโคสของแอลกอฮอลทุติยภูมินอยลง 
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 จากตารางท่ี 11  คาท่ีไดจากการวัดปริมาณ alkyl glucoside ดวยเคร่ือง scanning 
densitometer นั้นอาจมีความคลาดเคล่ือนเล็กนอย เพราะวาปริมาตรของสารท่ีทําการหยดลงบนแผน 
TLC อาจไมแมนยํา เนื่องจากสารอาจติดคางอยูในอุปกรณท่ีใชหยดสาร นอกจากนี้ลักษณะของจุด
บนแผน TLC อาจจะมีรูปรางไมกลม และความเขมภายในจุดไมสมํ่าเสมอ แตอยางไรก็ตามคาท่ีได
ก็อยูในระดับท่ีนาเช่ือถือ  เพราะจะพิจารณาจากคา R2 ท่ีไดจากกราฟมาตรฐานของแอลกอฮอลแต
ละชนิด ซ่ึงมีคาต้ังแต 0.90 ข้ึนไป  อีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถตรวจสอบประสิทธิภาพการเรงปฏิกิริยายาย

หมูกลูโคสของเอนไซมได  คือวิธีหยุดการทํางานของเอนไซมดวย 2′, 4′-dinitrophenyl-2-deoxy-2-
fluoro-β-D-glucopyranoside  จากนั้นบมเอนไซมท่ีไมทํางานนี้กับแอลกอฮอลชนิดตาง ๆ แลวทํา
การวัดปริมาณเอนไซม ท่ีไดรับการกระตุนใหกลับมาทํางานไดเหมือนเดิม (reactivation) จาก
แอลกอฮอล (Hommalai et al., 2005)  ซ่ึงแตกตางจากวธีิท่ีใชในการทดลองนี้ เพราะในการทดลอง
นี้ เปนการวัดปริมาณผลิตภณัฑสุทธิท่ีได  ปริมาณผลิตภณัฑท่ีวดัไดอาจนอยกวาท่ีเปนจริง เพราะ
เอนไซมอาจสลายผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 วัตถุประสงคของงานวิจยันี ้ คือสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2-3 ตําแหนง  
โดยการแทนที่กรดอะมิโน ในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนท่ี
สอดคลองกันของเอนไซมลินามาเรส ไดแก I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ 
I185A-N189F-V255F  เพื่อตรวจสอบอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท่ีมีผลตอความจําเพาะในการ
สลายสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ถูกผลิตใน P. pastoris  โดยใช 0.5 % (v/v) 
methanol เปนตัวเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีน  และถูกทําใหบริสุทธ์ิโดยผาน ultrafiltration 
membrane, phenyl sepharose chromatography และ Ni2+-ion affinity chromatography ตามลําดับ  
ซ่ึงปญหาท่ีพบในข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิเอนไซม คือ กิจกรรมของเอนไซมลดลงคอนขางมาก  ซ่ึง
อาจจะเกิดจากการปนเปอนของเอนไซมโปรตีเอส  ดังนั้น ในการทําบริสุทธ์ิเอนไซมคร้ังตอไป  
ควรเติมสารยบัยั้งการทํางานของเอนไซมโปรตีเอสลงไปดวย เชน phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF) 
 
