
 

บทสรุปผูบรหิาร 

ชื่อโครงการ 

 (ภาษาไทย) การโคลนและวิเคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิ 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 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิจาก L. lactis subsp. 

lactis FFL17-2 

2. เพื่อโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของ 16S rDNA เพื่อใชในการจัดจําแนกเช้ือ และ

เปรยีบเทยีบกับผลการจัดจําแนกโดยวธิทีางชีวเคมทีี่มรีายงานไวกอนหนานี้ 

ท่ีมาของการวจัิย  

 กอนหนานี้ไดมกีารแยกแบคทเีรยีแลคตกิ (LAB) ที่สรางแบคทรีโิอซนิได คอืไอโซเลท FFL17-2 

จากปลาสมฟก จ.ลพบุร ีและมกีารศกึษาสมบัตขิองแบคทรีโิอซนิดังกลาว นอกจากนี้ยังไดทําการจัด

จําแนกเบื้องตน และพบวาเช้ือดังกลาวนาจะเปน Lactococcus lactis subsp. lactis (สมใจ และคณะ, 

2550) ดังนัน้ในงานวิจัยนี้จึงมุงเนนการโคลนและวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดของยนีสําหรับแบคทรีิ

โอซนิจาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 และรวมทัง้การโคลน 16S rDNA เพื่อใชในการจัดจําแนกเช้ือ 

เปรยีบเทยีบกับวธิทีางชีวเคมทีี่มรีายงานไวกอนหนานี้  

การดําเนินงานและผลงานท่ีไดรับจากการวิจัย (โดยสังเขป) พรอมภาพประกอบ 

 ทําการสังเคราะหช้ินสวน DNA ของ 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 โดยวธิ ี

PCR ดวย primers fD1 + rD1 จากนัน้นําผลผลิต PCR ทีไ่ดไปโคลนในพลาสมดิ pCR2.1 แลวนําไปหา

ลําดับนวิคลโีอไทด จากการวเิคราะหลําดับนวิคลโีอไทดดังกลาว (ความยาว 1,502 bp) โดยใช

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

lactis subsp. lactis CV56 และ L. lactis subsp. lactis KF147 ที่มรีายงานใน EMBL Database ซึ่งเปนการ

ยนืยันวา L. lactis subsp. lactis FFL17-2 เปนสมาชิกของ species Lactococcus lactis จรงิ และลําดับนิ

วคลโีอไทดของ 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ไดถูกบันทกึไวใน EMBL Database โดย

ม ีAccession number คอื HE805077 



 ทําการโคลนช้ินสวนของยีน lanB ซึ่งเช่ือวาเปนยนีที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหแบคทรีิ

โอซนิ โดยวธิ ีPCR ดวย degenerate primers LanBFwd + LanBRev จากนัน้นําผลผลติ PCR ที่ไดไป

โคลนในพลาสมดิ pCR2.1 แลวนําไปหาลําดับนวิคลโีอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 1 จากนัน้นําลําดับนิ

วคลโีอไทดไปแปลรหัสเปนลําดับกรดอะมโิน (รูปที่ 1) แลวทําการเปรยีบเทยีบกับฐานขอมูลโดยใช

โปรแกรม FASTA พบวามคีวามเหมอืนกับ NisB จาก L. lactis สายพันธุตางๆ 99.2-100% (ตารางที่ 1) 

โดยมรีายงานวา NisB เปนเอนไซม dehydratase ที่เกี่ยวของในกระบวนการสังเคราะห nisin และถูก

กําหนดรหัสโดยยนี nisB ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ nis operon 

 ในการโคลนยนีโครงสรางสําหรับแบคทรีโิอซนิ ทําโดยนําลําดับนวิคลโีอไทดของ nis operon 

จาก L. lactis ที่มรีายงานใน EMBL Database ซึ่งไดแก L. lactis 6F3, L. lactis subsp. lactis NIZO R5 

และ L. lactis subsp. lactis M78 มาทําการเปรยีบเทยีบโดยใชโปรแกรม ClustalW แลวเลอืกบรเิวณของ

