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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 pPICZA 
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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บทที ่1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญ 
 อาหารเสริมเพื่อสุขภาพ หรือ อาหารฟังก์ชนั (functional foods) เป็นอาหารท่ีเม่ือ
บริโภคเขา้สู่ร่างกายแลว้จะสามารถท าหนา้ท่ีอ่ืนให้กบัร่างกาย นอกเหนือจากในเร่ืองของรสสัมผสั 
(sensory function) การให้คุณค่าทางอาหารท่ีจ าเป็นแก่ร่างกาย (nutritive function) ยงัมีหนา้ท่ีอ่ืนๆ 
(non-nutritive physiological functions) คือ ช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายและสภาพการ
ท างานของร่างกาย ชะลอการเส่ือมโทรมของอวยัวะต่างๆจากการสูงอายุ ป้องกนัโรคต่างๆท่ีอาจ
เกิดข้ึนจากภาวะโภชนาการผิดปกติ และบ าบดัหรือลดอาการของโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของ
ร่างกาย  ซ่ึงในปัจจุบนัไดรั้บความนิยมในการบริโภคเป็นอยา่งมาก (ไพโรจน์ 2552) โดยอินนูลิน 
(inulin) และฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ (fructooligosaccharides (FOS)) ก็เป็นส่วนผสมเพื่อ
สุขภาพ (functional ingredient) ท่ีไดรั้บความสนใจในการน ามาเป็นส่วนประกอบของอาหารเสริม
เพื่อสุขภาพ (Campbell และคณะ 1997)  โดยอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์จดัเป็น
คาร์โบไฮเดรตกลุ่มฟรุกแตน (fructan) ชนิดหน่ึงท่ีมีดัชนีการสังเคราะห์โพลิเมอร์ของน ้ าตาล 
ฟรุกโตส (degree of polymerization (DP)) ตั้งแต่ 10 ข้ึนไปและอยูใ่นช่วงระหวา่ง 3 ไปจนถึง 7-10 
หน่วย ตามล าดบั และจะมีหน่วยของน ้ าตาลกลูโคสต่ออยู่ท่ีปลายสาย (Suzuki 1993) จดัเป็น
คาร์โบไฮเดรตชนิดท่ีไม่สามารถยอ่ยไดโ้ดยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กของมนุษย ์แต่
สามารถย่อยไดโ้ดยจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ในล าไส้ใหญ่ เช่น Lactobacillus และ Bifidobacteria 
จึงช่วยเสริมสร้างภูมิตา้นทานและยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียก่์อโรคบางชนิด ท า
ให้อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ถูกจัดจ าแนกเป็นสารพรีไบโอติก (prebiotic) 
(Alexander และ Lazaro 2006) โดยแหล่งท่ีสามารถพบฟรุกแตนสะสมอยูน่ั้นมีทั้งในแบคทีเรียและ
พืช โดยฟรุกแตนในแบคทีเรียจะมีช่ือเรียกวา่ ลีแวน (levan) ซ่ึงมีค่า DP สูง ส่วนฟรุกแตนในพืชจะ
มีค่า DP ท่ีไม่สูงมากนกั (Alexander และ Lazaro 2006; Hans-Jakob Wirz 2005) ซ่ึงเหมาะสมต่อ
การน าไปใช้เป็นส่วนประกอบในอาหารเสริมเพื่อสุขภาพ   โดยพืชท่ีมีการสะสมอินนูลินและ 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ในปริมาณสูงและมีการส่งเสริมให้ปลูกมากในประเทศไทยก็คือ  
แก่นตะวนั หรือ Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) ซ่ึงส่วนหวั (tuber) ของแก่นตะวนั
ประกอบดว้ยอินนูลินและและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ 16-20 และ 10-25% (ของน ้ าหนกัสด)
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ตามล าดบั (Thammarutwasik  และคณะ 2009)  แต่การสกดัอินนูลินและและฟรุกโตโอลิโกแซค- 
คาร์ไรด์โดยตรงจากแหล่งของพืชวตัถุดิบท่ีเพาะปลูกตามสภาพธรรมชาตินั้นมกัควบคุมปริมาณ
และคุณภาพของผลผลิตไดย้าก เพราะข้ึนกบัปัจจยัต่างๆ ทั้งจากพืชวตัถุดิบเองและสภาพแวดลอ้มท่ี
อาจแปรผนัไปในแต่ละฤดูกาลของการเพาะปลูก ดงันั้น การท่ีจะผลิตอินนูลินและและฟรุกโตโอลิ-
โกแซคคาร์ไรดใ์หมี้ความสม ่าเสมอทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพดว้ยการใชเ้อนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบั
การสัง เคราะห์ อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์  คือ ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส 
(fructosyltransferase (FTase)) จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีได้รับความสนใจ เพราะจะท าให้ได้ 
อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ท่ีจ  าเพาะตามความตอ้งการและมีประสิทธิภาพมากข้ึน  
นอกจากน้ีการสังเคราะห์สารโดยอาศยักิจกรรมของเอนไซม์ยงัสามารถควบคุมสภาวะท่ีใชใ้นการ
สังเคราะห์ได้ โดยเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสท่ีเก่ียวขอ้งในการสังเคราะห์อินนูลินและ
และฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์คือ 1-sucrose: sucrose fructosyl transferase (1-SST)  และ  
1-fructan: fructan fructosyl transferase (1-FFT) โดยมียีนควบคุมท่ีก าหนดรหัส (code) เป็น
เอนไซมคื์อ 1-sst  และ  1-fft  ตามล าดบั  (van der Meer และคณะ 1998) อยา่งไรก็ตามการสกดัเอา
เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัมาใช้ก็มกัประสบปัญหาเช่นเดียวกบัการสกดั 
อินนูลินและและฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์จากแหล่งพืชวตัถุดิบจากธรรมชาติ โดยศรีสุดา (2554) 
ไดร้ายงานว่า กิจกรรมของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณอินนูลิน
และฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในแต่ละระยะการเจริญเติบโตของแก่นตะวนั โดยในระยะท่ีมีการ
พฒันาเป็นหวัสะสมอาหาร (tuberization) อายุ 105-120 วนั จะมีปริมาณอินนูลินและและฟรุกโต- 
โอลิโกแซคคาร์ไรด์และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสสูงสุด ซ่ึงช้ีให้เห็นว่า 
หากตอ้งการสกดัเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากหวัสะสมอาหารของแก่นตะวนัเพื่อใช้ใน
การสังเคราะห์อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์นั้นต้องใช้แก่นตะวนัท่ีมีอายุท่ีเหมาะสม  
ซ่ึงตอ้งใชร้ะยะเวลาค่อนขา้งนาน และเพื่อแกไ้ขปัญหาดงักล่าวงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะน าเอาเทคนิค
ดา้นอณูชีววิทยา (molecular biology) มาช่วยในการผลิตเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ 
อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในรูปแบบของเอนไซมลู์กผสม (recombinant enzyme) โดย
การโคลนยีนท่ีแปลรหัสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มของฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัและ
เช่ือมต่อลงในเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก (expression vector) ท่ีเหมาะสมและสามารถหลัง่เอนไซม์
ออกมาภายนอกเซลล์เจา้บา้น (host cell) ได้ ซ่ึงจะท าให้ง่ายต่อการเก็บเก่ียวและท าบริสุทธ์ิ
ผลิตภณัฑเ์อนไซมใ์นภายหลงัจากขั้นตอนการผลิต นอกจากน้ีเพื่อใหมี้การผลิตไดดี้และมากข้ึนก็จะ
อาศยัระบบการแสดงออกในยสีตเ์ป็นเซลลเ์จา้บา้นในการผลิต  ซ่ึงยสีตจ์ดัเป็นยคูาริโอตเช่นเดียวกนั
กบัพืชท าให้มีขบวนการดดัแปลงของโปรตีน (protein modification) ภายหลงัการแปลรหัสท่ี
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คลา้ยคลึงกนั ผลิตภณัฑโ์ปรตีนลูกผสมท่ีไดจึ้งมีคุณสมบติัเหมือนกบัโปรตีนดั้งเดิม (native protein) 
และยสีตย์งัมีคุณสมบติัท่ีโดดเด่นกวา่พืชในเร่ืองของความสามารถในการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็ว ง่าย
ต่อการเพาะเล้ียง สามารถเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่นเซลล์สูง และสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนไดม้ากกวา่ 50 % จากโปรตีนท่ีแสดงออกทั้งหมดภายในเซลล์ หากงานวิจยัน้ีส าเร็จลงไดก้็
จะเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีใช้ในการผลิตเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัได้ใน
ปริมาณท่ีมากข้ึนและสามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นการผลิตอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์
ในระดบัอุตสาหกรรมไดต่้อไป 

 
วตัถุประส ค์ 

1. เพื่อโคลนยนีในกลุ่มของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนั 

2. เพื่อศึกษาการผลิตและคุณลกัษณะของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสลูกผสมจาก

แก่นตะวนั 

 
ข บเขต านวจัิย 

1. ศึกษาการโคลนยีนในกลุ่มของฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัโดยวิธี  
RT-PCR 

2. ศึกษาการผลิตเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสลูกผสมโดยใช้ระบบการแสดงออก
ในยสีต ์

 
ประโยชน์ทีค่าดว าจะได้รับ 

1. สามารถผลิตเอนไซมลู์กผสมไดโ้ดยอาศยัระบบการแสดงออกในยสีต ์

2. เป็นการเพิ่มช่องทางการผลิตเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัเพื่อให้

ไดป้ริมาณเพิ่มมากข้ึนและลดระยะเวลาในการผลิตให้นอ้ยลง 
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บทที ่2 

เ กสารและ านวจัิยทีเ่กี่ยวข้   
 

1. แก นตะวนั (Jerusalem Artichoke) 
 แก่นตะวนั (Jerusalem Artichoke) มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่  Helianthus tuberosus L. 
จดัอยูใ่นวงศ ์Asteraceae เป็นพืชลม้ลุก มีอายุประมาณ 4-6 เดือน ลกัษณะตน้เป็นไมเ้น้ืออ่อน สูง
ประมาณ 1.5-4.0 เมตร อาจแตกแขนงหรือไม่แตกแขนงก็ได ้โดยพนัธ์ุท่ีแตกแขนงหัวจะมีแขนง
มากดว้ย แต่พนัธ์ุท่ีไม่แตกแขนงหวัก็จะเป็นหัวเด่ียว ใบจะเป็นใบเด่ียว รูปหอก ขอบใบหยกัมีขน 
ดอกเกิดเป็นช่อ กลีบดอกมีสีเหลือง ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางดอก 4-8 เซนติเมตร มีหวัสะสมอาหาร 
(tuber) ลกัษณะเป็นตะปุ่มตะป ่ า รูปร่างคลา้ยขิง ผวิเปลือกเป็นสีน ้าตาลอ่อน เน้ือในสีขาว  
 แก่นตะวนัเป็นพืชผสมตวัเองไม่ได้ (self-incompatible out-crossing) มีโครโมโซม 
(chromosome) เป็นเฮกซะพรอยด์ (hexaploid) เป็นพืชวนัสั้ น (short day) มีช่วงแสงวิกฤต  
(critical day-length) นอ้ยกวา่ 14 ชัว่โมง โดยการเจริญเติบโตของแก่นตะวนัสามารถแบ่งออกได้
เป็น 2 ช่วง คือ slow tuber growth คือนบัจากปลูกจนถึงออกดอกแรก และ rapid tuber filling ซ่ึงเร่ิม
จากดอกแรกบานจนถึงเก็บเก่ียว โดยในช่วงแรกนั้นอาหารท่ีสร้างไดจ้ะสะสมไวท่ี้ใบและล าตน้ แต่
หลงัจากนั้นใบจะเร่ิมแก่และหลุดร่วง อาหารท่ีสร้างและสะสมไวท่ี้ใบและล าตน้จะเคล่ือนยา้ยไปสู่
หัว (นิมิต และ สนั่น 2549) โดยมีรายงานว่าในช่วง 90 วนัแรกของการเพาะปลูกมีการสะสม 
อินนูลิน (วิเคราะห์ในรูปของน ้ าตาลนอนรีดิวซ์) มากในส่วนของล าตน้ ซ่ึงเป็นช่วงท่ีแก่นตะวนัมี
การพัฒนาของส่วนใบและล าต้น (vegetative parts) ท่ีสูง คือ มีการสังเคราะห์ด้วยแสง 
(photosynthesis) ท่ีใบเพื่อให้ไดผ้ลิตภณัฑ์น ้ าตาล ซ่ึงก็คือ น ้ าตาลกลูโคส เพื่อใช้ในกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมต่างๆ จากนั้นจะมีการล าเลียงน ้ าตาลกลูโคสหรือเปล่ียนรูปไปเป็นน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ 
รวมทั้ งน ้ าตาลนอนรีดิวซ์เพื่อล าเลียงไปยงัส่วนต่างๆ ของพืช ท าให้พบปริมาณของน ้ าตาล 
นอนรีดิวซ์ท่ีสูงในส่วนของล าตน้ และหลงัจาก 90 วนัของการปลูกจะเห็นปริมาณของน ้ าตาล 
นอนรีดิวซ์ลดลงในส่วนของล าตน้ แต่มีปริมาณเพิ่มมากข้ึนในส่วนของราก จากนั้นส่วนของรากจะ
พฒันาไปเป็นไหล (stolon) และหวัสะสมอาหาร (tuber) ท าให้การสะสมของน ้ าตาลนอนรีดิวซ์ยา้ย
จากส่วนรากไปยงัหวัสะสมอาหาร (ศรีสุดา 2554)  
 แก่นตะวนัมีถ่ินก าเนิดแถบทวปีอเมริกาเหนือและไดมี้การน ามาปลูกในแถบทวีปยุโรป
อยา่งแพร่หลาย ในเขตหนาว เขตก่ึงหนาว และเขตร้อน ในประเทศไทยไดมี้การน าเขา้มาปลูกพบวา่
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สามารถเจริญเติบโตและปรับตวัไดดี้ให้ผลผลิตสูงมีตน้ทุนในการปลูกและดูแลรักษาน้อย แมใ้น
บางพื้นท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ของดินต ่า นอกจากนั้นยงัสามารถน าหัวมาปลูกเป็นแปลงไมด้อก
ประดบั เพื่อเป็นท่ีพกัผอ่นหยอ่นใจ หวัท่ีไดเ้ม่ือตน้แก่แลว้สามารถน าหวัมาใชป้ระโยชน์ในการเป็น
อาหารของคนเราไดห้ลายอยา่ง (สนัน่ และคณะ 2549) 

 
 

  

 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 ลกัษณะดอกและหวัของแก่นตะวนั 
(ท่ีมา : http://www.แก่นตะวนั.com/) 