 จากนั้นเอนไซมท่ีมีความบริสุทธ์ิแลว  ถูกนํามาศึกษาความสามารถของเอนไซมในการ
สลายสับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และลินามาริน โดยเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดมิ  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F มีความจําเพาะตอ pNP-Glc 
เพิ่มข้ึน ในขณะท่ีเอนไซมกลายพันธุชนดิอ่ืนมีความจําเพาะตอ pNP-Glc ลดลง  สําหรับสับสเตรท 
Dal-Glc พบวาเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดมีความจําเพาะตอ Dal-Glc ลดลง  และสําหรับการสลาย
สับสเตรทลินามาริน  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F และ I185A-V255F 
สามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  โดยเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F มีประสิทธิภาพการ
ทํางานดีกวา I185A-V255F ประมาณ 6 เทา  แตอยางไรกต็ามเอนไซมกลายพันธุท้ัง 2 ชนิดนี้ ยังมี
ความสามารถในการตัดลินามาริน นอยกวาเอนไซมลินามาเรสประมาณ 1,000 และ 6,000 เทา 
ตามลําดับ  นอกจากนีย้ังเปนท่ีนาประหลาดใจ เนื่องจากเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F  
ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด ไมสามารถสลายลินามารินได  ซ่ึงจากผล
การทดลองดังกลาวสรุปไดวา  ปจจัยสําคัญท่ีเกี่ยวของกับความสามารถของเอนไซมในการสลาย
สับสเตรทตาง ๆ คือ  ขนาดของบริเวณชองจับสับสเตรทของเอนไซม หรือความเกะกะของแขนง
ขาง  ความเปน hydrophobic ของสภาพแวดลอมบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซม  การ folding 
ของเอนไซม  และกรดอะมิโนตําแหนงอ่ืน ๆ  โดยในการสลายลินามาริน  จะเห็นวารูปรางใน 
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บริเวณชองจับสับสเตรทของเอนไซมมีความสําคัญมาก  เพราะตองรองรับโครงสรางคารบอนท่ีมี
หมูแทนท่ี 3 หมู ท่ีตอกับพันธะเบตา-กลูโคซิดิก  ดังนั้นการจะเพ่ิมความสามารถของเอนไซมในการ
สลายสับสตรทลินามาริน  อาจจะตองมีการทําการกลายพันธุในตําแหนงอ่ืน หรือทําหลายๆ 
ตําแหนงพรอมกัน  ซ่ึงอาจจะชวยทําใหรูปรางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซม มีความ
เหมาะสมท่ีจะจับ และตัดสับสเตรทลินามารินไดเหมือนในเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงจากการศึกษา
กอนหนานี้ ไดทําการกลายพนัธุคร้ังละ 1 ตําแหนงในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส 
โดยแขนงขางของกรดอะมิโนยื่นเขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ท้ังหมด 10 ตําแหนง คือ I185A , 
N189F, M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I ดังแสดงในภาพท่ี 
30  ดังนั้นการทํากลายพันธุหลาย ๆ ตําแหนง พรอมกัน อาจจะเลือกตําแหนงเหลานี้มาทํารวมกัน  
เชน เพิ่ม M195V ลงในเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V255F หรือ I185A-N189F-
V255F  เพราะการเปล่ียนกรดอะมิโนเมไธโอนีน ไปเปนกรดอะมิโนวาลีน ซ่ึงมีแขนงขางส้ันกวา 
อาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมกวางข้ึน ซ่ึงอาจทําใหมีความเหมาะสมท่ีตัด 
ลินามารินไดดข้ึีน  หรือ อาจจะเพิ่ม E455I  เขาไปดวย เพราะการแทนท่ีกรดอะมิโนกลูตาเมทซ่ึง
เปนกรดอะมิโนท่ีมีประจุลบ ดวยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนท่ีไมมีประจุ อาจทําใหมีความเหมาะสม
ในการรับและตัดลินามารินซ่ึงเปนสารประเภทไมมีข้ัวมากกวา  นอกจากนี้ K402Y กเ็ปนตําแหนง
กลายพันธุท่ีคาดวาจะนําเพิ่มในการสรางเอนไซมกลายพนัธุหลายตําแหนง  เนื่องจากการเปล่ียน
กรดอะมิโนไลซีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทมีข้ัวบวก และมีแขนงขางยาว ไปเปนโรไทโรซีนซ่ึง
เปนกรดอะมิโนท่ีมีแขนงขางส้ัน  ซ่ึงอาจทําใหไมไปขัดขวางการเขาจับของเอนไซมกบัสับสเตรท     
ลินามาริน  แตอยางไรก็ตาม อาจจะมีกรดอะมิโนรอบนอกท่ีมีผลตอแขนงขางของกรดอะมิโนท่ียื่น
เขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ซ่ึงอาจทําใหรูปรางในบริเวณจับอะไกลโคนไมมีความเหมาะสม
สําหรับตัดลินามารินก็ได 
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ภาพท่ี 34  โครงสราง 3 มิติของแบบจําลองดัลโคชิเนสที่แสดงใหเห็นตําแหนงของเอนไซมกลาย

พันธุ I185, N189, M195, H253, V255, N323, G367, K402, A454 และ E455 
 
 สําหรับการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2  
และ 3 ตําแหนง  พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V2555F และ I185A-N189F-
V2555F มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และทุติยภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสดีขึ้น โดยเฉพาะเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F ท่ีสามารถผลิตอัลคิลกลูโค
ไซดโดยใช iso-propanol ไดดี อยางเห็นไดชัด  เนื่องมาจากสภาพแวดลอมในบริเวณจับกับอะไกล
โคนมีความเปน hydrophobic และการมีชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทเหมาะสม  ในขณะท่ี
เอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ผลิต alkyl glucoside ไดนอยท่ีสุด โดยเฉพาะเม่ือใชแอลกอฮอล
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส  อยางไรก็ตามเอนไซมกลายพันธุ 3 ตําแหนง ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือน
เอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  ก็ยังไมสามารถผลิต alkyl glucosideโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ เปน
ตัวรับกลูโคสได  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก รูปรางในบริเวณชองจับอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ ยังไมเหมาะสมสําหรับการเขารับกลูโคสของแอลกอฮอลตติยภูมิ จากผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา ปจจัยท่ีมีผลตอปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  คือ ชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของ
เอนไซม  ความเปน hydrophobic ของสภาพแวดลอมในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซม และ
ลักษณะโครงสรางของแอลกอฮอลท่ีใชเปนตัวรับกลูโคส  ดังนั้นดูเหมือนวา ถาจะเพิ่มความ 
สามารถในการสราง tert-butyl glucoside จะตองเพ่ิมชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของ
เอนไซม แตตองคงความเปน hydrophobic ไวเชนเดิม  โดยอาจจะแทนท่ีดวยกรดอะมิโนของ 
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เอนไซมลินามาเรสชนิดอ่ืน  ซ่ึงอาจจะชวยสงเสริมใหสภาพแวดลอมในสวนจับอะไกลโคนมีความ
เหมาะสมสําหรับการเขารับกลูโคสของแอลกอฮอลตติยภูมิ ได นอกเหนือจากกรดอะมิโน ท้ัง 3 
ตําแหนงนี ้
 
