
 

บทสรุปผูบรหิาร 

ชื่อโครงการ 

 (ภาษาไทย) การโคลนและวิเคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิ และ 16S 

rDNA จาก Lactococcus lactis subsp. lactis FFL17-2 

 (ภาษาอังกฤษ) Cloning and DNA sequence analyses of a gene encoding bacteriocin and 

16S rDNA from Lactococcus lactis subsp. lactis FFL17-2 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิจาก L. lactis subsp. 

lactis FFL17-2 

2. เพื่อโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของ 16S rDNA เพื่อใชในการจัดจําแนกเช้ือ และ

เปรยีบเทยีบกับผลการจัดจําแนกโดยวธิทีางชีวเคมทีี่มรีายงานไวกอนหนานี้ 

ท่ีมาของการวจัิย  

 กอนหนานี้ไดมกีารแยกแบคทเีรยีแลคตกิ (LAB) ที่สรางแบคทรีโิอซนิได คอืไอโซเลท FFL17-2 

จากปลาสมฟก จ.ลพบุร ีและมกีารศกึษาสมบัตขิองแบคทรีโิอซนิดังกลาว นอกจากนี้ยังไดทําการจัด

จําแนกเบื้องตน และพบวาเช้ือดังกลาวนาจะเปน Lactococcus lactis subsp. lactis (สมใจ และคณะ, 

2550) ดังนัน้ในงานวิจัยนี้จึงมุงเนนการโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีิ

โอซนิจาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 และรวมทัง้การโคลน 16S rDNA เพื่อใชในการจัดจําแนกเช้ือ 

เปรยีบเทยีบกับวธิทีางชีวเคมทีี่มรีายงานไวกอนหนานี้  

การดําเนินงานและผลงานท่ีไดรับจากการวิจัย (โดยสังเขป) พรอมภาพประกอบ 

 ทําการสังเคราะหช้ินสวน DNA ของ 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 โดยวธิ ี

PCR ดวย primers fD1 + rD1 จากนัน้นําผลผลิต PCR ทีไ่ดไปโคลนในพลาสมดิ pCR2.1 แลวนําไปหา

ลําดับนวิคลโีอไทด จากการวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดดังกลาว (ความยาว 1,502 bp) โดยใช

โปรแกรม NCBI Blast พบวามคีวามเหมอืน 100% กับ 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis IL1403, L. 

lactis subsp. lactis CV56 และ L. lactis subsp. lactis KF147 ที่มรีายงานใน EMBL Database ซึ่งเปนการ

ยนืยันวา L. lactis subsp. lactis FFL17-2 เปนสมาชิกของ species Lactococcus lactis จรงิ และลําดับนิ

วคลโีอไทดของ 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ไดถูกบันทกึไวใน EMBL Database โดย

ม ีAccession number คอื HE805077 



 ทําการโคลนช้ินสวนของยีน lanB ซึ่งเช่ือวาเปนยนีที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหแบคทรีิ

โอซนิ โดยวธิ ีPCR ดวย degenerate primers LanBFwd + LanBRev จากนัน้นําผลผลติ PCR ที่ไดไป

โคลนในพลาสมดิ pCR2.1 แลวนําไปหาลําดับนวิคลโีอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 1 จากนัน้นําลําดับนิ

วคลโีอไทดไปแปลรหัสเปนลําดับกรดอะมโิน (รูปที่ 1) แลวทําการเปรยีบเทยีบกับฐานขอมูลโดยใช

โปรแกรม FASTA พบวามคีวามเหมอืนกับ NisB จาก L. lactis สายพันธุตางๆ 99.2-100% (ตารางที่ 1) 

โดยมรีายงานวา NisB เปนเอนไซม dehydratase ที่เกี่ยวของในกระบวนการสังเคราะห nisin และถูก

กําหนดรหัสโดยยนี nisB ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ nis operon 

 ในการโคลนยนีโครงสรางสําหรับแบคทรีโิอซนิ ทําโดยนําลําดับนวิคลโีอไทดของ nis operon 

จาก L. lactis ที่มรีายงานใน EMBL Database ซึ่งไดแก L. lactis 6F3, L. lactis subsp. lactis NIZO R5 

และ L. lactis subsp. lactis M78 มาทําการเปรยีบเทยีบโดยใชโปรแกรม ClustalW แลวเลอืกบรเิวณของ

นวิคลโีอไทดที่ตรงกันในทัง้ 3 สายพันธุ และครอบคลุมยนี nisA และสวน 5’ ของยนี nisB มาใชในการ

ออกแบบ primers Nis-fwd (5’-cattaacaaatctaaaacagtc-3’) และ Nis-rev (5’-ttcgtctccatagcaaagc-

3’) 

 ทําการสังเคราะหช้ินสวน DNA ขนาดประมาณ 1 kb โดยวธิ ีPCR ดวย primers Nis-fwd + Nis-

rev และมคีวามพยายามโคลนผลผลิต PCR ดังกลาวในพลาสมดิ pCR2.1 แตไมประสบความสําเร็จ จึง

ไดนําผลผลติ PCR ไปหาลําดับนวิคลโีอไทด (บางสวน) โดยตรง แตพบวามหีลายตําแหนงที่ไมสามารถ