  แ ก่ น ต ะ วั น เ ป็ น พื ช ใ น ก ลุ่ ม ท่ี ส ะ ส ม อ า ห า ร ใ น รู ป ข อ ง ฟ รุ ก แ ต น  
(fructan accumulating plant) โดยส่วนหัวของแก่นตะวนัมีการสังเคราะห์และสะสมอินนูลิน 
(inulin) และฟรุกโตโอลิโกแซคคาร์ไรด์ (fructooligosaccharides (FOS)) ในปริมาณสูงเม่ือ
เปรียบเทียบกับพืชชนิดอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1) แก่นตะวันจึงเป็นแหล่งของอินนูลินและ 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีดีและมีการน าไปใช้ในเชิงอุตสาหกรรม นอกเหนือไปจากรากของ 
ชิคอรี (chicory root) (สนัน่ และคณะ 2549) 
2.  นินูลนิ (inulin) และ ฟรุกโตโ ลโิกแซคคาไรด์ (fructooligosaccharides (FOS)) 
 2.1 โคร สร้า  
 อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ประกอบข้ึนจากน ้ าตาลฟรุกโตสเช่ือมต่อกนั
หลายๆ โมเลกุลเป็นเส้นตรงดว้ยพนัธะเบตา้ 2, 1 ไกลโคซิดิก (β-2,1 glycosidic linkage)  โดย
โครงสร้างอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จะประกอบดว้ยโมเลกุลของกลูโคสหน่ึงโมเลกุล
อยูท่ี่ปลายดา้นหน่ึงของสายโซ่ (ภาพท่ี 2) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีทัว่ไปเป็น GFn โดย n แสดงถึง
ค่า DP ซ่ึงหมายถึง จ านวนโมเลกุลของน ้ าตาลฟรุกโตสท่ีเช่ือมต่อกนัภายในสายพอลิแซ็กคาไรด ์

http://www.แก่นตะวัน.com/
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(polysaccharides)  ส าหรับฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีค่า DP ต ่าสุดคือ GF2 เรียกว่า 1-คีสโตส  
(1-ketose) ถดัมาคือ GF3 เรียกว่า นีสโตส (nystose) และ GF4 เรียกวา่ 1-เบตา้-ฟรุกโตฟูราโน-
ซิลนีสโตส (1- β-fructofuranosylnystose) ตามล าดบั โดยทัว่ไปอินนูลินจะมีค่า DP ตั้งแต่ 10 ข้ึน
ไป (Roberfroid และคณะ 1993; Niness 1999)  และฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จะมีค่า DP อยูใ่นช่วง 
2 ถึง 10 (Suzuki 1993) โดยค่า DP ของอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จะข้ึนอยูก่บัชนิดของ
พืชวตัถุดิบดงัแสดงในตารางท่ี 2   
ตารางท่ี 1 ปริมาณอินนูลินและ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดใ์นพืชต่างๆ  

แหล่งพืชวตัถุดิบ อินนูลิน   
(%  fresh weight)  

ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
 (% fresh weight) 

Onion  2-6 6 
Jerusalem artichoke  16-20 10-25 
Chicory  15-20 5-10 
Leek  3-10 2-5 
Garlic  9-16 3-6 
Artichoke  3-10 <1 
Banana  0.3-0.7 0.3-0.7 
Rye  0.5-1.0 0.5-1.0 
Barley  0.5-1.5 0.5-1.5 
Dandelion  12-15 NA 
Burdock  3.5-4.0 NA 
Camas  12-22 NA 
Murnong  8-13 NA 
Yacon  3-19 3-19 
Salsify  4-11 4-11 
Wheat  1-4 1-4 
Asparagus  1-30 5-10 
NA, data not available. 
(Thammarutwasik และคณะ 2009) 
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ภาพท่ี 2 โครงสร้างอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

(ท่ีมา : http://www.39kf.com/cooperate/qk/American-Society-for-Nutrition/017302/2008-12-28-549839.shtml) 

 
ตารางท่ี 2 ปริมาณและค่า degree of polymerization ของอินนูลินท่ีพบใน Dahlia,  
Jerusalem artichoke และ chicory    

ชนิดพืช Dahlia Jerusalem 
artichoke 

Chicory 

Roots/Tubers ตนั/เฮกเตอร์ 
(ช่วงระหวา่ง) 

25 42 
35-60 

43.5 
25-75 

DM%  เฉล่ีย 
(ช่วงระหวา่ง) 

18 
15-22 

22 
19-25 

22.4 
20-25 

Inulin (%) เฉล่ีย 
(ช่วงระหวา่ง) 

11 
10-12 

16 
14-18 

16.6 
14.9-18.3 

Inulin  ตนั/เฮกเตอร์ 2.5-3 4.5-8.5 5-11 
Mean DPn 13-20 6-10 10-14 

DM คือ dry matter; DPn คือ degree of polymerization. 
(Franck และ Leenheer 2005) 
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 2.2 การสั เคราะห์ 
 อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จดัเป็นฟรุกแตน (fructan) ชนิดหน่ึงของ 
พืชจะถูกสัง เคราะห์ ข้ึนจากซูโครสในแวคิวโอลโดยการท างานร่วมกันของเอนไซม ์
กลุ่มฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส (fructosyltransferase) อย่างน้อย 2 ชนิด คือ sucrose:sucrose  
1-fructosyltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99) และ fructan:fructan 1-fructosyltransferase  
(1-FFT, EC 2.4.1.100) (Darwen และ John 1989) ซ่ึงการสังเคราะห์ฟรุกแตนใน Jerusalem 
artichoke ตามโมเดลของ Edelman และ Jefford (1968) นั้นแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนคือ เร่ิมจาก  
1-SST กระตุน้ให้มีการยา้ยหน่วยของน ้ าตาลฟรุกโตส (fructosyl unit) จากโมเลกุลซูโครสตวัให ้
(sucrose donor molecule) ไปต่อกบัโมเลกุลซูโครสตวัรับ  (sucrose acceptor molecule) ท าให้เกิด 
trisaccharide kestose (GF- F, GF2) ข้ึนมา จากนั้น 1-FFT จะสังเคราะห์ให้ไดฟ้รุกแตนท่ีมี DP 
สูงข้ึนโดยการยา้ยหน่วยของน ้ าตาลฟรุกโตสระหวา่ง  GF2 กบัฟรุกแตนท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ไดเ้ป็น 
nystose (GF3), 1F-fructofuranosyl nystose (GF4) และ raffinose (GF5) ตามล าดบั ดงัสมการต่อไปน้ี 

 
สมการท่ี 1 การเร  ปฏิกิริยาการสร้า ไตรแซ็กคาไรด์จาก 2 โมเลกุลข  ซูโครสโดยใช้เ นไซม์ 1-
SST 
                                                                               1-SST 
                                   G ~ F      +          G ~ F                         G ~ F–F         +         G 
                     sucrose                sucrose                                  1-kestose             glucose 
 
สมการที ่2 การเร  ปฏิกิริยาการย้ายฟรุกโตสตัวให้ไปยั ตัวรับโดยใช้เ นไซม์ 1-FFT 

                         1-FFT 

          G ~ F–Fn    +     G ~ F–Fm                         G ~ F–Fn-1    +      G ~ F–Fm+1  
             donor             acceptor                                  acceptor                   donor 
ก าหนดให ้ (m ≥ 0 , n > 0)  
 