 
 



 

87 
 

เอกสารและสิ่งอางอิง 
 

ชมพูนุท พรเจริญนพ. 2550. การผลิตและการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสกลาย
พันธุจากพะยงู. วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 
ชิษณุสรร สวสัดิวัตน, ม.ร.ว., ฤดี สุธาฤทธ์ิ, เอมอร เบญจวงศกุลชัย, จันทรกานต พภิพมงคล และ  

C. Bucke. 2538. รายงานวิจัยเร่ืองการพัฒนาและการประยุกตใชเอนไซมไกลคอซิเดสจาก
พืชในประเทศไทยเพื่อประโยชนในการสังเคราะหคารโบไฮเดรท. 192-193. 

 
เพ็ญพร สูจิวัฒนารัตน. 2549. การผลิตและการกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะของรีคอมบิแนนตเบตา-

กลูโคซิเดสจากพะยูง. วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
อมรรัตน ออนเปยม. 2550. การกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะในชองจับอะไกลโคนของเอนไซม

เบตา-กลูโคซิเดสกลายพันธุจากพะยูง. วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
Staudacher, E. 2008. Glycomic Biochemistry and Analysis of glycans. ในรายงานการประชุมเชงิ
ปฏิบัติการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังท่ี 1 (สาขาชีวเคมี). มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
กรุงเทพฯ. 
 
Anonymous. 2009. Prebiotic (nutrition). Available Source: 

http://www.en.wikipedia.org/wiki/Prebiotic, March 30, 2009. 
 
Barrett, T., CG. Suresh, SP. Tolley, EJ. Dodson and MA. Hughes. 1995. The crystal structure of a 

cyanogenic β-glucosidase from white clover, a family 1 glycosyl hydrolase. Structure. 
3: 951-960. 

 
Bencurova, M., D. Rendic, G. Fabini, E.M. Kopecky, F. Altman and I.B.H. Wilson. 2003. 

Expression of eukaryotic glycosyltransferases in the yeast Pichia pastoris. Biochimei. 
85: 413-422. 

 



 

88 
 

Boons, G.J. 1996. Synthetic oligosaccharide: recent advances. Drug Discov Today. 1: 331-342. 
 
Cereda, M.P. and M.C.Y. Mattos. 1996.Linamarin-the toxic compound of cassava. J. Venom. 
 Anim. Toxins. 2: 1-8. 
 
Cereghino, J.L. and J.M. Cregg. 2000. Heterologous protein expression in the methylotrophic 

yeast Pichia pastoris. FEMS Microbiol Rev. 24: 45-66. 
 
Duff, S. and M. William. 1990. Methabolism of hydrogen peroxide by Pichia pastoris. Agric 

Biol. Chem. 54(8): 1967-1973. 
 
Eksittikul, T. and M. Chulavatnatol. 1988. Characterization of cyanogenic β-glucosidase 

(Linamarase) from cassava (Manihot esculenta Crantz). Arch of Biochem Biophys 266: 
263-269. 

 
Esen, A. 1993. β-glucosidase: overview. In β-Glucosidase Biochemistry and Molecular  

Biology. (A. Esen, Ed.) pp. 1-14. American Chemical Society, Washington D.C. 
 

Gates, R., E. Rathbone, L. Masterson, I. Wright, and A. Electricwala. n.d. Glycoprotein analysis  
manual. Sigma. 35. 
 

Gibthai. 2008.Westernblot. Service and support. Available Source: http://www.gibthai.com/ 
/technical_detail.php., March 30, 2009. 

 
González-Blasco, G., J. Sanz-Aparicio, B. González, J. A. Hermoso, and J. Polaina. 2000. 

Directed evolution of β-Glucosidase A from Paenibacillus polymyxa to thermal 
resistance. J. Biol. Chem. 275(18): 13708-13712. 

 
 
 



 

89 
 

Hommalai, G., P. Chaiyen and Svasti. 2005. Studies on the transglucosylation reactions of 
cassava and Thai rosewood β-glucosidase using 2 deoxy-2-fluoro-glycosyl-enzyme 
intermediates. Arch Biochem Biophys. 442: 11-20. 

 
Ikediobi, C.O., S. Ibrahim and A. Ogbonna. 1987. Linamarase from Fusarium equiseti. Appl 

microbial Biotechnol 25: 327-333. 
 