ระบุนวิคลโีอไทดได ซึ่งอาจเกดิจากการที่ผลผลติ PCR นัน้ประกอบดวยช้ินสวน DNA มากกวา 1 

รูปแบบปะปนกัน อยางไรก็ตามเมื่อนําลําดับนวิคลโีอไดทที่เช่ือวาเปนยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิ (lanA) ไป

วเิคราะหดวยโปรแกรม NCBI Blast พบวามคีวามเหมอืน 85.0% กับยนี nisA และ nisZ จาก L. lactis 

สายพันธุตางๆที่มีรายงานใน EMBL Database 

การนําผลงานวิจัยไปประยุกตใช 

 งานวจัิยนี้เปนการยนืยันขอมูลการจัดจําแนก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ใหแนนอนยิ่งขึ้น 

ซึ่งอาจเปนประโยชนในการศกึษาความสัมพันธทางววิัฒนาการของแบคทเีรยีดังกลาวกับ L. lactis สาย

พันธุอื่นๆ และขอมูลลําดับนิวคลโีอไทดของยนีที่เกี่ยวของในการสังเคราะหแบคทรีโิอซนิ สามารถนําไป

ประยุกตใชในการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหสรางแบคทรีิโอซนิในปรมิาณมากขึ้นได 

ผลงานวิจัย/ผลผลติ สิ่งประดษิฐ นวัตกรรม หรอือื่น ๆ ท่ีไดจากการทําวจัิย  

และม ีImpact ตอสังคม, ประเทศชาตไิดรับประโยชนอะไร 

 เปนการเพิ่มพูนองคความรูในการศึกษาที่เกี่ยวของกับ 16S rDNA และยนีที่เกี่ยวของในการ

สังเคราะหแบคทรีโิอซนิจาก L. lactis  



ปญหาและอุปสรรคท่ีเกดิขึ้นจากการทําวจัิย 

 เกดิปญหาการปนเปอนของ stock เช้ือ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ซึ่งเปนแบคทเีรยีหลักที่

ใชในงานวิจัยนี้ จึงจําเปนตองทําการแยกเช้ือดังกลาวใหบรสิุทธิ์ และทําการยนืยันสมบัตขิองเช้ือ ซึ่งทํา

ใหแผนการวจัิยเกดิความลาชา  

ความคิดเห็นและขอเสนอแนะ 

 - 

งานวจัิยท่ีคาดวาจะดําเนินการตอไป 

 ควรมกีารแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารหมักทองถิ่นในประเทศไทย เพื่อหาสายพันธุที่สราง

แบคทรีโิอซนิชนดิใหม ซึ่งอาจเปนประโยชนในการประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไดในอนาคต 

คณะผูทําวจัิย 
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        1 TATGATCGAGAAGCAGATAGATATGGTGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATA 
                                     G  F  D  T  L  E  L  S  E  A  I  
 
       61 TTTTGTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAAT 
          F  C  A  D  S  K  I  I  P  N  L  L  T  L  I  K  D  T  N  N   
 
      121 GATTGGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTT 
          D  W  K  V  D  D  V  S  I  L  V  N  Y  L  Y  L  K  C  F  F   
 
      181 CAGAATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTCCTAAAAAGGTTAAA 
          Q  N  D  N  K  K  I  L  N  F  L  N  L  V  S  P  K  K  V  K   
 
      241 GAAAATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGT 
          E  N  V  N  E  K  I  E  H  Y  L  K  L  L  K  V  N  N  L  G   
 
      301 GACCAAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTT 
          D  Q  I  F  Y  D  K  N  F  K  E  L  K  H  A  I  K  N  L  F   
 
      361 TTAAAAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGACAGTATA 
          L  K  M  I  A  Q  D  F  E  L  Q  K  V  Y  S  I  I  D 
 
      421 GTCCATTTGCATAATAA 

 

รูปที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนของยีน lanB ความยาว 437 bp และลําดับกรดอะมิโน

ความยาว 129 กรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัส โดยบริเวณที่เปนตัวเขมและขีดเสนใตแสดงตําแหนง

ของ primers LanBFwd และ LanBRev ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 1 ลําดับกรดอะมโินจากฐานขอมูลที่มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนความยาว 129 

กรดอะมโินที่ไดจากการแปลรหัสของ lanB 

Organism Protein % 

identity 

% 

similarity 

amino 

acid 

overlap 

Accession 

No. 

L. lactis subsp. lactis IO-1 NisB 100 100 129 H5SXJ4 

L. lactis subsp. lactis NisB 99.2 100 129 D9IXB6 

L. lactis NisB 99.2 100 129 Q48673 

L. lactis NisB 99.2 99.2 129 C4PKI4 

L. lactis subsp. lactis NisB 99.2 99.2 129 P20103 

L. lactis subsp. lactis CV56 NisB 99.2 99.2 129 F2HKA5 

L. lactis Lantibiotic dehydratase 

(NiqB) 

66.7 89.9 129 B5MET7 

Streptococcus salivarius Putative lantibiotic 

dehydratase (SlvB) 

37.4 67.2 131 H2D759 

 