 ต่อมา Koops และ Jonker (1996) ไดพ้ิสูจน์โมเดลของ Edelman และ Jefford โดยการ
แยกและท าบริสุทธ์ิเอนไซมท์ั้งสองจากหวั (tuber) ของ Jerusalem artichoke พนัธ์ุ Colombia แลว้
น ามาสังเคราะห์ฟรุกแตนในสภาวะ in vitro ท่ีมีการเติมซูโครสลงไปพบว่า สามารถสังเคราะห์ 
ฟรุกแตนท่ีมี DP อยา่งนอ้ย 13 ได ้ส าหรับเอนไซมท่ี์ผ่านการท าบริสุทธ์ิทั้งสองมีน ้ าหนกัโมเลกุล
ประมาณ 67 และ 70 kDa และในปี 1998 van der Meer และคณะไดโ้คลนยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
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สังเคราะห์ฟรุกแตนของ Jerusalem artichoke พนัธ์ุ Colombia ในรูป cDNA clone คือ  1-sst 
(accession no. AJ009757) และ 1-fft (accession no. AJ009756) ซ่ึงแปลรหัสเป็นเอนไซม ์
sucrose:sucrose 1-fructosyltransferase (1-SST, accession no. CAA08812.1) และ fructan:fructan 
1- fructosyltransferase (1-FFT, accession no. CAA088111) ตามล าดบั และ จากรูปแบบการ
แสดงออกบ่งช้ีว่า ยีนทั้งสองแสดงออกมากในหัวสะสมอาหารในระยะท่ีก าลงัพฒันาและมีการ
แสดงออกต ่าในส่วนของดอกและล าตน้ และไม่พบการแสดงออกของยีนในใบ ราก และหวัสะสม
อาหารท่ีพฒันาเตม็ท่ี ซ่ึงการแสดงออกของยีนสอดคลอ้งกบัการสังเคราะห์ฟรุกแตน นอกจากน้ีการ
ทดสอบหนา้ท่ีของเอนไซมโ์ดยถ่ายยีนท่ีโคลนไดจ้าก Jerusalem artichoke ไปยงัตน้พิทูเนียท่ีไม่ใช่
พืชกลุ่มท่ีสะสมฟรุกแตนพบว่า หากพิทูเนียได้รับยีน 1-sst สามารถสร้าง 1-kestose (GF2),  
1-nystose (GF3) และ 1- fructosyl nystose (GF4) ได ้แต่พิทูเนียไดรั้บยีน 1-fft ไม่สามารถสะสม  
ฟรุกแตนได ้ซ่ึงน่าจะเป็นเพราะไม่มีสารตั้งตน้ (substrate) ท่ีเหมาะสม (DP มากกวา่หรือเท่ากบั 3) 
ส าหรับ 1- FFT   ดงันั้นการสังเคราะห์ให้ไดฟ้รุกแตนใน DP ท่ีตอ้งการจึงจ าเป็นตอ้งเขา้ใจขั้นตอน
การสังเคราะห์อยา่งละเอียด นอกจากการโคลนยีน 1-sst และ 1- fft  ใน Jerusalem artichoke แลว้ก็
ยงัมีการโคลนยีนกลุ่มน้ีในพืชท่ีมีการสะสมอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์อ่ืนอีก เช่น  
หวัหอม  ขา้วบาร์เลย ์หน่อไมฝ้ร่ัง  และchicory เป็นตน้ (Vijn และคณะ 1997; Spernger และคณะ 
1995) โดยในหน่อไมฝ้ร่ังจะมียีน 6- sft ซ่ึงจะสังเคราะห์ฟรุกแตนท่ีมีลกัษณะเป็นก่ิง (branch)  ซ่ึง
ความแตกต่างของยีนท่ีมีในพืชแต่ละชนิดท าให้ประเภทและความยาวของฟรุกแตนในพืชแต่ละ
ชนิดจะมีความหลากหลายและแตกต่างกันค่อนข้างมาก  โดยค่า DP ของฟรุกแตนในพืช  
(plant fructan) อยูใ่นช่วงตั้งแต่ 10- 250 หน่วยของน ้ าตาลฟรุกโตส  ซ่ึงความแตกต่างในความยาว
ของฟรุกแตนไม่เพียงแต่เป็นผลเน่ืองมาจากความแปรผนัทางอนุกรมวิธานของพืชเท่านั้นแต่ยงัรวม
ไปถึงอิทธิพลจากสภาวะแวดลอ้มท่ีพืชไดรั้บดว้ย  โดยพืชจะมีการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้มท่ี
เปล่ียนแปลงไปดว้ยการปรับเปล่ียนความยาวเฉล่ียของฟรุกแตนท่ีพืชมี  โดยพบวา่พืชมีการสะสม 
ฟรุกแตนมากข้ึนเพื่อปรับค่าออสโมติกเม่ืออยู่ในภาวะแห้งแลง้ (drought) และหนาวเยน็ (cold)  
(Pontis และ del Campillo 1985) ซ่ึงเป็นการแสดงให้เห็นอีกบทบาทหน่ึงของฟรุกแตนในพืช
นอกเหนือไปจากการท าหนา้ท่ีเป็นคาร์โบไฮเดรตส ารอง   ส าหรับขอ้แตกต่างของฟรุกแตนจากแป้ง 
(starch) ก็คือ  ฟรุกแตนเป็นโพลีแซคคาร์ไรด์ท่ีสามารถละลายน ้ าได้ดีจึงช่วยในการรักษาค่า 
ออสโมติก (osmotic potential) ในแวคิวโอลของพืช   
 จากรายงานการแยกและท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ในกลุ่มฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสและ
ศึกษาคุณลกัษณะต่างๆ ของเอนไซม์ท่ีท าบริสุทธ์ิพบว่า มีคุณลกัษณะท่ีใกล้เคียงกนัในพืชชนิด
เดียวกนัและชนิดท่ีใกลเ้คียงกนั แต่จะมีความแตกต่างกนับา้งเพราะวิธีการสกดัและการท าบริสุทธ์ิท่ี
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แตกต่างกนั ซ่ึงเอนไซมท่ี์ไดอ้าจมีกิจกรรมของเอนไซมอ่ื์นมารบกวนการท างานได ้หากไม่ไดอ้ยูใ่น
รูปเอนไซมบ์ริสุทธ์ิเพียงชนิดเดียว (homogenous purified enzyme) (Praznik และคณะ 1990) โดย 
Praznik และคณะไดร้ายงานวา่ 1-SST ท่ีแยกจากหัว Jerusalem artichoke ท่ีเก็บเก่ียวช่วงเดือน
กนัยายนใน Leopoldsdorf ใกลก้บัเมือง Vienna และน ามาเก็บท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อใช้ในการแยก
เอนไซม์ดว้ย 0.007 M potassium phosphate buffer (pH 7) ท่ีเติม 0.5% Triton X-100 และ  
0.5% cysteine และบ่มนาน 24 ชัว่โมงแลว้น ามาท าบริสุทธ์ิต่อดว้ย 20-60% ammonium sulfate ตาม
ดว้ยการแยกบน hydrophobic interaction chromatography (Fractogel TSK Butyl- 650 column) 
และ gel filtration (Sephacry S-20 column) และน าเอนไซมท่ี์แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม ์1-SST 
ไปท าให้อยู่รูปผงดว้ยความเยน็ (lyophilized puried enzyme) แลว้น าไปวิเคราะห์ลกัษณะสมบติั
ต่างๆ นั้น พบว่า เอนไซม์ท่ีได้มีความบริสุทธ์ิสูงข้ึน 40 เท่าเม่ือเทียบกับเอนไซม์สกัดหยาบ 
ประกอบดว้ยแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวและไม่ปรากฏลกัษณะของ isoenzyme เม่ือแยกดว้ย PAGE 
และน าไปท า activity staining และเอนไซมมี์น ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 67 กิโลดาลตนัเม่ือวิเคราะห์
ดว้ย gel filtration ซ่ึงมีขนาดเดียวกบั 1-SST รูปบริสุทธ์ิ (ผา่นการท าบริสุทธ์ิ 6 ขั้นตอน มีค่าความ
บริสุทธ์ิ 655 เท่าเม่ือเทียบกบัเอนไซมส์กดัหยาบ) จาก Jerusalem artichoke พนัธ์ุ Columbia ท่ีเก็บ
เก่ียวในช่วงเดือนกรกฎาคมถึงสิงหาคม ปี 1992 และเก็บท่ี -80 องสาเซลเซียสท่ีรายงานโดย Koops 
และ Jonker (1996) แต่ 1-SST ท่ีแยกไดป้ระกอบดว้ย 2 subunit (27 และ 55 กิโลดาลตนั) เม่ืออยูใ่น
สภาวะท่ีเป็น denaturing นอกจากน้ีเอนไซม์ท่ีแยกโดย Praznik และคณะแสดงคุณลกัษณะอ่ืนๆ 
เช่น pH อุณหภูมิ ผลของโลหะหนักและสารรีเอเจนต์ต่อการท างานของเอนไซม์ท่ีใกล้เคียงกบั
เอนไซม ์1-SST ของ Jerusalem artichoke ท่ีสกดัโดย Scott และคณะ (1966) แต่มีค่า Km และ Vmax 
ส าหรับซูโครส เท่ากบั 0.42 มิลลิโมลาร์ และ 0.21 ไมโครโมลของน ้ าตาลฟรุกโตสท่ีถูกถ่ายโอนใน
หน่ึงชัว่โมง ซ่ึงเป็นค่าท่ีนอ้ยกวา่ค่า Km ท่ีรายงานโดย Scott และคณะถึง 10 เท่า (Scott และคณะ 
1966) และแตกต่างจากค่าท่ีรายงานโดย Koops และ Jonker (1996) โดย Praznik และคณะไดใ้ห้
เหตุผลวา่ สภาวะท่ีใชใ้นการเตรียมเอนไซมข์อง Scott และคณะอาจแตกต่างกนั เพราะ Scott และ
คณะไม่ไดใ้หร้ายละเอียดในการสกดัไว ้ส่วน Koops และ Jonker ไดอ้ธิบายวา่ ตามปกติค่า Km ของ 
1-SST ของพืชเม่ือใช ้first-order Michaelis-Menten equation นั้นจะมีค่ามากกวา่ 100 มิลลิโมลาร์ 
ทั้งน้ีน่าจะมาจากความแตกต่างของระยะของหวัท่ีน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการสกดัเอนไซม ์ ส าหรับ
การสกดัและวิเคราะห์คุณลกัษณะต่างๆ ของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัท่ี
ปลูกในประเทศไทยนั้นได้มีในรายงานวิจยัของศรีสุดา (2554) ท่ีพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์มี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในแต่ละระยะการเจริญเติบโตของแก่นตะวนั 
โดยหัวสะสมอาหารของแก่นตะวนัอายุ 105- 120 วนั    มีปริมาณฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์และ 
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ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสสูงสุด เท่ากบั 113 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัสด 
และ 0.098-0.103 หน่วยต่อมิลลิลิตร เม่ือน าเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสมาท าให้บริสุทธ์ิดว้ย
เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุลบ  โครมาโตกราฟีแบบสัมพรรคภาพ และการกรอง
โดยใช้เยื่อบางแบบอลัตร้า ตามล าดบั พบว่า เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสบริสุทธ์ิท่ีไดมี้ค่า
กิจกรรมจ าเพาะเท่ากบั 44.402 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 43.275  เท่า  
มีน ้าหนกัโมเลกุล 75.3 กิโลดาลตลัเม่ือแยกดว้ย gel filtration และประกอบดว้ย 2 subunits (66 และ 
25 กิโลดาลตนั) เม่ือแยกบน SDS-PAGE  ท างานไดดี้ท่ีพีเอช 5.4  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีค่า 
Km และ Vmax ส าหรับซูโครส เท่ากบั 0.372 โมลาร์ และ 1.218 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง 
โดยพบการท างานของเอนไซมท่ี์เพิ่มมากข้ึนเม่ือมี  pyridoxal-HCl ในขณะท่ี  KI  มีผลในการยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซม ์นอกจากการวิเคราะห์คุณลกัษณะต่างๆ ของเอนไซมแ์ลว้ยงัไดมี้การศึกษา
การสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดโ์ดยอาศยัเอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีไดด้ว้ย ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่ 
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีได ้สามารถสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ไดเ้ม่ือใชซู้โครสเป็นสารตั้งตน้ 
โดยเอนไซมส่์วนใหญ่ท่ีไดน่้าจะเป็น 1-SST เพราะสามารถสังเคราะห์ 1-kestose ไดแ้ละมีคุณสมบติั
อ่ืนๆ ใกลเ้คียงกบั 1-SST ท่ีรายงานในงานวจิยัอ่ืน  (ศรีสุดา 2554)  
 จากความส าคญัของอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในดา้นต่างๆ จึงมีงานวิจยั
หลายช้ินท่ีไดศึ้กษาการท างานของเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์อินนูลินและฟรุกโตโอลิ- 
โกแซคคาไรด์ทั้ง 1-SST และ 1-FFT รวมไปถึงยีนท่ีควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์น้ีในพืช
หลากหลายชนิด โดยงานวิจยัส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นท่ีการสกดัแยกเอนไซม์ทั้งสองเพื่อท าบริสุทธ์ิ 
ศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซม์ในด้านต่างๆ และน ามาทดสอบความสามารถในการสังเคราะห์ 
อินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในหลอดทดลองโดยน ามาบ่มร่วมกบัน ้ าตาลซูโครส ซ่ึงผลท่ี
ไดพ้บวา่ เอนไซมท่ี์สกดัไดน้ั้นสามารถเปล่ียนน ้ าตาลซูโครสไปเป็นฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ได ้
และ ยงัมีความสอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีนท่ีแปลรหสัให้เอนไซมด์งักล่าว เช่นงานวิจยัในปี 
ค.ศ. 2002 ของ Lidgett และคณะท่ีไดแ้ยกและศึกษาคุณลกัษณะของยีนท่ีก าหนดรหสัเป็นเอนไซม ์
ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากหญา้จ าพวก Lolium (Lolium perenne) โดยการคดักรองจาก cDNA 
library และ genomic library พบวา่ ยีนดงักล่าวมีส่วนท่ีแปลรหัส (open reading frame (ORF)) 
ทั้ งหมด 1947 bp ซ่ึงก าหนดรหัสเป็นกรดอะมิโน 648 ตัว มีความเหมือนกับเอนไซม ์
sucrose: fructan 6-fructosyltransferase (6-SFT)  69% และยงัมีโดเมน (domain) ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
หน้าท่ีของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสในพืช และจากการดูการแสดงออกของยีน LpFT1  
ก็พบว่า มีการแสดงออกของยีนน้ีมากในรากอ่อน  ตน้อ่อน และกาบใบท่ีเจริญเต็มท่ี (Lidgett และ
คณะ 2002) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Gallagher และคณะ ซ่ึงไดใ้ชเ้ทคนิค RT- PCR และ northern 
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analysis เพื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีนท่ีก าหนดรหสัเป็นเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส
และอินเวอร์เตส (invertase) ในหญา้ Lolium temulentum L. โดยอาศยัการออกแบบไพรเมอร์ 
(primer) และตวัตรวจจบั (probe) ท่ีจ  าเพาะกบัเอนไซมน์ั้นๆ ตามล าดบั และไดแ้ยก water soluble 
carbohydrate จากพืชตวัอย่างมาวิเคราะห์ดว้ยวิธี TLC ควบคู่ไปดว้ย ซ่ึงจากการทดลองก็พบว่า 
ผลิตภณัฑ์ water soluble carbohydrate ท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีนท่ีแปลรหัสเป็น
เอนไซม ์(Gallagher และคณะ 2004) 
 ต่อมาได้เร่ิมมีการวิเคราะห์บทบาทหน้าท่ีของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดท่ี์โคลนไดโ้ดยอาศยัระบบการแสดงออกในยสีต ์ซ่ึงเป็นยคูาริโอต โดยใน
ปี ค.ศ. 2004 Nagaraj และคณะไดโ้คลนยีน 1-sst จาก barley เขา้ไปในยีสต ์P. pastoris และใชเ้ป็น
ตน้แบบ (model) ในการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 1-sst และ 6-sft โดยการวิเคราะห์จาก
กิจกรรมการท างานของเอนไซมแ์ละปริมาณของฟรุกแตนท่ีเกิดข้ึน จากผลการวิจยัท าให้สามารถ
ระบุบทบาทหนา้ท่ีของยีน 1-sst ไดว้า่ เป็นยีนท่ี code ให้เอนไซมท่ี์มีความส าคญัในการสังเคราะห์ 
ฟรุกแทนในใบของ barley (Nagaraj และคณะ 2004) 
 ในปี ค.ศ. 2005 Kawakami และคณะ ได้โคลนยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ 
ฟรุกแตน (1-sst, 1-fft และ 6-sft) จาก winter wheat cultivar (Triticum aestivum L. cv. PI173438) 
และใหมี้การแสดงออกใน P. pastoris พบวา่ recombinant enzyme ท่ีผลิตไดส้ามารถอินนูลินได ้แต่
ใหส้ายโอลิโกเมอร์ท่ีไม่ยาวมาก (Kawakami และคณะ 2005)   
 ในปี ค.ศ. 2006 Van den Ende และคณะไดโ้คลนยีน hDP 1-fft จาก Echinops ritro เขา้
ไปใน P. pastoris เพื่อดูการแสดงออกของยีนดงักล่าว ซ่ึงพบว่า recombinant enzyme และ  
native enzyme มีความสามารถในการผลิต fructan ไดท้ั้งในสภาวะ in vitro และ in vivo เหมือนกนั 
(Van den Ende และคณะ 2006) 
 ในปี ค.ศ. 2009 Abe และคณะได้สกดัและท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ 1- FFT จาก  
Edible Burdock โดยการตกตะกอนเอนไซมด์ว้ยแอมโมเนียซลัเฟตและน ามาท าโครมาโทกราฟฟี
โดยผา่น 3 คอลมัน์คือ DEAE-Sepharose CL-6B  Toyopearl HW-55S และ Sephadex G-100 โดย
เอนไซมท่ี์ผ่านการท าบริสุทธ์ิสามารถผลิต nystose และฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ซ่ึงมีค่า DP สูง
จาก 1-kestose ได ้และจากการวิเคราะห์หาน ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม์ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิคือ  
1-FFTa และ 1-FFTb ดว้ยวิธี native และ SDS-PAGE พบว่า เอนไซม์ทั้งสองมีน ้ าหนกัโมเลกุล
เท่ากบั 46,000 และ 17,000 ดาลตนั ตามล าดบั และจากการหาล าดบักรดอะมิโนทางดา้น N-terminal 
sequence ของทั้งสองเอนไซมพ์บวา่ มีล าดบัอะมิโนเหมือนกนั นอกจากน้ีในงานวิจยัยงัไดมี้การคดั
แยก cDNA ของพืชชนิดน้ีโดยให้ช่ือวา่ alft1 ซ่ึงจะ code ให้ polypeptides จ านวน 617 amino acids 
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มีค่า Mr และค่า pI เท่ากบั 60,213 และ 4.89 ตามล าดบั และเม่ือโคลนยีน alft1 เขา้ไปใน P. pastoris 
เพื่อดูการแสดงออกของยีน alft1 ก็พบวา่ เอนไซมท่ี์ผลิตไดมี้คุณสมบติัเหมือนกบัเอนไซมท่ี์ไดจ้าก
พืชชนิดน้ี ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า alft1 ท่ี code ให้ edible burdock 1-FFT มีความเก่ียวข้องกับ
การสังคราะห์ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Abe และคณะ 2009) 
 ในปี ค.ศ. 2011 Lasseur และคณะไดศึ้กษาการท างานของเอนไซม ์6-SFT ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการสังเคราะห์พนัธะ β (2- 6) ของฟรุกแตนใน perennial ryegrass (Lolium perenne) โดยการ
โคลนยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสโดยใช้วิธี RT- PCR และถ่าย
โอนไปยงั P. pastoris เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนและเปรียบเทียบคุณสมบติัของเอนไซม์
ลูกผสมดงักล่าวกบัเอนไซมลู์กผสมท่ี code จากยนี 6-sft ของ barley พบวา่ เอนไซมลู์กผสม  6- SFT 
ท่ีสร้างโดยอาศัยการแสดงออกในระบบของยีสต์สามารถน ามาใช้วิเคราะห์บทบาทหน้าท่ี  
ของยีนได ้ (Lasseur และคณะ 2011) และในปีเดียวกนั Ueno และคณะไดมี้การศึกษาการโคลนยีน 
fructan 1- exohydrolase (1-FEH) จาก edible burdock (Arctium lappa L.) ดว้ยวิธี RACE PCRโดย
ไดท้  าการถ่ายโอน 1-feh gene เขา้ไปใน P. pastoris เพื่อดูการแสดงออกของยีนและน ามาวิเคราะห์
วา่สอดคลอ้งกบักิจกรรมการท างานของเอนไซม์ดงักล่าวในการย่อยอินนูลินหรือไม่ (Ueno และ
คณะ 2011)  
 ในปี ค.ศ. 2011 del Viso และคณะไดศึ้กษาหนา้ท่ีการท างานของเอนไซม ์6- SFT ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์พนัธะ β (2- 6) ของฟรุกแตนในหญา้ท่ีทนความหนาวเยน็และแห้งแลง้ 
(Bromus pictus) ใน P. pastoris พบวา่ เอนไซม ์Bp6-SFT ลูกผสมแสดงคุณลกัษณะในการท างาน
เช่นเดียวกบั barley 6-SFT และมีกิจกรรมของฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสโดยการสังเคราะห์ 
bifurcose จาก sucrose และ 1-kestotriose ได ้อยา่งไรก็ตาม เอนไซม ์Bp6-SFT ลูกผสมท่ีผลิตไดไ้ม่
สามารถหลัง่ออกนอกเซลลย์สีตไ์ดเ้ช่นเดียวกบังานวจิยัอ่ืนๆ ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะรูปแบบของการเกิด 
glycosylation ในยีสต์ท่ีแตกต่างจากพืชท าให้เกิดการยบัย ั้งการหลัง่เอนไซม์ออกมานอกเซลล ์ 
(del Viso และคณะ 2011) 
 จากตวัอยา่งงานวิจยัดงักล่าวขา้งตน้ จะเห็นว่า มีการใชร้ะบบการแสดงออกของยีนท่ี 
code ให้เอนไซม ์fructosyltransferase โดยอาศยัยีสตเ์ป็นหลกั ซ่ึงอาจเป็นไดว้า่ ยีสตเ์ป็นยคูาริโอต
เช่นเดียวกบัพืชท าให้มีการเกิดการดดัแปลงโปรตีน (protein modification) ภายหลงัการแปลรหัส
เป็นโปรตีนในรูปแบบท่ีคลา้ยหรือใกลเ้คียงกนั จึงไม่เป็นปัญหาต่อการผลิตเอนไซม์ลูกผสมให้มี
คุณสมบติัเหมือนกบัเอนไซมท่ี์ผลิตในพืช อยา่งไรก็ตาม ก็มีการใชร้ะบบของโปรคาริโอตมาใชใ้น
ผลิตเอนไซมลู์กผสมดว้ย โดยในปี ค.ศ. 2010  Han และคณะไดศึ้กษาการแสดงออกของเอนไซม ์ 
1- SST ในหัวหอมโดยการโคลนยีน 1-sst เขา้ไปใน Escherichia coli DH5a และหาสภาวะท่ี
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เหมาะสมต่อกิจกรรมการท างานเอนไซม ์พบวา่ ยีน 1-sst ท่ีโคลนไดโ้ดยอาศยัเทคนิค RT-PCR มี
ความเหมือนกบั mRNA fructosyltransferase ของหวัหอม  (accession number: AJ006066)   ถึง 
98%  และเม่ือสับโคลนเขา้ไปยงั E. coli DH5a ก็พบว่า มีการแสดงออกท่ีดีและสามารถผลิต
เอนไซม์ลูกผสมได ้ และผลจากการวิเคราะห์ดว้ย HPLC ช้ีให้เห็นว่า เอนไซม์ท่ีไดมี้กิจกรรมการ
ท างานท่ีดี ส่วนสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซมคื์อ ท่ี pH 5.0 อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ซูโครส 60 % (Han และคณะ, 2010) ซ่ึงงานวิจยัของ 
Han และคณะช้ีให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการผลิตเอนไซม์ fructosyltransferase ลูกผสมโดย
อาศยัแบคทีเรีย E. coli นอกเหนือไปจากการใชพ้ืชและยสีต ์  
 ส าหรับการผลิตเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส ลูกผสมจากแก่นตะวัน 
โดยอาศยัระบบการแสดงออกในยีสต์นั้นยงัไม่มีรายงานการวิจยัมากนกั ดงันั้น งานวิจยัน้ีจึงสนใจ 
ท่ีจะน าเอาเทคนิคด้านอณูชีววิทยา (molecular biology) มาช่วยโดยการโคลนยีนในกลุ่ม 
ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส จากแก่นตะวนัออกมา และเช่ือมต่อลงในเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก 
(expression vector) ท่ีท  าให้เอนไซม์ลูกผสมสามารถหลั่งออกมาภายนอกเซลล์เจ้าบ้านได ้
จะท าให้ง่ายต่อการเก็บเก่ียวและท าบริสุทธ์ิผลิตภณัฑ์เอนไซมลู์กผสมในภายหลงัจากขั้นตอนการ
ผลิต นอกจากน้ีเพื่อให้มีการผลิตได้ดีและมากข้ึนก็จะอาศัยระบบการแสดงออกในยีสต์เป็น 
เซลล์เจา้บา้นในการผลิต  ซ่ึงยีสต์เป็นยูคาริโอตเหมือนพืชท าให้มีขบวนการดดัแปลงของโปรตีน
ภายหลังการแปลรหัสท่ีคล้ายคลึงกัน ผลิตภัณฑ์โปรตีนลูกผสมท่ีได้จึงมีคุณสมบัติเหมือน 
กับโปรตีนดั้ งเดิม (native protein) และยีสต์ยงัมีคุณสมบัติท่ีโดดเด่นกว่าพืชในเร่ืองของ
ความสามารถในการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็ว ง่ายต่อการเพาะเล้ียง สามารถเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น
เซลล์สูง และสามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซ็นตจ์ากโปรตีนท่ีแสดงออก
ทั้ งหมดภายในเซลล์ หากงานวิจัยน้ีส าเร็จลงได้ก็จะเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีใช้ในการผลิต 
เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสได้ในปริมาณท่ีมาก ข้ึนสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน 
ก า รผ ลิ ต อิน นู ลิ นแล ะฟ รุก โตโอ ลิ โ กแซคค า ไ รด์ ใ นระ ดับ อุ ตส าหกรรมได้ ต่ อ ไป
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บทที ่3 
 ุปกรณ์และวธีิการทดล   