Invitrogen. n.d. A Manual of Methods for Expression of Recombinant Proteins Using pPICZ and 

pPICZα in Pichia pastoris. EasySelecTM Pichia Expression Kit. Available Source: 
http://www.invitrogen.com, March 15, 2002. 

 
Keresztessy, Z., K. Brown, M.A. Dunn and M.A. Hughes. 2001. Identification of essential active- 

site residues in cyanogenic β-glucosidase (linamarase) from cassava (Manihot  
esculenta Crantz) by site-directed mutagenesis. Biochem. J. 353: 199-205. 

 
Ketudat-Cairn, J.R., V. Champattanachai, C. Sriromsap, B. Wittman-Liebold, B. Thiede and J.  

Svasti. 2000. Sequence and expression of Thai rosewood β-Glucosidase/ β- 
Fucosidase, a Family 1 Glycosyl  Hydrolase Glycoprotein. J. Biochem. 123: 999-1008. 

 
Lirdprapamongkol, K. and J. Svasti. 2000. Alkyl glucoside synthesis using Thai rosewood β- 

glucosidase. Biotechnology Letters. 22: 1889-1894. 
 
Mayer, C., D.L. Zechel, S.P. Reid, R.A.J. Warren and S.G. Withers. 2000. The E358S mutant of  

Agrobacterium sp. β-glucosidase is greatly improved glycosynthase. FEBS Letters.  
466: 40-44. 
 

Mildvan, A.S. 2004. Inverse thinking about double mutants of enzymes. American Chemical  
Society. 43: 14517-14520. 

 
Mildvan, A.S., D. Weber and A. Kuliopulos. 1992. Quantitative interpretation of double  

mutations of enzymes. Arch Biochem Biophys. 294: 327-340. 



 

90 
 

Opassiri, R., J.R. Ketudat-Cairns, T. Akiyama, O. Wara-Aswapati, J. Svasti and A. Esen. 2003. 
Characterization of a rice β-glucosidase highly expressed in flower and germinating 
shoot. Plant Sci. 165: 627-638. 

 
Reuveni, M., Z. Sagi, D. Evnor and A. Hetzroni. 1999. β-glucosidase activity is involved in scent 

production in Narcissus flowers. Plant Sci. 147: 19-24. 
 
Sarney, D.B., E.N. Vulfson. 1995. Application of enzymes to the synthesis of surfactants. Trends 

Biotechnol. 13: 164-172. 
 
Srisomsap, C., J. Svasti, R. Surarit, V. Champattanachai, P. Sawangareetrakul, K. Boonpua, P. 

Subhasitanont and D. Chokchaichamnankit. 1996. Isolation and characterization of an 
enzyme with β-glucosidase and β-fucosidase activity from Dalbergia cochinchinensis 
Pierre. J. Biochem. 119: 585-590. 

 
Srisomsap, C., P. Subhasitanont, S. Techasakul, R. Surarit and J. Svasti. 1999. Synthesis of  

homo-and hetero-oligosaccharides by Thai rosewood β-glucosidase. Biotechnol  
Lett. 21: 947-951. 

 
Surarit, R., H. Matsui, S. Chiba, J. Svasti, and C. Srisomsap. 1996. Chemical modification of β-

glucosidase/β-fucosidase from Dalbergia cochinchinensis Pierre by Conduritol B 
Epoxide. Biosci. Biotech. Biochem. 60: 1265-1268. 

 
_______, H. Matsui, S. Chiba, J. Svasti, and C. Srisomsap. 1996. Evidence for a single active site 

in β-glucosidase/β-fucosidase from Dalbergia cochinchinensis seeds. Biosci. Biotech. 
Biochem. 61: 93-95. 

 
_______, J. Svasti, C. Srisomsap, W. Suginta, S. Khunyoshyeng, S. Nilwarangkoon, P. Harnsakul 

and E. Benjavongkulchai. 1995. Screening of glucohydrolase enzymes in thai plant seeds 
for potential use in oligosaccharide synthesis. J. Sci. Soc. Thailand 21: 293-303. 



 

91 
 

Svasti, J., C. Srisomsap, S. Techasakul and R. Surarit. 1999. Dalcochinin-8’-0-β-D-glucoside and 
its β-Glucosidase enzyme from Dalbergia cochinchinensis. Phytochem. 50: 739-743. 

 
______, T. Phongsak and R. Sarnthima. 2003. Transglucosylation of tertiary alcohols using cassa 

β-glucosidase. Biochem. Biophy. commun. 305: 470-475. 
 
Toonkool, P., J. Ketudat-Cairns and J. Svasti. 2003. β-glucosidase from Thai Plants. 

Srinakarinwirot Univ Sci J. 19: 1-10. 
 
