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 ในงานวิจยัน้ีไดโ้คลนสายดีเอน็เอคู่สมท่ีแปลรหัสเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดข์องแก่นตะวนัหรือเจรูซาเลม็ อาร์ทิโชค้ (Helianthus tuberosus L.) โดยยีน  
1-sst และ 1-fft ท่ีก าหนดรหสัเป็นเอนไซม ์1-sucrose: sucrose fructosyl transferase (1-SST, EC: 2.4.1.99) 
และ 1-fructan: fructan fructosyl transferase (1-FFT, EC: 2.4.1.100) ตามล าดบั ไดถู้กโคลนออกมาจากหวั
สะสมอาหารของแก่นตะวนัอายุ 105 วนัดว้ยวิธี RT- PCR และจากการวิเคราะห์สายดีเอน็เอคู่สมท่ีโคลน
ไดพ้บว่า มีความเหมือนกบัยีน 1-sst (accession no. AJ009757.1) และ 1-fft (accession no. AJ009756.1) 
ของ Helianthus tuberosus  99% และ 95- 99% ตามล าดบั จากนั้นไดมี้การเช่ือมสายดีเอน็เอคู่สมของยีน  
1-sst ท่ีโคลนไดแ้ละมีการเพ่ิมต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ีเหมาะสมเขา้กบัพลาสมิด pPICZA 
เพ่ือให้มีการแสดงออกในยีสต์ Pichia pastoris X-33 เม่ือน ายีสตล์ูกผสมจ านวน 2 โคโลนีท่ีเจริญบน
อาหาร YPD ท่ีเติมซอร์บิทอลและยาปฏิชีวนะซีโอซินไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีนท่ีโคลนไดพ้บว่า 
มีการแสดงออกของยีน 1-sst ใน Pichia pastoris X-33 โดยพบการสังเคราะห์  FOS (1- kestose (GF2) and 
nystose (GF3)) อนัเป็นผลจากจากการท างานของเอนไซมล์ูกผสมท่ีไดแ้ละเอนไซมด์งักล่าวยงัสามารถ
หลัง่ออกภายนอกเซลลย์ีสตไ์ดด้ว้ย ยีสต ์Pichia pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPICZ_1-sst_56 และ 
pPICZ_1-sst_69 มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมล์กูผสมท่ีหลัง่ออกนอกเซลลเ์ท่ากบั 0.051 และ 0.048 
หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล าดบั การหายไปของแถบโปรตีนลูกผสมท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิโดยใช้
คอลมัน ์His tag บน SDS PAGE แสดงใหเ้ห็นว่า polyhistidine (6xHis) tag ไม่ไดถู้กแปลรหสัเป็นโปรตีน 
และจากการศึกษาการสงัเคราะห์ FOS ดว้ยเอนไซมล์กูผสมท่ีหลัง่ออกนอกเซลลพ์บว่า สามารถสังเคราะห์ 
1- kestose (GF2) ไดภ้ายใน 12 ชัว่โมงหลงัจากการบ่มเอนไซมล์ูกผสมกบัน ้าตาลซูโครส 0.46 โมลาร์ท่ีใช้
เป็นสบัเตรท อยา่งไรกต็ามเม่ือบ่มเป็นเวลานานข้ึนจะพบการสงัเคราะห์ nystose (GF3) ดว้ย          
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Cloning of cDNAs corresponding to enzymes involved in fructo-oligosaccharides 

(FOS) synthesis of Kaentawan or Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) was 

investigated in this research. The 1-sst and 1-fft genes encoding for 1-sucrose: sucrose 

fructosyltransferase (1-SST, EC: 2.4.1.99) and 1-fructan: fructan fructosyltransferase  

(1-FFT, EC: 2.4.1.100) respectively were cloned from 105 days old tuber of Kaentawan by 

RT-PCR. The colned cDNA sequences showed 99% and 95-99% identities to Helianthus 

tuberosus 1-sst (accession no. AJ009757.1) and 1-fft gene (accession no. AJ009756.1), 

respectively. The 1-sst gene was modified by adding the restriction sites for EcoRI and SacII 

inoder to subclone into pPICZαA vector for further expressed in Pichia pastoris X-33.  

Two yeast transformants grown on YPD medium containing sorbitol and zeocin were selected 

and analyzed for gene expression. The cDNA showed the expression in P. pastoris X-33 by 

synthesis of FOS (1- kestose (GF2) and nystose (GF3)). Moreover, the 1-SST recombinant 

enzyme was also secreted into medium. The specific activities of 1-SST recombinant enzyme 

secreted from P. pastoris X-33 containing pPICZ_1-sst_56 and P. pastoris X-33 containing 

pPICZ_1-sst_69 were 0.051 and 0.048 U/mg protein, respectively. Disappearance of 

recombinant protein bands purified by His tag column on SDS polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS PAGE) indicated that polyhistidine (6xHis) tag was not translated into 

protein. The 1-kestose was synthesized within 12 h when the recombinant enzyme was 

incubated with 0.46M sucrose as substrate. However, nystose (GF3) was also synthesized in 

prolonged period of incubation.                               
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