 

1. สารเคมีทีใ่ช้ในการทดล   
  
สารเคมี บริษทัผูผ้ลิต 
Absolute ethanol 
Agar bacteriological 
Agarose 
Albumin from bovine serum 
Ampicillin 
Bacto peptone  
Bacto tryptone 
Bacto yeast extract 
Biotin 
Bradford reagent 
Bromophenol  blue 
Calcium chloride  
Chloroform  
Cysteine 
Dipotassium phosphate 
DMSO  
DNA Ladder 1 kb 
Ethanol  
Ethidium  bromide 
Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 
fructose 
Glacial acetic acid 

Lab Scan 
Lab M  
Gibco  BRL, Vivantis 
Fluka 
Fluka 
Lab M 
Lab M 
Lab M 
Fluka 
Biorad 
Fluka 
Fluka 
Lab  Scan 
Sigma 
Univar 
Amresco 
Biorad 
Alcohol – A 
Fluka 
Fluka 
Fluka 
Anala  R 



 

 

 

 
 
สารเคมี บริษทัผูผ้ลิต 
Glucose 
Glycerol 
Glycine 
Hydrochloric acid  
Imidazole 
IPTG 
Isopropanol 
1-Kestose 
Liquid nitrogen  
Methanol 
Monopotassium phosphate  
Nystose 
2-(N-morpholine)-ethanesulfonic acid 
Oligo dT(12-18) 
Phenol 
Primer 
Protein marker 
Ribonuclease inhibitor 
Sorbitol 
Sodium  acetate  
Sodium  chloride  
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
Sodium hydroxide  
Sodium phosphate monobasic 
Sucrose 
TRI Reagent 

Sigma 
Riedel - De Haen 
Amresco 
Lab Scan 
Bio basic inc.  
Vivantis 
Carlo Erba 
Fluka 
MSG 
Lab Scan 
Univar 
Fluka 
Sigma 
Fermentas 
Merck 
Pacific Science 
Biorad 
Toyobo 
Fluka 
Riedel - De Haen 
Lab Scan 
Fluka 
Lab Scan 
Univar 
Sigma 
Molecular Research Center inc. 
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Triton x-100 Amresco 
 

สารเคมี บริษทัผูผ้ลิต 
Tris base 
VC 100bp Plus DNA Ladder (ready-to-use) 
X-GAL 
Yeast nitrogen base w/o amino acid 
YPD (YEPD) growth medium 
Zeocin 

Amresco 
Vivantis 
Bio basic inc. 
Difco 
Himedia 
Invitrogen 

 
2. เ นไซม์ทีใ่ช้ในการทดล  และแหล  ทีม่า 
 เอนไซมท่ี์ใชใ้นการทดลองน้ีเป็นสารเคมีท่ีใชศึ้กษาในระดบั Molecular biology grade 
เ นไซม์ บริษัทผู้ผลติ 
EcoRI-HFTM 
FastAPTM 
SacI 
SacII 
Taq   DNA Polymerase (recombinant) 
T4 DNA ligase 
M-MuLV reverse transcriptase 

NEB 
Fermentas 
Invitrogen 
Invitrogen 
NEB 
Promega 
Fermentas 

 
3. ชุดสกดัส าเร็จรูปและแหล  ทีม่า 
ชุดสกดัส าเร็จรูป บริษัทผู้ผลติ 
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit 
PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit 

Geneaid Biotech 
Invitrogen 

 
4. เวกเต ร์ทีใ่ช้ในการทดล  และแหล  ทีม่า 
เวกเต ร์ บริษัทผู้ผลติ 
pGEM®-T Easy vector  
pPICZαA 

Promega 
Invitrogen 



18 
 

 

5. เคร่ื  มื / ุปกรณ์และบริษัทผู้ผลติเคร่ื  มื  

เคร่ื  มื / ุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ 
Autoclave 
Auto pipette 
Amicon®ultra-4 centrifugal filter units 30 kDa 
Balance  
 
Cool-hotter dry bath incubator 
Cuvette 
Centrifuge 
DNA thermal cycle 
 
Gel document 
High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) 
HisPur cobalt spin column 
Hot air oven  
Hot plate 
 
Incubator 
Larminar cabinet 
Microcentrifuge 
Microplate reader 
Microwave 
Mini-protein®system 
Nylon syringe filter 
pH meter 
Parafilm 
Petri dish 

Tomy  
Biohit, Denville, Gilson, Biorad 
Merck Millipore 
Sartorius Basic BA20015 Precisa XT1200C 
Sartorius Basic BA20015 Precisa XT1200C 
Major Science 
Starna® 

Eppendorf 
PERKIN ELMER:GeneAmp PCR System 
2400 
Syngene 
Shimadzu 
 
Thermo scientific 
Binder 
Hot plate (Framo-Geratetechnik D-7821 
Eisenbach Hochschwaxzwald 1) 
Wisd 
Dwyer mark II 
Gyrozen, Wisd 
Tecan 
Microwave (Tubora TRX248G) 
Biorad 
Lubitech 
Ultra basic 
Parafilm® 
Hycon 
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เคร่ื  มื / ุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ 
Pump 
Sonicator 
Spectrophotometer 
Vacuum desicator chamber 
Vial 
Vortex  
Water bath  
กระดาษกรอง 
เคร่ืองเขยา่แบบความคุมอุณหภูมิ 
เคร่ืองผลิตน ้า MilliQ 
เคร่ืองผลิตน ้ากลัน่ 
ตูเ้ยน็ 

Rocker 300 
Kudos 
Biochrom 
Kartell 
Microliter 
Finevortex 
Memmert 
Whatman 
New Brunswick Scientific 
ELGA (Maxima LS. Model) 
ELGA (Reservoir75 : LC136) 
Mitsubishi electric  

 
6.  ชืทดล                  
 แก่นตะวนั (Helianthus tuberosus L.) พนัธ์ุเบอร์ 2  
7. เช้ื แบคทเีรียและ าหารเลีย้ เช้ื  
 เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ DH5α และ JM109 ท่ีเจริญอยูใ่นอาหารเหลว 
LB medium 
 เช้ือยสีต ์Pichia pastoris สายพนัธ์ุ X-33 ท่ีเจริญอยูใ่นอาหารเหลว YPD medium  
 อาหารเล้ียงเช้ือส าหรับใชใ้นการคดัเลือกเซลลลู์กผสมของแบคทีเรีย (transformant 
bacterial cells) คือ LB medium ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (amplicillin) ความเขม้ขน้ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   
                    อาหารเล้ียงเช้ือส าหรับใชใ้นการคดัเลือกเซลลลู์กผสมของยสีต ์ (transformant yeast 
cells) คือ low salt LB medium ท่ีเติมยาปฏิชีวนะซีโอซิน (zeocin) ความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร และ YPD ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ zeocin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 อาหารเล้ียงเช้ือส าหรับใช้ในการการผลิตเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสลูกผสม 
(recombinant fructosyltransferase) โดยใช้ระบบการแสดงออกในยีสต์คือ buffered glycerol 
complex medium (BMGY) และ buffered methanol complex medium (BMMY) 
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 ส าหรับการเก็บเช้ือไวเ้ป็น stock cultures ใชส้ภาวะแช่แข็งโดยน าเช้ือแบคทีเรียหรือ
ยสีตท่ี์เจริญถึงขั้น exponential phase ใน 20% glycerol ไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส 
 
8.  ไ ร์เม ร์ทีใ่ช้ในการทดล    
  7.1 ไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบความส าเร็จในการสังเคราะห์ cDNA ซ่ึงใช้การ
แสดงออกของยีน rice actin เป็นยีนตรวจสอบ โดย rice actin forward primer มีล าดบันิวคลีโอไทด ์
ดงัน้ี   5’ CGA GCT TCC TGA TGG ACA 3’ 
และ rice actin reverse primer ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี 

    5’ TGG GTC AGA CTC GTC GTA C 3’ 
 7.2 ไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มปริมาณยนี 1-sst (Pan และคณะ 2009) 
คือ 1-sst_F (forward primer) ซ่ึงมีล าดบั นิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี 

  5’ ATG ATG GCT TCA TCC ACC AC 3’ 
และ 1-sst_R (reverse primer) ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี 
   5’ CCA TCA AAG TTC GAA AGT CC 3’ 
 7.3 ไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มปริมาณยนี 1-fft  
คือ 1-fft_F (forward primer) ซ่ึงมีล าดบั นิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี  

  5’ ATG CAA ACC CCT GAA CCC 3’  
และ 1-fft_R (reverse primer) ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี 

  5’ GCC GGT AAT TAA AAAGG GTA 3’ 
 7.4 ไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มต าแหน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะของยนี 1-sst  
คือ  EcoRI_1-sstF (forward primer) ซ่ึงมีล าดบันิวคลิโอไทด ์ดงัน้ี 

          5’ CAG GAATTC ATG GCT TCA TCC ACC ACC 3’  
และ SacII_1-sstR (reverse primer) ซ่ึงมีล าดบันิวคลิโอไทด ์ดงัน้ี 
   5’CAG CCGCGG AAG TTC GAA AGT CCA CCC A 3’ 
   

 



 

 

 

วธิีการทดล   
1.  ชืทดล   

 หวัแก่นตะวนัอาย ุ 105 วนั ท่ีปลูกในเรือนทดลอง ภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะ 
วศิวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยอุีตสาหกรรม มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาเขตพระราชวงัสนาม
จนัทร์ จงัหวดันครปฐม 
2. การโคลนยนีในกลุ มฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสจากแก นตะวนั 

 2.1 การสกดั าร์เ ็นเ รวม (Total RNA) 
 น าตวัอย่างหัวของแก่นตะวนัท่ีอยู่ในระยะท่ีตอ้งการดงัรายละเอียดในขอ้ 1 มาสกดั 
RNA ดว้ยสารละลาย TRI reagent ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 
Homogenization 
 ใส่สารละลาย TRI reagent 500 ไมโครลิตรลงในหลอดท่ีใส่ตวัอยา่งท่ีบดไวแ้ลว้ดว้ย
ไนโตรเจนเหลว 
Phase Separation 
 เก็บ homogenate ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นาที ใส่สารละลาย chloroform 100 ไมโครลิตร
ปิดฝาเขยา่อยา่งแรง 15 วินาที แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 15 นาที น าไปป่ันเหวี่ยง 12,000 รอบต่อ
นาที นาน 15 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส จะไดส่้วนบนท่ีเป็นสารละลาย aqueous phase ซ่ึงเป็นส่วนท่ี
มี RNA  
RNA Precipitation 
 ถ่ายส่วนบนท่ีเป็น aqueous phase ใส่ในหลอดใหม่ ใส่สารละลาย isopropanol  
250 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 10 นาที ป่ันเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที นาน  
8 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
RNA Wash 
 ทิ้งสารละลายส่วนบน เก็บตะกอน RNA ล้างตะกอนด้วย 75% ethanol ปริมาตร  
500 ไมโครลิตร (เก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน าไปวดัปริมาณ RNA) ป่ันเหวี่ยง 7,500 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เทเอาสารละลายเอทานอลออก แลว้ท าให้ตะกอนแห้ง
ดว้ย vacuum pump จากนั้นละลายตะกอนดว้ยน ้า Milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
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 2.2 การสั เคราะห์สายดีเ น็เ คู สม (1 st strand cDNA)  