_______, P. Metheenukul, P. Sujiwattanarat, P. Paiboon, N. Tongtubtim, M. Ketudat-Cairns, J. 

Ketudat-Cairns and J. Svasti. 2006. Expression and purification of dalchochinase, a β-
glucosidase from Dalbergia cochinchinensis Pierre, in yeast and bacterial hosts. Protein. 
Expres. Purif. 48: 195-204. 

Turner, P., D. Svensson, P. Adlercreutz and E.N. Karlsson. 2007. A novel variant of Thermotoga 
neapolitana β-glucosidase B is an efficient catalyst for the synthesis of alkyl glucoside 
by transglycosylation. J. Biotechnol. 130: 67-74. 

 
Yeoh, H.H. 1989. Kinetic properties of β-glucosidase from cassava. Phytochem. 28: 721-724. 
 
_______, T. K. Tan and C. M. Loh. 1995. Sources of fungal linamarases. World J Microbiol 

Biotechnol. 11: 678-680. 

 
Zechel, D.L. and S.G. Withers. 2000. Glycosidase mechanisms: Anatomy of a finely tuned 

catalyst. Acc. Chem. Res. 33: 11-18. 



 

92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 



 

93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
เทคนิคทางรีคอมบิแนนทดเีอ็นเอ 
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1.  การเตรียม competent E. coli (DH5α)  และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E. coli โดยเทคนิค 
electroporation 
 
 เล้ียงเช้ือ E. coli (DH5α) ในอาหารเหลว LB (1% (w/v) tryptone, 0.5% (w/v) yeast 
extract, 0.5% (w/v) NaCl) ปริมาตร 2 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 
250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  จากนัน้ดดูเซลลแขวนลอยท่ีไดปริมาตร 1 ml ใสอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 100 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที 
จนกระท่ังไดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรเทากบั 0.5-1.0  จากน้ันนําเซลล
แขวนลอยท่ีได บมในน้ําแข็งเปนเวลา 15–30 นาที  นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง  ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ัน
ท่ีเย็นปริมาตร 100 ml นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันแชเย็นปริมาตร 50 ml นําไปปน
ตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลล
ดวย 10% (v/v) glycerol ท่ีเยน็ปริมาตร 2 ml นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 
15 นาที สุดทายละลายตะกอนเซลลท่ีไดดวย 10% (v/v) glycerol ท่ีเยน็ปริมาตร 0.2 ml และนํา 
competent cell ท่ีได แบงใสหลอดๆละ 40 μl 
 
 นํา competent E. coli (DH5α) ท่ีไดจากขอ 1 ปริมาตร 40 μl ผสมรวมกับ พลาสมิดดเีอ็นเอ
ปริมาณ 1-10 ng  บมในน้ําแข็งเปนเวลา 1 นาที ใช pasteur pipette ดูดเซลลท้ังหมดใสใน cuvette  
เคาะเบา ๆ ใหเซลลนอนกน วาง cuvette ลงในเคร่ือง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใช
กระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัด 200 โอหม 2.5 กิโลโวลต กดปุม plus ท่ีเคร่ือง electroporation 
เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน จากนั้นเติมอาหารเหลว LB, pH 7.5 ปริมาตร 1 ml ทันที ทําการยาย
เซลลแขวนลอยท่ีไดลงในหลอดทดลอง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
แลวนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนของเหลวออก 800 μl 
ผสมตะกอนเซลลใหเขากันและ spread ลงบนอาหารแข็ง LB, pH 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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2.  การเตรียม competent P. pastoris (Y11430)  และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดย
เทคนิค electroporation  
 
 เล้ียงเช้ือยีสต 1 โคโลนี ในอาหารเหลว YPD (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 
2% (w/v) glucose) ปริมาตร 5 ml บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 คืน  ดูดเซลลแขวนลอยท่ีไดปริมาตร 1 ml ใสลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 
40 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  
จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
นําสวนของเหลวท้ิง  และละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันแชเย็น ปริมาตร 40 ml นําไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  ทําซํ้าอีกหนึ่งคร้ัง  นํา
สวนของเหลวออก  แลวลางตะกอนเซลลดวย 1 M sorbitol ท่ีเย็นปริมาตร 40 ml นําไปปนตกท่ี
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนของเหลวออก
และเติม 1 M Sorbitol ปริมาตร 1-2 ml เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร
เทากับ 100 

 
การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยเทคนิค electroporation  ทําไดโดยนํา competent 

cell ปริมาตร 80 μl ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 5 μg ในปริมาตร 10 μl บมในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที 
ดูดเซลลท้ังหมดใสใน cuvette ระวังอยาใหมีฟองอากาศ  แลววางลงในเคร่ือง electroporation (Bio-
Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัค 200 โอหม และ 1.5  กิโลโวลต จากนั้นกดปุมท่ี
เคร่ือง electroporation เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน แลวเติม 1 M Sorbitol ปริมาตร 1 ml ทันที  
จากนั้นนําไปทําการปนตกที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลว
ปริมาตร 800 μl ท้ิง ผสมตะกอนเซลลใหเขากัน  และดูดเซลลแขวนลอยท้ังหมดมาเล้ียงบนอาหาร
แข็ง YPDS (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) glucose, 1 M Sorbitol) ท่ีมี       
25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3-4 วัน 
 