นวิคลโีอไทดที่ตรงกันในทัง้ 3 สายพันธุ และครอบคลุมยนี nisA และสวน 5’ ของยนี nisB มาใชในการ

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

3’) 

 ทําการสังเคราะหช้ินสวน DNA ขนาดประมาณ 1 kb โดยวธิ ีPCR ดวย primers Nis-fwd + Nis-

rev และมคีวามพยายามโคลนผลผลิต PCR ดังกลาวในพลาสมดิ pCR2.1 แตไมประสบความสําเร็จ จึง

ไดนําผลผลติ PCR ไปหาลําดับนวิคลโีอไทด (บางสวน) โดยตรง แตพบวามหีลายตําแหนงที่ไมสามารถ

ระบุนวิคลโีอไทดได ซึ่งอาจเกดิจากการที่ผลผลติ PCR นัน้ประกอบดวยช้ินสวน DNA มากกวา 1 

รูปแบบปะปนกัน อยางไรก็ตามเมื่อนําลําดับนวิคลโีอไดทที่เช่ือวาเปนยนีสําหรับแบคทรีโิอซนิ (lanA) ไป

วเิคราะหดวยโปรแกรม NCBI Blast พบวามคีวามเหมอืน 85.0% กับยนี nisA และ nisZ จาก L. lactis 

สายพันธุตางๆที่มีรายงานใน EMBL Database 

การนําผลงานวิจัยไปประยุกตใช 

 งานวจัิยนี้เปนการยนืยันขอมูลการจัดจําแนก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ใหแนนอนยิ่งขึ้น 

ซึ่งอาจเปนประโยชนในการศกึษาความสัมพันธทางววิัฒนาการของแบคทเีรยีดังกลาวกับ L. lactis สาย

พันธุอื่นๆ และขอมูลลําดับนิวคลโีอไทดของยนีที่เกี่ยวของในการสังเคราะหแบคทรีโิอซนิ สามารถนําไป

ประยุกตใชในการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหสรางแบคทรีิโอซนิในปรมิาณมากขึ้นได 

ผลงานวิจัย/ผลผลติ สิ่งประดษิฐ นวัตกรรม หรอือื่น ๆ ท่ีไดจากการทําวจัิย  

และม ีImpact ตอสังคม, ประเทศชาตไิดรับประโยชนอะไร 

 เปนการเพิ่มพูนองคความรูในการศึกษาที่เกี่ยวของกับ 16S rDNA และยนีที่เกี่ยวของในการ

สังเคราะหแบคทรีโิอซนิจาก L. lactis  



ปญหาและอุปสรรคท่ีเกดิขึ้นจากการทําวจัิย 

 เกดิปญหาการปนเปอนของ stock เช้ือ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ซึ่งเปนแบคทเีรยีหลักที่

ใชในงานวิจัยนี้ จึงจําเปนตองทําการแยกเช้ือดังกลาวใหบรสิุทธิ์ และทําการยนืยันสมบัตขิองเช้ือ ซึ่งทํา

ใหแผนการวจัิยเกดิความลาชา  

ความคิดเห็นและขอเสนอแนะ 

 - 

งานวจัิยท่ีคาดวาจะดําเนินการตอไป 

 ควรมกีารแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารหมักทองถิ่นในประเทศไทย เพื่อหาสายพันธุที่สราง

แบคทรีโิอซนิชนดิใหม ซึ่งอาจเปนประโยชนในการประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไดในอนาคต 

คณะผูทําวจัิย 
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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 ลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนของยีน lanB ความยาว 437 bp และลําดับกรดอะมิโน

ความยาว 129 กรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัส โดยบริเวณที่เปนตัวเขมและขีดเสนใตแสดงตําแหนง

ของ primers LanBFwd และ LanBRev ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 1 ลําดับกรดอะมโินจากฐานขอมูลที่มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนความยาว 129 

กรดอะมโินที่ไดจากการแปลรหัสของ 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 

 