2.2.1 เติมส่วนผสมดงัต่อไปน้ีในหลอด sterile eppendorf  
     total RNA 100 นาโนกรัม – 5 ไมโครกรัม 
     Oligo (dT)18 0.5 ไมโครกรัม 
     เติมน ้า milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ใหค้รบ 12.5 ไมโครลิตร  
 2.2.2 น าไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที แลว้แช่ในน ้าแขง็  
 2.2.3 น าไปเติมสารละลายผสมต่อไปน้ี  
     5x Reaction buffer for M-MuL V RT 4 ไมโครลิตร 
     ribonuclease Inhibitor 20 ยนิูต 0.5 ไมโครลิตร  
     สารละลายนิวคลีโอไทดผ์สม (dNTP mix) 2 ไมโครลิตร  
     reverse transcriptase M-MuL V RT 200 ยนิูต 1 ไมโครลิตร  
     ปริมาตรรวมเป็น 20 ไมโครลิตร  
 2.3.4 บ่มท่ี 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที  
 2.3.5 หยดุปฏิกิริยาดว้ยการบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้จุ่มลงใน
น ้าแขง็  
 2.3 การตรวจส บ cDNA ที่สั เคราะห์ได้ 
 ตรวจสอบ cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดด้ว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดต้าม
วธีิการในขอ้ 2.2 เป็นแม่แบบ (template) และใชคู้่ไพรเมอร์ (primer pair) rice actin forward และ 
rice actin reverse ของยนีท่ีมีการแสดงออกตลอดเวลา (house keeping gene) คือ ยนี rice actin ใน
การตรวจสอบ cDNA ท่ีสังเคราะห์ได ้โดยเตรียม reaction mixture ดงัน้ี 
 บฟัเฟอร์ (10X PCR buffer + KCl-MgCl2) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 นิวคลีโอไทดผ์สมท่ีมีความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดแ์ต่ละชนิดเท่ากบั 10 มิลลิโมลาร์
ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 rice actin forward ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 rice actin reverse  ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 เอนไซม ์Taq DNA polymerase 5 ยนิูต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 cDNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 เติมน ้าMilli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้จนครบปริมาตรสุดทา้ยคือ 20 ไมโครลิตร 
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 ผสมใหเ้ขา้กนั น าไป spin down แลว้น าเขา้เคร่ือง DNA thermal cycle : GeneAmp 
PCR System2400 
 ตั้งโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณ cDNA ของยนี rice actin ดงัน้ี 
 โปรมแกรมท่ี 1 (Initial Denaturation) ท่ี     95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 โปรมแกรมท่ี 2 (Denaturation)              ท่ี     94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Annealing)                    ท่ี     50 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Extension)                ท่ี     72 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
 โปรมแกรมท่ี 3 (Final Extension)           ท่ี     72 องศาเซลเซียส 7 นาที 
                                                                                     ท่ี     4 องศาเซลเซียส     ∞  
 หลงัจากเสร็จสมบูรณ์แลว้ตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณได ้ (amplified 
product) ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ท่ีใชอ้ะกาโรสเจล 1 %  แลว้น าไปตรวจดูขนาดของ
แถบผลิตภณัฑท่ี์เพิ่มปริมาณไดเ้ทียบกบัแถบของขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA standard marker) 
ดว้ยเคร่ือง gel documentation 
 2.4 การโคลนยนีในกลุ มฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสจากแก นตะวนัด้วยวธีิ ซีี าร์  
 2.4.1 ไ ร์เม ร์ส าหรับโคลนยนีในกลุ มฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสจากแก นตะวนั 
 ไพร์เมอร์ท่ีใชส้ าหรับโคลนยีนกลุ่มฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนั 2 ยนีคือ 
1-sst (1-sucrose:sucrose fructosyl transferase) ไดใ้ชต้ามท่ีมีในรายงานวิจยัของ Pan และคณะ 
(2009) ส่วน 1-fft  (1-fructan:fructan fructosyl transferase) ไดอ้อกแบบจากล าดบันิวคลิโอไทด์ของ
ยีน 1-fft (accession number AJ009756.1) ใน GenBank   ซ่ึงจากการตรวจสอบความจ าเพาะของ 
ไพรเมอร์ดงักล่าวดว้ยโปรแกรม Blastn ผา่น NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบวา่ มีความ
เหมือน (identity) กบัล าดบันิวคิโอไทด์บนยีน 1-sst (accession number AJ009757.1) และยีน 1-fft 
(accession number AJ009756.1) ของ Helianthus tuberosus L.  100%   
 2.4.2 การเ ิม่ปริมาณยนี 1-sst และ 1-fft จากแก นตะวนั 
 การเพิ่มปริมาณยีน 1-sst และ 1-fft ดว้ยเทคนิค PCR ไดใ้ช ้cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดต้าม
วธีิการในขอ้ 2.2 เป็น template ส าหรับยนี 1-sst ใช ้ primer 1-sst_F และ 1-sst_R (Pan และคณะ 
2009) และยนี 1-fft ใช ้primer 1-fft_F และ 1-fft_R โดยเตรียม reaction mixture ดงัน้ี 
 บฟัเฟอร์ (10X PCR buffer + KCl-MgCl2) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 นิวคลีโอไทดผ์สมท่ีมีความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทดแ์ต่ละชนิดเท่ากบั 10 มิลลิโมลาร์
ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 

30 รอบ 
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 forward primer ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 reverse primer ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 เอนไซม ์Taq DNA polymerase 5 ยนิูต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 cDNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  เติมน ้าMilli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้จนครบปริมาตรสุดทา้ยคือ 20 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเ้ขา้กนั น าไป spin down แลว้น าเขา้เคร่ือง DNA thermal cycle : GeneAmp 
PCR System2400 
 ตั้งโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณ cDNA ของยนี 1-sst ดงัน้ี 
 โปรมแกรมท่ี 1 (Initial Denaturation) ท่ี     95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 โปรมแกรมท่ี 2 (Denaturation) ท่ี     94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Annealing)                    ท่ี     53 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Extension)                     ท่ี     72 องศาเซลเซียส 2 นาที 
 โปรมแกรมท่ี 3 (Final Extension)           ท่ี     72 องศาเซลเซียส 10 นาที 
                                                                                     ท่ี     4 องศาเซลเซียส     ∞  
 ตั้งโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณ cDNA ของยนี 1-fft ดงัน้ี 
 โปรมแกรมท่ี 1 (Initial Denaturation)     ท่ี     95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
 โปรมแกรมท่ี 2 (Denaturation)               ท่ี     94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Annealing)                    ท่ี     51 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
                          (Extension)                     ท่ี     72 องศาเซลเซียส 2 นาที 
 โปรมแกรมท่ี 3 (Final Extension)           ท่ี     72 องศาเซลเซียส 10 นาที 
                                                                                     ท่ี     4 องศาเซลเซียส     ∞  
 หลงัจากเสร็จสมบูรณ์แลว้ตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณได ้(amplified 
product) ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ท่ีใชอ้ะกาโรสเจล 1 %  แลว้น าไปตรวจดูขนาดของ
แถบผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณไดเ้ทียบกบัแถบของขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard marker) 
ดว้ยเคร่ือง gel documentation แลว้ตดัเจลบริเวณท่ีมีแถบของผลิตภณัฑ์ท่ีคาดว่าจะเป็นยีน 1-sst 
และ 1-fft  ออกมาเพื่อแยกดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช ้Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit 
ตามวิธีการท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิตดงัน้ี เร่ิมจากการตดัเจลตรงต าแหน่งของแถบผลิตภณัฑ์ท่ี
ตอ้งการใส่หลอด eppendorf แลว้เติม 500 ไมโครลิตรของ DF buffer ลงในหลอดตวัอยา่งผสมให้
เขา้กนัดว้ย vortex จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีหรือจนเจลละลาย
หมดในระหวา่งการบ่มท าการ vortex ทุกๆ 2-3 นาที น า DF column ใส่ใน collection tube ขนาด 

30 รอบ 

30 รอบ 
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 2 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายจากขั้นก่อนหนา้น้ีเทใส่ใน DF column น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายท่ีผ่านลงมาจาก column ทิ้ง  จากนั้นเติม wash 
buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงใน DE column น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
นาน 30 วนิาที เทสารละลายท่ีผา่นลงมาจาก column ทิ้ง   แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที นาน 2 นาที  ยา้ย DF column ใส่ในหลอด eppendorf ใหม่แลว้เติม elution buffer หรือ 
น ้ า Milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ปริมาตร 15 - 30 ไมโครลิตร(ข้ึนอยูก่บัความเขม้ของแถบดีเอ็นเอบนเจล) 
ใส่ตรงกลางของ DF membrane ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 2 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บสารลายดีเอน็เอท่ี elute ไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  2.4.3 การเช่ื มต  แถบผลติ ัณฑ์ทีเ่ ิม่ปริมาณได้กับเวคเต ร์ส าหรับโคลน  
 น าแถบผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณได้และผ่านการแยกและท าบริสุทธ์ิจากอะกาโรส- 
เจลจากขอ้ 2.4.2 มาเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ส าหรับโคลน (cloning vector) ซ่ึงในการทดลองไดใ้ช ้
pGEM®-T Easy vector (ภาพท่ี 3) ตามวิธีการท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิตตามตารางท่ี 3 จากนั้นน า
ผลิตภณัฑท่ี์เช่ือมต่อ (ligation product) ถ่ายโอนเขา้สู่ competent E. coli DH5α ดว้ยวธีิ heat shock  
 การเตรียม competent E. coli strain DH5α 
 เล้ียงเช้ือ E. coli strain DH5α  ลงบนอาหาร LB agar บ่มเช้ือขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 
37  องศาเซลเซียส เข่ียเช้ือจ านวนหน่ึงโคโลนีจากจานเพาะเช้ือน าไปเล้ียงต่อในอาหาร LB broth   
5 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
37  องศาเซลเซียสเป็นเวลาขา้มคืน ถ่ายเช้ือไปยงั LB broth  25  มิลลิลิตร น าไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่
แบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส ให้มีค่าดูดกลืน
แสงท่ี 600 นาโนเมตรเท่ากบั 0.2-0.5 แช่ flask ท่ีมีเช้ือในน ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนเซลล์
โดยถ่าย culture ลงในหลอดป่ันเหวี่ยง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 X g เป็นเวลา 5 นาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียสเทส่วนใสทิ้งและก าจัดอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้หมดเท่าท่ีเป็นไปได ้
ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยแคลเซียมคลอไรดท่ี์เยน็ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร พยายาม
ให้เซลล์แช่อยูใ่นน ้ าแข็งตลอดเวลา แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 X g เป็นเวลา 5 นาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิ้ง resuspend ตะกอนเซลล์ดว้ยแคลเซียมคลอไรด์ท่ีเยน็ ความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นน ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 X g 
เป็นเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว้ resuspend ตะกอนเซลล์ดว้ยแคลเซียมคลอไรด์ท่ี
เยน็ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แบ่งใส่ eppendorf หลอดละ 100-250 ไมโครลิตร 
น าไปทดลองในขั้นต่อไป 
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หมายเหตุ : ในกรณีท่ีไม่ไดท้  าการทดลองต่อเน่ืองทนัที ให้ resuspend ตะกอนเซลล์ในขั้นสุดทา้ย
ด้วยแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ + 14 % กลีเซอรอลท่ีเย็น ปริมาตร 
 1 มิลลิลิตรแทน แลว้แบ่งใส่ eppendorf เก็บท่ี -70 องศาเซลเซียส    
 การน าดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวธีิ heat shock 
 การน าดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (transformation) มีขั้นตอนดังน้ี ผสม 
ligation products ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ competent cell ปริมาตร 100ไมโครลิตร ผสมโดย
ดีดเบาๆ จากนั้นแช่ในน ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 42  องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาทีแลว้ยา้ยแช่ในอ่างน ้ าแข็งทนัทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหาร LB broth ปริมาตรให้
มีปริมาตรสุดทา้ย 1000 ไมโครลิตร  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง   
 แล้วคัดเลือกทรานฟอร์แมนท์ (tranformant) บนอาหารแข็ง LB ท่ีเติม ampicillin, 
IPTG และ X-Gal โดยเลือกทรานฟอร์แมนท์ท่ีมีโคโลนีสีขาวไปตรวจสอบการสอดแทรกของช้ิน
ผลิตภณัฑบ์นเวคเตอร์ดว้ยเทคนิค colony direct PCR  
 การตรวจสอบทรานสฟอร์แมนทด์ว้ยวธีิ colony direct PCR 
 เตรียมสารละลายผสมดงัน้ี 
บฟัเฟอร์ (10X PCR buffer + (NH4)2SO4) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
นิวคลีโอไทดผ์สม (dNTP mix) ท่ีมีความเขม้ขน้ของนิวคลีโอไทด์แต่ละชนิดเท่ากบั 10 มิลลิโมลาร์
ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร 
forward primer ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 
reverse primer  ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 
เติมน ้าMilli Q 6.4 ไมโครลิตร 
DMSO 1 ไมโครลิตร 
 เตรียมสารละลายโคโลนีดงัน้ี 
Pick โคโลนีเด่ียวลงไปละลายในน ้า Milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 20 ไมโครลิตรท่ีอยูใ่น eppendorf
ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 
 น าสารละลายผสมขา้งตน้ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสมกนัสารละลายโคโลนีปริมาตร 
5 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ี 99 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที แช่ในน ้าแขง็ แลว้ spin down 
 เตรียมสารละลายผสมเอนไซมด์งัน้ี 
บฟัเฟอร์ (10X PCR buffer + (NH4)2SO4) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
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น ้า Milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 7.8 ไมโครลิตร 
เอนไซม ์Taq DNA polymerase 5 ยนิูต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 
 เติมสารละลายผสมเอนไซมล์งไปในสารละลายผสมท่ีผา่นการบ่มท่ี 99 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น spin down แลว้น าเขา้เคร่ือง thermal cycle : GeneAmp PCR System2400 
โดยตั้งโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอจ านวน 30 รอบ สภาวะท่ีใช้ตามยีนท่ีตอ้งการ 
ตรวจสอบ 
  
 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 3 pGEM®-T Easy Vector Map 
ท่ีมา www. promega.com 
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ตารางท่ี 3 ส่วนผสมในปฏิกิริยาการเช่ือมต่อผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้าก PCR กบั pGEM®-T Easy Vector  
reagent standard reaction positive reaction background control 

2X rapid ligation buffer, 
T4 DNA ligase 

5 µl 5 µl 5 µl 

pGEM®-T Easy  
(50 นาโนกรัม) 

1 µl 1 µl 1 µl 

PCR product X µl - - 
control insert DNA - 2 µl - 

T4 DNA Ligase  
(3 weiss units µl) 

1 µl 1 µl 1 µl 

ปรับปริมาตรดว้ย 
น ้า Milli Q 

10 µl 10 µl 10 µl 

ท่ีมา www. promega.com 
 
 หลงัจากเสร็จสมบูรณ์แลว้ตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณได ้(amplified 
product) ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ท่ีใชอ้ะกาโรสเจล 1 %  แลว้น าไปตรวจดูขนาดของ
แถบผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณไดเ้ทียบกบัแถบของขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard marker) 
ดว้ยเคร่ือง gel documentation 
 