3.  การสกัดพลาสมิดจาก E. coli โดยวิธี MiniPrep 

 
 เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว LB, pH 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin ปริมาตร 2 ml  บมท่ีอุณหภูมิ    
37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  ดูดเซลลแขวนลอยท่ีได
ปริมาตร 1.5 ml ใสลงใน eppendorf  นําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที  
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เพื่อตกตะกอนเซลล  นําสวนของเหลวท้ิง  เติมสารละลาย 1 (50 mM glucose, 25 mM Tris pH 8,  
10 mM EDTA) ปริมาตร 100 μl ผสมใหเขากันโดยการ Vortex บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที 
เติมสารละลาย 2 (1% SDS, 0.2 M sodium hydroxide) ปริมาตร 200 μl ผสมเบา ๆ ใหเขากัน บมใน
น้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที  เติมสารละลาย 3 (3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) ท่ีเย็นปริมาตร 
150 μl ผสมเบา ๆ ใหเขากัน บมในน้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 3 นาที  ดูดสวนของเหลวใส eppendorf ใหม  จากน้ันเติม 100% ethanol 
ปริมาตร 900 μl บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที นําไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดดวย 70% ethanol ปริมาตร 
150 μl นําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที นาํสวนของเหลวท้ิง  ผ่ึง
ตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดใหแหง แลวละลายตะกอนดวย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris-HCl, pH 8.0,   
1 mM EDTA) ปริมาตร 20 μl  
 
4.  การตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอมาเติม 3 M sodium acetate, pH 5.2 ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร
สารละลายดีเอ็นเอทั้งหมด และเติม 100%  ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ
ท้ังหมด บมในนํ้าแข็งเปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 10 นาที นําสวนของเหลวท้ิง  ลางตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดดวย 70% (v/v) ethanol  ปริมาตร 150 μl 
และนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1-3 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย
น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว ปริมาตร10 μl  
 
5.  เทคนิคอิเล็คโตโฟรีซีสแบบอะกาโรสเจล (agarose gel electrophoresis) 
 
 เตรียม 1 % อะกาโรส ใน 1x TAE buffer (50x: 40 mM Tris, 0.1142 % (v/v) acetic acid,   
2 mM EDTA, pH 8.5) จากนั้นเทลงในถาดสําหรับเตรียมเจล และปลอยใหเจลแข็งตัวท่ี
อุณหภูมิหอง  นําเจลใสลงในเคร่ืองสําหรับทําเจลอิเล็คโตโฟรีซีส ใส 1x TAE buffer ใหทวมเจล  
นําสารละลายดีเอ็นเอที่ผสมกับ 1x loading buffer (6x: 50 mM EDTA, pH 8.0, 0.4%(w/v) 
bromphenol, 5% (w/v) glycerol)  หยอดลงไปในเจล และตอกระแสไฟฟาเขากับเคร่ือง และเปด
กระแสไฟฟา โดยใชแรงเคล่ือนไฟฟา เทากับ 100 โวลต และเม่ือ loading buffer เคล่ือนท่ีได
ประมาณ 3 ใน 4 สวนของเจล จึงปดเคร่ือง  นําเจลมายอมดวย 0.5 μg/ml ethidium bromide 
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เปนเวลา 15 นาที และลางดวยน้ําเปลาอีก 15 นาที  นําเจลท่ีไดไปดภูายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อ
วิเคราะหผล 
 
6.  เทคนิคอิเล็คโตโฟรีซีสแบบเอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล  (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ SDS-PAGE) 
 
 การวิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซีสแบบเอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล ทําไดโดยเตรียม 7.5% 
resolving gel และ 4% stacking gel ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ก1 โดยเติม 10% (w/v) ammonium 
persulfate และ TEMED ในข้ันตอนสุดทาย 
 
ตารางผนวกท่ี ก1  ปริมาณสารท่ีใชในการเตรียม เอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล  
 

สารท่ีใช 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากล่ัน 
30% T, 2.67% C Polyacrylamide 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
10% (w/v) SDS 
10% (w/v) Ammonium persulfate  
TEMED 