 2.4.4 การหาล าดับนิวคลโี ไทด์และวเิคราะห์ความเหมื นข  ยีนที่โคลนได้ 

 หาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนท่ีโคลนไดจ้ากขอ้ 2.4.3 โดยการส่งไปท่ีหน่วยความ
ร่วมมือการวจิยั MU-OU:CRC คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล และน าล าดบันิวคลิโอไทด์
ของยนีท่ีโคลนไดไ้ปวเิคราะห์เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนกบัยนีใน GenBank โดยใชโ้ปรแกรม 
Blastn ผา่น NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
 
3. การผลติเ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสลูกผสมจากแก นตะวนั 

 3.1 การเ ิม่ต าแหน  เ นไซม์ในการตัดจ าเ าะบนยนี 1-sst ทีโ่คลนได้ 
 เพื่อเช่ือมต่อยนี 1-sst ท่ีโคลนไดก้บัเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก (expression vector) 
ดงันั้นจึงตอ้งเพิ่มต าแหน่งเอนไซมใ์นการตดัจ าเพาะท่ีเหมาะสมบนยนี 1-sst โดยในการทดลองได้
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เพิ่มต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์ EcoRI และ SacII เขา้ไปในไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณ
ยนีดงัน้ี EcoRI_1-sstF (5’ CAG GAATTC ATG GCT TCA TCC ACC ACC 3’) และ SacII_1-sstR 
(5’CAG CCGCGG AAG TTC GAA AGT CCA CCC A 3’) 
 น าพลาสมิด pGEM® -T Easy vector ท่ีมีการสอดแทรกของยนี 1-sst มาเป็น template 
และใชไ้พรเมอร์ EcoRI_1-sstF และ SacII_1-sstR จากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณดว้ย  PCR ตามสภาวะ
ในขอ้ 2.4.2  หลงัจากเสร็จสมบูรณ์แลว้ตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑท่ี์เพิ่มปริมาณได ้ (amplified 
product) ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ท่ีใชอ้ะกาโรสเจล 1 %  แลว้น าไปตรวจดูขนาดของ
แถบผลิตภณัฑท่ี์เพิ่มปริมาณไดเ้ทียบกบัแถบของขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA standard marker) 
ดว้ยเคร่ือง gel documentation  
 ตดัเจลบริเวณท่ีมีช้ินส่วนของยนี 1-sst ออกมาเพื่อแยกดีเอน็เอออกจากเจลโดยใช ้
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit ตามวธีิการท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิต 
 3.2 การสับโคลนยนี 1-sst ไปย ัเวคเต ร์ส าหรับแสด   ก (expression vector) 
 น ายนี 1-sst ท่ีมีการเพิ่มต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ SacII ไปเช่ือมต่อ 
กบัเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก (expression vector) คือ pPICZαA (ภาพท่ี 4) โดยการตดัช้ินยนี1-sst 
ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 และ pPICZαA ดว้ย EcoRI และ SacII แลว้น าไปเช่ือมต่อกนัดว้ยเอนไซม ์T4 DNA 
Ligas และบ่มท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาท่ี  
65 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสม (ภาพท่ี 5) เขา้ไปใน E. coli JM 109 ดว้ย
วธีิ heat shock แลว้คดัแยกทรานสฟอร์แมนทบ์นอาหารแขง็ low salt LB ท่ีมี Zeocin ความเขม้ขน้ 
25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ดูรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction analysis) และ 
colony direct PCR  
 การดูรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ SacII  
 เข่ียโคโลนีของทรานสฟอร์แมนทล์งในอาหารเหลว low salt LB ท่ีมี Zeocin ความ
เขม้ขน้ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ ท่ีความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง แลว้สกดัพลาสมิดดว้ยชุด
สกดัพลาสมิด PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit ตามวธีิการท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิตดงัน้ี น า
อาหารท่ีเล้ียงเช้ือมาแยกใหไ้ดต้ะกอนเซลล ์ โดยแยกอาหารอยา่งระมดัระวงัออกจากตะกอนเซลล ์
ท าการแยกตะกอนเซลลไ์วใ้น Resuspension Buffer (R3) 250 ไมโครลิตรเติม Lysis Buffer (L7) 
250 ไมโครลิตรลงในเซลล ์ ผสมโดยการกลบัหลอดทดลอง 5 คร้ัง (หา้มเขยา่) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง
เป็นเวลา 5 นาที เติม Precipitation Buffer (N4) 350 ไมโครลิตรผสมทนัทีดว้ยการกลบัหลอด
ทดลองจนกระทัง่สารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั ป่ันเหวีย่งสารละลายผสมดว้ยความเร็วประมาณ 
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12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ใชห้ลอด eppendorf เก็บส่วนท่ีใส น า 
supernatant ใส่ใน Spin Column วาง Spin column ท่ีมี supernatant ใส่หลอด Wash ขนาด  
2 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนท่ีไหลผา่นจาก column แลว้น า 
column ใส่หลอด Wash กลบัต าแหน่งเดิม เติม Wash Buffer (W10) 500 ไมโครลิตร ท่ีมี ethanol ลง
ใน column ป่ันเหวีย่ง 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาทีทิ้งส่วนท่ีไหลผา่นจาก column แลว้น า 
column ใส่หลอด Wash กลบัต าแหน่งเดิม เติม Wash Buffer (W9) 700 ไมโครลิตรท่ีมี ethanol ลง
ใน column ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนท่ีไหลผา่นจาก column แลว้น า 
column ใส่หลอด Wash กลบัต าแหน่งเดิม ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที เพื่อ
ก าจดั Wash Buffer ท่ีหลงเหลืออยู ่ทิ้งส่วนท่ีไหลผา่นจาก column แลว้น า column ใส่หลอด Wash 
กลบัต าแหน่งเดิม น า Spin column วางในหลอด Recovery ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม TE Buffer ท่ี
ผา่นความร้อน 75 ไมโครลิตรหรือน ้า milli Q ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ลงบนตรงกลางของ column บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 นาที ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที ภายใน 
หลอด Recovery มี plasmid DNA ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ ตรวจความเขม้ขน้และขนาดของพลาสมิด 
ดีเอ็นเอ โดยใชเ้คร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์และวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ตามล าดบั  
น าพลาสมิดลูกผสมท่ีสกดัไดม้าตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ EcoRI และ SacII น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมงหรือขา้มคืน หยดุปฏิกิริยาท่ี 65 องศาเซลเซียส 20 นาที  
 การตรวจสอบทรานสฟอร์แมนทด์ว้ยวธีิ colony direct PCR ท าตามวธีิในขอ้ 2.4.3 โดย
ตั้งโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณของดีเอน็เอจ านวน 30 รอบ สภาวะท่ีใชต้ามยนีท่ีตอ้งการตรวจสอบ 
 หลงัจากเสร็จสมบูรณ์แล้วตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีตดัและท่ีเพิ่มปริมาณได ้
(amplified product) ดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส ท่ีใชอ้ะกาโรสเจล 1 %  แลว้น าไป
ตรวจดูขนาดของแถบผลิตภัณฑ์ท่ีเพิ่มปริมาณได้เทียบกับแถบของขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน  
(DNA standard marker) ดว้ยเคร่ือง gel documentation 
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ภาพท่ี 4 pPICZ-A, B, C Vector Map 
ท่ีมา www. invitrogen.com 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 5 ต  าแหน่งของยนี 1-sst ท่ีสับโคลนเขา้ไปใน pPICZαA 
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 3.3 การถ ายโ นเวคเต ร์ส าหรับแสด   กทีม่ียนี 1-sst ไปย ัเซลล์ยสีต์  
 เพาะเล้ียง E. coli JM 109 ท่ีมีพลาสมิดส าหรับแสดงออกท่ีมียีน 1-sst (pPIC_1-sst) ใน
อาหารเหลว low salt LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะ zeocin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร น าไปเขย่าในเคร่ืองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แล้วสกดัพลาสมิดด้วยชุดสกดัพลาสมิด 
PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit ตามวิธีการท่ีแนะน าโดยบริษทัผูผ้ลิต ตรวจความเขม้ขน้
แ ล ะ ข น า ด ข อ ง พ ล า ส มิ ด ดี เ อ็ น เ อ  โ ด ย ใ ช้ เ ค ร่ื อ ง ส เ ป ค โ ต ร โ ฟ โต มิ เ ต อ ร์ แ ล ะ วิ ธี 
อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีสตามล าดบั 
 น าพลาสมิด pPIC_1-sst มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ SacI น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมงหรือขา้มคืน หยดุปฏิกิริยาท่ี 65 องศาเซลเซียส 20 นาที จากนั้น
ถ่ายโอนเขา้ไปยงั competent  Pichia pastoris X-33 ดว้ยวิธี electroporation  
 ในการถ่ายโอนดว้ยวธีิ electroporation ไดท้  าการ vary ความเขม้ขน้ของพลาสมิด 
linear pPIC_1-sst ท่ีใชแ้ละการ treat  พลาสมิด pPIC_1-sst ท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ SacI ดว้ยเอนไซม ์FastAPTM เปรียบเทียบกบัพลาสมิดท่ีไม่ผา่นการ treat    โดยความเขม้ขน้
ของพลาสมิด pPIC_1-sst ท่ีใช ้คือ 3, 10, 30, 100, 300, 1000, 5000 และ 10,000 นาโนกรัม แลว้คดั
แยกทรานสฟอร์แมนทบ์นอาหารแขง็ yeast extract peptone dextrose ท่ีมี sorbital (YPDS) และมี 
Zeocin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 3.4 การวเิคราะห์การแสด   กข  ยนี 1-sst จากแก นตะวนัใน Pichia pastoris X-33 
 เข่ีย 1 โคโลนีของ P. pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPIC_1-sst ลงในอาหาร buffered 
glycerol complex (BMGY) 5 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่แบบความคุมอุณหภูมิ ท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ขยายขนาดการเล้ียงเป็น 
100 มิลลิลิตร แลว้เล้ียงในสภาวะขา้งตน้จบครบ 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
7,000 x g 5 นาที ยา้ยตะกอนเซลลท่ี์ไดล้งอาหาร buffered methanol complex (BMMY) ท่ีมีความ
เขม้ขน้เมทานอล 2 % ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 น าไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่แบบความคุมอุณหภูมิ ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยเติมเมทานอลใหมี้ความเขน้ขน้สุดทา้ย 
2 % ทุกๆ 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 7,000 x g เป็นเวลา 5 นาที 
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 ในส่วนของตะกอนเซลลน์ าไปสกดัแยกเอนไซม ์ โดยน าไปบดในไนโตรเจนเหลว 
แลว้เติม extraction buffer ( 0.007 M potassium phosphate buffer pH 7.0 ท่ีมี 0.5 % triton x-100 
และ 0.5 % cysteine ) ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร    บ่มเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 7,000 x g  เป็นเวลา 20 นาที (ดดัแปลงจากวธีิของ Praznik และคณะ 
1990) แลว้น าเอนไซมท่ี์ไดไ้ปท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยใชอ้ลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาล
ตนั ในส่วนของ supernatant ท่ีไดน้ าไปท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยใชอ้ลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน  
30 กิโลดาลตนั น าเอนไซมท่ี์ไดไ้ปวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน และหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ 
 
4. การวเิคราะห์กจิกรรมและคุณลกัษณะบา ประการข  เ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสลูกผสม 
 4.1 การหาค ากจิกรรมข  เ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสลูกผสม 
 น าเอนไซมต์วัอยา่งปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลายน ้าตาลซูโครสความ
เขม้ขน้ 0.46 โมลาร์ ในสารละลาย potassium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  บ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส หยดุปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  
 น าไปหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสโดยวิเคราะห์หาน ้ าตาล
กลูโคส (G) ฟรุกโตส (F) และ 1-คีสโตส (1-kestose) ดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) โดยน าสารท่ีท าปฏิกิรยาในขอ้ 1) ไปกรองดว้ย nylon syringe filter ท่ีมี
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.22 ไมโครเมตร (µm) จากนั้นน าไปฉีดเขา้เคร่ืองเพื่อแยกบน Rezek 
RNM carbohydrate Column ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร (Phenomenex) และชะดว้ยน ้ า milli Q  
ท่ีอตัราการไหล (flow rate) เท่ากบั 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวดั
สารท่ีออกจากคอลมัน์ดว้ย Refractive index detector  
 ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากปริมาณฟรุกโตสท่ีถูก
ถ่ายโอน (F’) จากสมการ 
    F’ = G –F  
 โดย F คือ น ้าตาลฟรุกโตส และ G คือ น ้าตาลกลูโคส  
 ก าหนดให ้ 1 หน่วย (Unit, U) ของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรส คือ ปริมาณ
เอนไซมท่ี์ท าใหเ้กิด 1 ไมโครโมลของฟรุกโตสท่ีถูกถ่ายโอนจากซูโครส ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้
สภาวะท่ีก าหนด 
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 4.2 การท าบริสุทธ์ิเ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสลูกผสม 
 น าเอนไซม์ลูกผสมท่ีผ่านการท าอลัตราฟิวเตรชั่นท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั  
มาผ่าน HisPur cobalt spin column โดยมีขั้นตอนดงัน้ี การท าบริสุทธ์ิท าท่ีอุณหภูมิห้องหรือ 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส ถอด bottom tab ของคอลมัน์ออก แลว้น าคอลมัน์ใส่ในหลอด centrifuge แลว้
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 7,000xg เป็นเวลา 2 นาที เพื่อก าจดั storage buffer ออก จากนั้น equilibrate 
คอลมัน์ ดว้ย equilibration/wash buffer ปริมาตรเป็น 2 เท่าของ resin พลิกคอลมัน์กลบัไปกลบัมา 
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 7,000xg เป็นเวลา 2 นาที เตรียมเอนไซม์ท่ีตอ้งการท าบริสุทธ์ิโดยการผสม
เอนไซมก์บั equilibration/wash buffer ในอตัราส่วน 1 : 1 ต่อมาปิดคอลมัน์ดว้ย bottom tab แลว้เติม 
สารละลายผสมเอนไซมท่ี์เตรียมขา้งตน้ลงไป พลิกคอลมัน์กลบัไปกลบัมาท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นถอด bottom tab ออก แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 7,000xg เป็นเวลา 2 นาที น าส่วน
ท่ีผ่านคอลมัน์ออกมาไปใส่หลอด centrifuge ใหม่ จากนั้นเติม equilibration/wash buffer ปริมาตร
เป็น 2 เท่าของ resin ลงไปในคอลมัน์ แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 7,000xg เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนท่ีผา่น
คอลมัน์ออกมาไปใส่หลอด centrifuge ใหม่ ท าซ ้ า 2 คร้ังหรือมากกวา่ จากนั้นท าการชะคอลมัน์ดว้ย 
elution buffer ปริมาตรเป็น 2 เท่าของ resin ลงไปในคอลมัน์ แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 7,000xg เป็น
เวลา 2 นาที น าส่วนท่ีผ่านคอลมัน์ออกมาไปใส่หลอด centrifuge ใหม่ ท าซ ้ า 2 คร้ังหรือมากกว่า  
น าส่วนท่ีผา่นคอลมัน์ท่ีถูกชะดว้ย elution buffer ไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
 การ regenerate คอลมัน์ มีขั้นตอนดงัน้ี ลา้งคอลมัน์ดว้ย MES buffer ปริมาตรเป็น 10 เท่า
ของ resin แลว้ลา้งดว้ยน ้ า milli Q ปริมาตรเป็น 10 เท่าของ resin เก็บคอลมัน์ใน 20 เปอร์เซนต ์
ethanol และก่อนท่ีจะน าคอลมัน์มาใช้อีกรอบให้ re-equilibrate คอลมัน์ดว้ย equilibration/wash 
buffer           
 
 4.3 การหาปริมาณโปรตีน 
 หาความเขม้ขน้โปรตีนโดยวิธีของ Bradford (Bradford 1976) กราฟมาตรฐานของ
โปรตีนเตรียมโดยใชส้ารละลาย bovine serum albumin 
 
 4.4 การวเิคราะห์รูปแบบข  แถบโปรตีนโดยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate- 
polyacryamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 น าเอนไซม์มาวิเคราะห์หาความบริสุทธ์และน ้ าหนักโมเลกุลภายใตส้ภาวะท่ีท าให ้
เสียสภาพทางธรรมชาติ (denaturing conditions) โดยการน าโปรตีนตวัอย่างมาแยกบนแผ่น 
โพลีอะคริลาไมด์เจล 12 %  ด้วยกระแสไฟฟ้า 30 มิลลิแอมป์ 3-4 ชั่วโมง ยอ้มแผ่น 



35 
 

 

โพลีอะคริลาไมด์เจลดว้ย coomassie blue  เทียบต าแหน่งของแถบโปรตีนท่ีปรากฏกบัแถบโปรตีน
มาตรฐานท่ีทราบน ้าหนกัโมเลกุล   
 4.5 การวิเคราะห์การสั เคราะห์ฟรุกโตโ ลิโกแซคคาไรด์โดย าศัยเ นไซม์ฟรุกโต-
ซิลทรานสเฟ เรสลูกผสม 

 น าเอนไซม์ลูกผสมท่ีได้มาทดสอบการสังเคราะห์ฟรุกโตโ ลิโกแซคคาไรด์ใน 
หลอดทดลอง โดยใชซู้โครสเป็นสารตั้งตน้ โดยน าเอนไซม์ตวัอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตรลิตร 
ผสมกบัสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 0.46 โมลาร์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.1 โมลาร์  
pH 5.4 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ  
34 องศาเซลเซียส หยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และน ามาวิเคราะห์หา
น ้ าตาลชนิดต่างๆ ดว้ยเคร่ือง HPLC ท  าโดยน าสารสกดัมาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
แลว้น าไปกรองดว้ย Nylon syringe filter ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.22 ไมโครเมตร (µm) 
จากนั้นน าไปฉีดเขา้เคร่ืองเพื่อแยกบน Rezek RNM carbohydrate Column ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร 
(Phenomenex) และชะด้วย  deionized distilled water ท่ีอตัราการไหล (flow rate) เท่ากบั  
0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวดัสารท่ีออกจากคอลมัน์ดว้ย Refractive 
index detector โดยใช้ standard ชนิดต่างๆ คือ คีโทส นีสโทส ซูโครส กลูโคส และ  ฟรุกโตส
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บทที ่4 
ผลการทดล  และวจิารณ์ผลการทดล   

 
1. การโคลนยนีในกลุ มฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสจากแก นตะวนั  
 ในงานวจิยัน้ีไดโ้คลนยนีกลุ่มฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแก่นตะวนัคือ ยนี 1-sst 
และ 1-fft ซ่ึงท าโดยการสกดัอาร์เอ็นเอรวม (total RNA) จากหวัของแก่นตะวนัอาย ุ 105 วนั  
ซ่ึงเป็นอวยัวะ (organ) ท่ีอยูใ่นระยะพฒันาเป็นหวัสะสมอาหาร (tuber development) ท่ีมีรายงานวา่ 
มีการแสดงออกของยนีทั้งสองท่ีสูง (van der Meer และคณะ 1998) และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสและการสะสมของฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดสู์งสุด (ศรีสุดา 2554) มา
สังเคราะห์ 1st strand cDNA และทดสอบความส าเร็จในการสังเคราะห์ cDNA ดว้ยการใชคู้่ 
ไพรเมอร์ (primer pair) ท่ีจ  าเพาะต่อการเพิ่มปริมาณยนี actin ดว้ยวธีิ PCR ซ่ึงจากการน าผลิตภณัฑ์
PCR (PCR product) ไปแยกบนอะกาโรสเจล 1% พบแถบผลิตภณัฑ ์1 แถบ ขนาดประมาณ 400 bp 
ดงัแสดงในภาพท่ี 8 แสดงวา่สามารถสังเคราะห์ 1st strand cDNA จากอาร์เอน็รวมท่ีสกดัจาก 
แก่นตะวนัได ้
   ในการโคลนยนี 1-sst จากแก่นตะวนันั้นไดใ้ชคู้่ไพรเมอร์ตามท่ีใชใ้นงานวจิยัของ Pan 
และคณะ (2009) ส่วนยนี 1-fft จากแก่นตะวนัใชคู้่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากล าดบันิวคลิโอไทดข์อง
ยนี 1-fft (accession number AJ009756.1) จาก GenBank โดยล าดบันิวคลิโอไทดข์องคู่ไพรเมอร์ท่ี
ใชใ้นการเพิ่มปริมาณยนี 1-sst และ 1-fft ไดแ้สดงในภาพท่ี 6 และ 7 ตามล าดบั 
 เม่ือท า PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-sst_F และ 1-sst_R ดว้ยสภาวะตามท่ีก าหนดดงั
รายละเอียดในวธีิการทดลอง แลว้น าผลิตภณัฑ์ PCR ไปแยกขนาดบนอะกาโรสเจล 1% ปรากฏแถบ
ผลิตภณัฑ ์ 1 แถบมีขนาดประมาณ 2 kb ดงัแสดงในภาพท่ี 9 ซ่ึงมีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดของยีน  
1-sst ท่ีประกอบไปดว้ย 2156 bp ดงันั้นจึงไดต้ดัแถบดงักล่าวไปสกดัแยกดีเอน็เอจากเจลและท า
บริสุทธ์ิเพื่อโคลนเขา้สู่ pGEM®-T Easy vector เพื่อหาล าดบันิวคลิโอไทดต่์อไป ส าหรับการเพิ่ม
ปริมาณยนี 1-fft ก็ไดด้ าเนินการในท านองเดียวกนัคือ ท า PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-fft_F และ  
1-fft_R ดว้ยสภาวะตามท่ีก าหนดดงัรายละเอียดในวธีิการทดลอง จากการทดลองพบผลิตภณัฑ ์ 
1 แถบมีขนาดประมาณ 2 kb ดงัแสดงในภาพท่ี 10 ซ่ึงมีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดของยนี 1-fft ท่ี
ประกอบไปดว้ย 2036 bp และโคลนเขา้สู่ pGEM®-T Easy vector เพื่อหาล าดบันิวคลิโอไทด์ต่อไป
เช่นเดียวกนั 
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    1 GGCACGAGAA AAAACCCTCC CTCAGGCCAC CACATGATGG CTTCATCCAC 

   51 CACCACCACC CCTCTCATTC TCCATGATGA CCCTGAAAAC CTCCCAGAAC 

  101 TCACCGGTTC TCCGACAACT CGTCGTCTAT CCATCGCAAA AGTGCTTTCG 

  151 GGGATCCTTG TTTCGGTTCT GGTTATAGGT GCTCTTGTTG CTTTAATCAA 

  201 CAACCAAACA TATGAATCCC CCTCGGCCAC CACATTCGTA ACTCAGTTGC 

  251 CAAATATTGA TCTGAAGCGG GTTCCAGGAA AGTTGGATTC GAGTGCTGAG 

  301 GTTGAATGGC AACGATCCAC TTATCATTTT CAACCCGACA AAAATTTCAT 

  351 TAGCGATCCT GATGGCCCAA TGTATCACAT GGGATGGTAT CATCTATTTT 

  401 ATCAGTACAA CCCTCAATCT GCCATCTGGG GCAACATCAC ATGGGGCCAC 

  451 TCGGTATCGA AAGACATGAT CAACTGGTTC CATCTCCCTT TCGCCATGGT 

  501 TCCTGACCAT TGGTACGACA TCGAAGGTGT CATGACGGGT TCGGCTACAG 

  551 TCCTCCCTAA TGGTCAAATC ATCATGCTTT ACTCGGGCAA CGCGTATGAT 

  601 CTCTCCCAAG TACAATGCTT GGCGTACGCT GTCAACTCGT CGGATCCACT 

  651 TCTTATAGAG TGGAAAAAAT ATGAAGGTAA CCCTGTCTTA CTCCCACCAC 

  701 CAGGAGTAGG CTACAAGGAC TTTCGGGACC CATCCACATT GTGGTCGGGC 

  751 CCTGATGGTG AATATAGAAT GGTAATGGGG TCCAAGCACA ACGAGACTAT 

  801 TGGCTGTGCT TTGATTTACC ATACCACTAA TTTTACGCAT TTTGAATTGA 

  851 AAGAGGAGGT GCTTCATGCA GTCCCACATA CTGGTATGTG GGAATGTGTT 

  901 GATCTTTACC CGGTGTCCAC CGTACACACA AACGGGCTGG ACATGGTGGA 

  951 TAACGGGCCA AATGTTAAGT ACGTGTTGAA ACAAAGTGGG GATGAAGATC 

 1001 GCCATGATTG GTATGCAATT GGAAGTTACG ATATAGTGAA TGATAAGTGG 

 1051 TACCCAGATG ACCCGGAAAA TGATGTGGGT ATCGGATTAA GATATGATTT 

 1101 TGGAAAATTT TATGCGTCCA AGACGTTTTA TGACCAACAT AAGAAGAGGA  

 1151 GAGTCCTTTG GGGCTATGTT GGAGAAACCG ATCCCCAAAA GTATGACCTT 

 1201 TCAAAGGGAT GGGCTAACAT TTTGAATATT CCAAGGACCG TCGTTTTGGA 

 1251 CCTCGAAACT AAAACCAATT TGATTCAATG GCCAATCGAG GAAACCGAAA 

 1301 ACCTTAGGTC GAAAAAGTAT GATGAATTTA AAGACGTCGA GCTTCGACCC 

 1351 GGGGCACTCG TTCCCCTTGA GATAGGCACA GCCACACAGT TGGATATAGT 

 1401 TGCGACATTC GAAATCGACC AAAAGATGTT GGAATCAACG CTAGAGGCCG 

 1451 ATGTTCTATT CAATTGCACG ACTAGTGAAG GCTCGGTTGC AAGGAGTGTG 

 1501 TTGGGACCGT TTGGTGTGGT GGTTCTAGCC GATGCCCAGC GCTCCGAACA 

 1551 ACTTCCTGTA TACTTCTATA TCGCAAAAGA TATTGATGGA ACCTCACGAA 

 1601 CTTATTTTTG TGCCGACGAA ACAAGATCAT CCAAGGATGT AAGCGTAGGG 

 1651 AAATGGGTGT ACGGAAGCAG TGTTCCTGTC CTCCCAGGCG AAAAGTACAA 

 1701 TATGAGGTTA TTGGTGGATC ATTCGATAGT AGAGGGATTT GCACAAAACG 

 1751 GGAGAACCGT GGTGACATCA AGAGTGTATC CAACAAAGGC GATCTACAAC 

 1801 GCTGCGAAGG TGTTTTTGTT CAACAACGCG ACTGGAATCA GTGTGAAGGC 

 1851 GTCGATCAAG ATCTGGAAGA TGGGGGAAGC AGAACTCAAT CCTTTCCCTC 

 1901 TTCCTGGGTG GACTTTCGAA CTTTGATGGT TATATTTTGG ACCCTATATA 

 1951 TGTGTTATTA TCATGATGGT TATATTTTGG ACCCTATATA TGTGTTATTA 

 2001 TCATGAAGCA TAAGTTTGGA CTGGAGGGGG TATTATTGTA ATTTTATATG 

 2051 CATGTTCTAT TACTTGTGAG GTTATAGTAT GTAATTAAAT TATTATATAC 

 2101 TATATCAATT TCTAATAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

 2151 AAAAAA 

 
ภาพท่ี 6 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของยนี 1-sst (accession number AJ009757.1) 

ตวัอกัษรสีแดงท่ีขีดเส้นใต ้คือ 1-sst_F (forward) และ 1-sst_R (reverse) primer ท่ีใชใ้นการเพิ่ม
ปริมาณยนี 
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       1 GGGACGAGTA CCAGTCCAGT CAGTCACCAT GCAAACCCCT GAACCCTTTA 