2050 μl 
1560 μl  
1250 μl  

- 
50 μl 
50 μl 
12 μl 

3050 μl  
650 μl  

- 
1250 μl  

50 μl  
50 μl  
10 μl 

 
 นําตัวอยางโปรตีน ซ่ึงผสมอยูใน 1x sample buffer (4x: 1% (w/v) SDS, 5% (v/v) glycerol, 
1.25% (v/v) �-mercaptoethanol, 0.0025% (w/v) Coomassie blue G และ 12.5 mM Tris, pH 6.8) 
ตมเปนเวลา 10 นาที แชในน้ําแข็ง และนาํไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 
วินาที เพื่อใหตัวอยางโปรตีนตกอยูกนหลอด  และนําตัวอยางโปรตีนหยอดลงในชองของพอ
ลิอะคริลาไมดเจล  จากนัน้ตออุปกรณเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซีล  และนําเจลผานกระแสไฟฟา 30 mA 
ใน 1x running buffer (10x: 2.5 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine, 0.1% (w/v) SDS) เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง  เม่ือเสร็จแลว นําเจลท่ีไดแชลงใน 50% (v/v) methanol เปนเวลา 30 นาที  แลวยอมดวย 
staining solution (0.125% (w/v) Coomassie blue R, 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid) 
เปนเวลา 
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2 ช่ัวโมง  และลางสีออกดวย destaining solution (25% (v/v) methanal, 10% (v/v) acetic acid) เปน
เวลา 30 นาที 
 
7.  เทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตนี (Western blot) 
 
 นําเจลท่ีไดจากการทําอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมคเจล  แชลงใน 1x 
transfer buffer (20x: 10 mM Tris, 100 mM glycine) เปนเวลา 25 นาที  เตรียมแมมเบรน 
polyvinylidene fluoride (PVDF) ใหมีขนาดกวางกวาเจล 1 เซนติเมตร และเตรียมกระดาษกรองให
มีขนาดกวางกวาแมมเบรน 1 เซนติเมตร จํานวน 6 แผน จากน้ันแชแมมเบรนใน 100% (v/v) 
methanol เปนเวลา 5 วินาที  แลวแชตอใน transfer buffer เปนเวลา 20 นาที  สําหรับกระดาษกรอง
จะแชใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ทําการยายโปรตนีจากเจลสูแมมเบรนโดยใช
เคร่ือง Trans-Blot ®Semi-Dry (Bio-Rad, USA)  ดังแสดงในภาพผนวกท่ี ก1  และใชกระแสไฟฟา 
10 โวลต เปนเวลา 30 นาที  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ก1  แผนภาพแสดงสวนประกอบการยายโปรตีนจากเจลสูเมมเบรน 
 
ท่ีมา : Gibthai (2009) 
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 เม่ือทําการยายโปรตีนลงสูเมมเบรนแลว  นาํเมมเบรนมาแชใน 5% (w/v) skim milk ซ่ึงอยู
ใน phosphate buffer saline plus tween, pH 7.5 (PBST) (10x: 80 mM Na2HPo4 , 20 mM NaH2Po4 , 
1 M NaCl, 10% tween 20) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย PBST 2 คร้ัง คร้ังละ 50 ml  จากนั้นนํา 
เมมเบรนบมกบัโมโนโคลนอล แอนติบอดขีองหนูท่ีจําเพาะตอดัลโคชิเนสธรรมชาติ (แอนติบอด ี
ชนิดท่ี 1) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  และลางดวย PBST 2 คร้ัง คร้ังละ 50 ml  จากนั้นแชใน PBST 15 นาที 
1 คร้ัง และ 5 นาที 3 คร้ัง ทุกคร้ังปริมาตร 50 นาที  จากนั้นบมดวย โพลีโคลนอล แอนติบอดีของ
กระตายท่ีจําเพาะกับอิมมูโนโกลบูลิน ของหนูซ่ึงเช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซแรดดิช เปอรออคซิเดส  
(แอนติบอด ีชนิดท่ี 2 ) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย PBST 2 คร้ัง จากนั้นแชในPBST 15 นาที 1 คร้ัง 
และ 5 นาที 3 คร้ัง ทุกคร้ังปริมาตร 50 ml  จากนั้นนําเมนเบรนมาซับใหพอหมาด ๆ แลวบมกับ 
ECL plus western blotting detection (Amersham, Sweden) เปนเวลา 5 นาที  นําแมมเบรนท่ีได
ประกบกับฟลมในหองมืดเปนเวลา 10 วนิาที จากนั้นนําฟลมมาแชลงใน developer, fixer และนํ้า
กล่ัน ตามลําดบั ซ่ึงข้ันตอนโดยสรุป แสดงดังภาพผนวกท่ี ก2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ก2  แผนภาพแสดงการทําอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน 
 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Gibthai (2009) 
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8.  เทคนิคอิเล็กโตโฟเรซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล (Non-Denaturing 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ ND-PAGE) 
 
 การวิเคราะหอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล  ทําไดโดย
เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ก2 โดยเติม 10% (w/v) 
ammonium persulfate และ TEMED ในข้ันตอนสุดทาย 
 
ตารางผนวกท่ี ก2  ปริมาณสารท่ีใชในการเตรียม นอน–ดีแนชเชอริง–พอลิอะคริลาไมดเจล 
 

สารท่ีใช 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากล่ัน            2050 μl                3050 μl 
30% T, 2.67% C Polyacrylamide            1560 μl                  650 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8            1250 μl                      - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8                  -                1250 μl 
10% (w/v) SDS                50 μl                    50 μl 
10% (w/v) Ammonium persulfate                 50 μl                    50 μl 
TEMED                12 μl                    10 μl 

 
 นําตัวอยางโปรตีน ซ่ึงผสมอยูใน 1x sample buffer (4x: 12.5% (w/v), bromophenol blue, 
125 mM Tris pH 6.8, 10% (v/v) glycerol) หยอดลงในชองของพอลิอะคริลาไมดเจล  จากนั้นตอ
อุปกรณเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซีส  แลวนําเจลไปผานกระแสไฟฟา 90 mA ใน 1x running buffer 
(10x: 25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine) เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง  นําเจลท่ีไดยอมดวย 1 mM 
4-MU-Glc  จากนั้นนํานอน–ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล ไปตรวจสอบการเรืองแสงของ          
4-MU  ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐาน 
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1.  กราฟมาตรฐานโปรตีน  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ใหมีความเขมขน 0 ถึง 12 μg 
โดยใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 800 μl และเติม Bio-Rad protein reagent ปริมาตร 200 μl บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข1  กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
2.  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซตเบตา-กลูโคซิเดส 
ในขั้นตอนการผลิตโปรตีนและขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิ  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.1 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
500 μl แลวเติม 2 M Sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 400 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข2  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซต

เบตา-กลูโคซิเดส ในข้ันตอนการผลิตโปรตีนและข้ันตอนการทําใหบริสุทธ์ิ 
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3.  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซตเบตา-กลูโคซิเดส 
เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.02 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
50 μl จากนั้นเติม 2 M Sodium carbonate ปริมาตร 100 μl นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข3  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซม

เบตา-กลูโคซิเดส เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 
4.  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
 เตรียมสารละลายกลูโคสใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.02 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 μl  
เติม 2 mg/ml ABST ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 μl  บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน         
405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข4  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CCCTATGATTTTAGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTAT
TCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTAC
TATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACC
ATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGT
GAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGT
TGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTA
GAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCC
AATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAG
CGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCCATTATTTGGAGATAGGGGTAAGCATTGGAT 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
AAGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCCTCATATGGAATGGGTAAGCATTGGATTACCTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCA
CCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGAT
CCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAG
TTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGAC
CCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATT
AGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCAC
CTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATG 
GATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAA
ATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCAT
CTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTT 

 
4.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGCATTAGCATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTG 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CCCTTAGCTTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTAT
TCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTAC
TATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACC
ATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGT
GAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGT
TGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTA
GAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCC
AATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAG
CGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGGTTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCTGCATATGGAATGGGTAAGCATTGGATTAACTAAATGAGCATCAGCTTTCCCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACC
AGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCC
TTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTT
TGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCC
ACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG
TTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCT
AGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTG
CATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTA
TAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTT
TATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
4.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGGTTAGCAATAGTTAGGGTTATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACAT
GCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCA
GGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCAC
TGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATC
GTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAA
TGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATG
GTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGA
TCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAA 
ACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
TTCCTTACACTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTA
TTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGG
TTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTA
CTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCAC
CATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGG
TGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAG
TTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCT
AGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGC
CAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATA
GCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGT 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCCGTCTTTGGAATGGAAGCTGGATACCTAAATGAGCCTCATCTTCCCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCG
ATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTC
ATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTGGGTT
ATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTAC
AGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGG
GTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTAC
CTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTA
TCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATG
AGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTT
CGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGCATTAGCATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร 
AOXF 
 
CCGTTGACTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATT
CGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTT
ACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACT
ATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCA
TGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTG
AGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTT
GACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAG
AATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCA
ATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGC
GTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
NNCCCTTCTATGGAATGGGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTT
GCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCT
GATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACG
TATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATG
GACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAA
ATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCC
CACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGG
ATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAA
TGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATC
TCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
AAAATTAGCAATAGTTAGGGTTATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGAC 
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ภาคผนวก ช 
กราฟ Michaelis-Menten 
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1.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช1  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย 

pNP-Glc 
 
2.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช2  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย 
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3.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช3  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย 

pNP-Glc 
 
4.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช4  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการ
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5.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช5  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย 

Dal-Glc 
 
6.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช6  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย 
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7.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช7  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย 

Dal-Glc 
 
8.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช8  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการ

สลาย Dal-Glc 
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9.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช9  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย  

ลินามาริน 
 
10.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช10  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย
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11.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช11  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย

ลินามาริน 
 
12.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย                   
ลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช12  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ใน

การสลายลินามาริน 
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ภาคผนวก ซ 
กราฟมาตรฐานของ TLC 
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1.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol  
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ1  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol 
 โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
2.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ2  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 
 โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
3.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ3  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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4.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ4  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
5.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ5  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
 
6.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ6  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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7.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ7  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
 
8.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ8  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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