   51 CAGACCTTGA ACATGAACCC CACACACCCC TACTGGACCA CCACCACAAC 

  101 CCACCACCAC AAACCACCAC AAAACCTTTG TTCACCAGGG TTGTGTCCGG 

  151 TGTCACCTTT GTTTTATTCT TCTTTGGTTT CGCTATCGTA TTCATTGTTC 

  201 TCAACCAACA GAATTCTTCT GTTCGTATCG TCACCAATTC GGAGAAATCT 

  251 TTTATAAGGT ATTCGCAGAC CGATCGCTTG TCGTGGGAAC GGACCGCTTT 

  301 TCATTTTCAG CCTGCCAAGA ATTTTATTTA CGATCCAGAT GGTCAGTTGT 

  351 TTCACATGGG CTGGTACCAT ATGTTCTATC AATACAACCC ATACGCACCG 

  401 GTTTGGGGCA ATATGTCATG GGGTCACTCA GTGTCCAAAG ACATGATCAA 

  451 CTGGTACGAG CTGCCAGTCG CTATGGTCCC GACCGAATGG TATGATATCG 

  501 AGGGCGTCTT ATCCGGGTCT ACCACGGTCC TTCCAAACGG TCAGATCTTT 

  551 GCATTGTATA CTGGGAACGC TAATGATTTT TCCCAATTAC AATGCAAAGC 

  601 TGTACCCGTA AACTTATCTG ACCCGCTTCT TATTGAGTGG GTCAAGTATG 

  651 AGGATAACCC AATCCTGTAC ACTCCACCAG GGATTGGGTT AAAGGACTAT 

  701 CGGGACCCGT CAACAGTCTG GACAGGTCCC GATGGAAAGC ATAGGATGAT 

  751 CATGGGAACT AAACGTGGCA ATACAGGCAT GGTACTTGTT TACTATACCA 

  801 CTGATTACAC GAACTACGAG TTGTTGGATG AGCCGTTGCA CTCTGTTCCC 

  851 AACACCGATA TGTGGGAATG CGTCGACTTT TACCCGGTTT CGTTAACCAA 

  901 TGATAGTGCA CTTGATATGG CGGCCTATGG GTCGGGTATC AAACACGTTA 

  951 TTAAAGAAAG TTGGGAGGGA CATGGAATGG ATTGGTATTC AATCGGGACA 

 1001 TATGACGCGA TAAATGATAA ATGGACTCCC GATAACCCGG AACTAGATGT 

 1051 CGGTATCGGG TTACGGTGCG ATTACGGGAG GTTTTTTGCA TCAAAGAGTC 

 1101 TTTATGACCC ATTGAAGAAA AGGAGGATCA CTTGGGGTTA TGTTGGAGAA 

 1151 TCAGATAGTG CTGATCAGGA CCTCTCTAGA GGATGGGCTA CTGTTTATAA 

 1201 TGTTGGAAGA ACAATTGTAC TAGATAGAAA GACCGGGACC CATTTACTTC 

 1251 ATTGGCCCGT TGAGGAAGTC GAGAGTTTGA GATACAACGG TCAGGAGTTT 

 1301 AAAGAGATCA AGCTAGAGCC CGGTTCAATC ATTCCACTCG ACATAGGCAC 

 1351 GGCTACACAG TTGGACATAG TTGCAACATT TGAGGTGGAT CAAGCAGCGT 

 1401 TGAACGCGAC AAGTGAAACC GATGATATTT ATGGTTGCAC CACTAGCTTA 

 1451 GGTGCAGCCC AAAGGGGAAG TTTGGGACCA TTTGGTCTTG CGGTTCTAGC 

 1501 CGATGGAACC CTTTCTGAGT TAACTCCGGT TTATTTCTAT ATAGCTAAAA 

 1551 AGGCAGATGG AGGTGTGTCG ACACATTTTT GTACCGATAA GCTAAGGTCA 

 1601 TCACTAGATT ATGATGGGGA GAGAGTGGTG TATGGGGGCA CTGTTCCTGT 

 1651 GTTAGATGAT GAAGAACTCA CAATGAGGCT ATTGGTGGAT CATTCGATAG 

 1701 TGGAGGGGTT TGCGCAAGGA GGAAGGACGG TTATAACATC AAGGGCGTAT 

 1751 CCAACAAAAG CGATATACGA ACAAGCGAAG CTGTTCTTGT TCAACAACGC 

 1801 CACAGGTACG AGTGTGAAAG CATCTCTCAA GATTTGGCAA ATGGCTTCTG 

 1851 CACCAATTCA TCAATACCCT TTTTAATTAC CGGCTATCGC TATCCTTTTT 

 1901 GTTATTGGTA TTTATGTATC TTAATTTTCT TTTAAACCTT TTTATTTGAT 

 1951 AAATATTAGT TCTTGTTATT GTGCTTCTAG TAATAAATGA ATGGTGTTAT 

 2001 GGGAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAA 

 
ภาพท่ี 7 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของยนี 1-fft (accession number AJ009756.1) 

ตวัอกัษรสีแดงท่ีขีดเส้นใต ้คือ 1-fft_F (forward) และ 1-fft_R (reverse) primer ท่ีใชใ้นการเพิ่ม
ปริมาณยนี 
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ภาพท่ี 8 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน actin 
 lane  1 คือ 100 bp DNA ladder  
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ rice actin_F และ  
rice actin_R  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน 1-sst 
 lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-sst_F และ 1-sst_R  
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ภาพท่ี 10 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 1-fft 
 lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-fft_F และ 1-fft_R  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 11 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า colony direct PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 1-sst 
 lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า colony direct PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-sst_F 
และ 1-sst_R  
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ภาพท่ี 12 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า colony direct PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 1-fft 
 lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า colony direct PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1-fft_F และ 
1-fft_R  
 
 เม่ือตดัแถบผลิตภณัฑท่ี์คาดวา่เป็นยนี 1-sst และ 1-fft จากเจลแลว้น าไปสกดัและท า
บริสุทธ์ิและเช่ือมต่อเขา้กบั pGEM®-T Easy vector แลว้ถ่ายโอนเขา้สู่ E. coli DH5α และคดัเลือก 
ทรานสฟอร์แมนท ์ (transformants) ท่ีเจริญบนอาหารท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin และมีโคโลนีสี
ขาวไปวเิคราะห์การสอดแทรกของช้ินยนีบนเวคเตอร์ดว้ยเทคนิค colony direct PCR โดยใชคู้่ไพร
เมอร์  1-sst_F/1-sst_R และ 1-fft_F/1-fft_R เพื่อวเิคราะห์หาทรานสฟอร์แมนทท่ี์ไดรั้บยนี 1-sst และ 
1-fft ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 11 และ 12 ตามล าดบั จากการทดลองดงักล่าวท าให้
ไดท้รานสฟอร์แมนทท่ี์มีการสอดแทรกของผลิตภณัฑท่ี์คาดวา่เป็นยนี 1-sst และ 1-fft จาก 
แก่นตะวนั  ซ่ึงไดมี้การน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละน าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปวเิคราะห์หา
ความเหมือนดว้ยโปรแกรม Blastn ผา่นเวปไซต ์NCBI พบวา่ ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 1-sst ท่ีใช ้
T7 เป็นไพรเมอร์ในการวิเคราะห์ (ภาพท่ี 13) มีความเหมือน (identity) กบัล าดบันิวคลิโอไทดข์อง 
Helianthus tuberosus 1-sst gene (accession number AJ009757.1) 99% โดยในการวเิคราะห์นั้น
ครอบคลุมพื้นท่ีของสายนิวคลิโอไทดท่ี์โคลนได ้ (query coverage) ถึง 99% ค่า max score 1352 
และ E value เท่ากบั 0.0 (ภาพท่ี 14) ช้ีใหเ้ห็นวา่ ช้ินยนีท่ีโคลนไดน้ั้นมีล าดบันิวคลิโอไทด์
เหมือนกบั Helianthus tuberosus 1-sst gene ซ่ึงจะไดน้ าไปเทียบ (alignment) กนัเพื่อวเิคราะห์ใน
รายละเอียดอีกคร้ัง  
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TTCCATCAAAGTTCGAAAGTCCACCCAGGAAGAGGGAAAGGATTGAGTTCTGCTTCCCCCATCCTCCAG

ATCTTGATCGACGCCTTCACACTGATTCCAGTCGCGTTGTTGAACAAAAACACCTTCGCAGCGTTGTAG

ATCGCCTTTGTTGGATACACTCTTGATGTCACCACGGTTCCCCCGTTTTGTGCAAATCCCTCTACTATC

GAATGATCCACCAATAACCTCATATTGTACTTCTCGCCTGGGAGGACAGGAACACTGCTTCCGTACACC

CATTTCCCTACGCTTACATCCTTGGATGATCTTGTTTCGTCGGCACAAAAATAAGTTCGTGAGGTTCCA

TCAATATCTTTTGCGATATAGAAGTATACAGGAAGTTGTTCGGAGCGCTGGGCATCGGCTAGAACCACC

ACACCAAACGGTCCCAACACACCCCTTGCAACCGAGCCTTCACTAGTCGTGCAATTGAATAGAACATCG

GCCTCTAGCGTTGATTCCAACATCTTTTGGTCGATTTCGAATGTCGCAACTATATCCAACTGTGTGGCT

GTGCCTATCTCAAGGGGAACGAGTGCCCCGGGTCGAAGCTCGACGTCTTTAAATTCATCATACTTTTTC

GACCTAAGGTTTTCGGTTTCCTCGATTGGCCATTGAATCAAATTGGTTTTAGTTTCGAGGTCCAAAACG

ACGGTCCTTGGAATATTCAAATGTTAGCCCATCCCTTTGAAAGGTCATACTTTTGGGGA 

 
ภาพท่ี 13 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7  

 

 
 

ภาพท่ี 14 ความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7 
กบัยนีอ่ืนๆ ใน GenBank 
  
 ส าหรับล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 1-sst ท่ีใช ้SP6 เป็นไพรเมอร์ในการวเิคราะห์ (ภาพ
ท่ี 15) มีความเหมือน (identity) กบัล าดบันิวคลิโอไทดข์อง Helianthus tuberosus 1-sst gene 
(accession number AJ009757.1) 99% โดยในการวเิคราะห์นั้นครอบคลุมพื้นท่ีของสายนิวคลิ- 
โอไทดท่ี์โคลนได ้(query coverage) ถึง 94% ค่า max score 1243 และ E value เท่ากบั 0.0 ช้ีใหเ้ห็น
วา่ ช้ินยนีท่ีโคลนไดน้ั้นมีล าดบันิวคลิโอไทดเ์หมือนกบั Helianthus tuberosus 1-sst gene  
(ภาพท่ี 16) ซ่ึงจะไดน้ าไปเทียบ (alignment) กนัเพื่อวิเคราะห์ในรายละเอียดอีกคร้ัง  
GGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGATGGCTTCATCCACCACCACCACCCCTCT

CATTCTCCATGATGACCCTGAAAACCTCCCAGAACTCACCGGTTCTCCGACAACTCGTCGTCTATCCAT

CGCAAAAGTGCTTTCGGGGATCCTTGTTTCGGTTCTGGTTATAGGTGCTCTTGTTGCTTTAATCAACAA

CCAAACATATGAATCCCCCTCGGCCACCACATTCGTAACTCAGTTGCCAAATATTGATCTGAAGCGGGT

TCCAGGAAAGTTGGATTCGAGTGCTGAGGTTGAATGGCAACGATCCACTTTTCATTTTCAACCCGACAA

AAATTTCATTAGCGATCCTGATGGCCCAATGTATCACATGGGATGGTATCATCTATTTTATCAGTACAA

CCCTCAATCTGCCATCTGGGGCAACATCACATGGGGCCACTCGGTATCGAAAGACATGATCAACTGGTT

CCATCTCCCTTTCGCCATGGTTCCTGACCATTGGTACGACATCGAAGGTGTCATGACGGGTTCGGCTAC

AGTTCTCCCTAATGGTCAAAATCATCATGCTTTACTCGGGCAACGCGTATGATCTCTCCCAAGTACAAT

GCTTGGCGTACGCTGTCAACTCGTCGGATCCACTTCTTATAGAGTGGAAAAAATATGAAGGTAACCCTG

TCTTACTCCCACCACCAGGAGTAGGCTACANGGACTTTCGGGGACCCATCCACATTGTGGTTGGGCCCT

GNAAGGTGAANA 

ภาพท่ี 15 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6 
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ภาพท่ี 16 ความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6 
กบัยนีอ่ืนๆ ใน GenBank  
 
 และจากการน าล าดบันิวคลิโอไทดท่ี์หาไดจ้ากการใชท้ั้งไพรเมอร์ T7 และ SP6 ไป
เปรียบเทียบกบัความเหมือนกบัล าดบันิวคลิโอไทดข์อง Helianthus tuberosus 1-sst gene (accession 
number AJ009757.1) ดว้ยโปรแกรม VectorNTI พบวา่ ล าดบันิวคลิโอไทดท่ี์หาไดจ้ากการใช ้
ไพรเมอร์ T7 และ SP6 มีความเหมือนกบัล าดบันิวคลิโอไทดท่ี์ครอบคลุมดา้นปลาย 3’ และ 5’ ของ 
Helianthus tuberosus 1-sst gene ตามล าดบั ถึง 99% (ภาพท่ี 17) ดงันั้น ยนีท่ีโคลนไดจ้ากหวัแก่น
ตะวนัอาย ุ105 วนัจึงเป็นยนี 1-sst     
 
                  1                                               50 

    1-sst     (1) ----GGCACGAGAAAAAACCCTCCCTCAGGCCACCACATGATGGCTTCAT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6     (1) GGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGATGGCTTCAT 

Consensus     (1)     G C  G        C C    TCA         ATGATGGCTTCAT 

                  51                                             100 

    1-sst    (47) CCACCACCACCACCCCTCTCATTCTCCATGATGACCCTGAAAACCTCCCA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6    (51) CCACCACCACCACCCCTCTCATTCTCCATGATGACCCTGAAAACCTCCCA 

Consensus    (51) CCACCACCACCACCCCTCTCATTCTCCATGATGACCCTGAAAACCTCCCA 

                  101                                            150 

    1-sst    (97) GAACTCACCGGTTCTCCGACAACTCGTCGTCTATCCATCGCAAAAGTGCT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (101) GAACTCACCGGTTCTCCGACAACTCGTCGTCTATCCATCGCAAAAGTGCT 

Consensus   (101) GAACTCACCGGTTCTCCGACAACTCGTCGTCTATCCATCGCAAAAGTGCT 

                  151                                            200 

    1-sst   (147) TTCGGGGATCCTTGTTTCGGTTCTGGTTATAGGTGCTCTTGTTGCTTTAA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (151) TTCGGGGATCCTTGTTTCGGTTCTGGTTATAGGTGCTCTTGTTGCTTTAA 

Consensus   (151) TTCGGGGATCCTTGTTTCGGTTCTGGTTATAGGTGCTCTTGTTGCTTTAA 

                  201                                            250 

    1-sst   (197) TCAACAACCAAACATATGAATCCCCCTCGGCCACCACATTCGTAACTCAG 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (201) TCAACAACCAAACATATGAATCCCCCTCGGCCACCACATTCGTAACTCAG 

Consensus   (201) TCAACAACCAAACATATGAATCCCCCTCGGCCACCACATTCGTAACTCAG 

                  251                                            300 

    1-sst   (247) TTGCCAAATATTGATCTGAAGCGGGTTCCAGGAAAGTTGGATTCGAGTGC 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (251) TTGCCAAATATTGATCTGAAGCGGGTTCCAGGAAAGTTGGATTCGAGTGC 

Consensus   (251) TTGCCAAATATTGATCTGAAGCGGGTTCCAGGAAAGTTGGATTCGAGTGC 

                  301                                            350 

    1-sst   (297) TGAGGTTGAATGGCAACGATCCACTTATCATTTTCAACCCGACAAAAATT 
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 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (301) TGAGGTTGAATGGCAACGATCCACTTTTCATTTTCAACCCGACAAAAATT 

Consensus   (301) TGAGGTTGAATGGCAACGATCCACTT TCATTTTCAACCCGACAAAAATT 

                  351                                            400 

    1-sst   (347) TCATTAGCGATCCTGATGGCCCAATGTATCACATGGGATGGTATCATCTA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (351) TCATTAGCGATCCTGATGGCCCAATGTATCACATGGGATGGTATCATCTA 

Consensus   (351) TCATTAGCGATCCTGATGGCCCAATGTATCACATGGGATGGTATCATCTA 

                  401                                            450 

    1-sst   (397) TTTTATCAGTACAACCCTCAATCTGCCATCTGGGGCAACATCACATGGGG 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (401) TTTTATCAGTACAACCCTCAATCTGCCATCTGGGGCAACATCACATGGGG 

Consensus   (401) TTTTATCAGTACAACCCTCAATCTGCCATCTGGGGCAACATCACATGGGG 

                  451                                            500 

    1-sst   (447) CCACTCGGTATCGAAAGACATGATCAACTGGTTCCATCTCCCTTTCGCCA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (451) CCACTCGGTATCGAAAGACATGATCAACTGGTTCCATCTCCCTTTCGCCA 

Consensus   (451) CCACTCGGTATCGAAAGACATGATCAACTGGTTCCATCTCCCTTTCGCCA 

                  501                                            550 

    1-sst   (497) TGGTTCCTGACCATTGGTACGACATCGAAGGTGTCATGACGGGTTCGGCT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (501) TGGTTCCTGACCATTGGTACGACATCGAAGGTGTCATGACGGGTTCGGCT 

Consensus   (501) TGGTTCCTGACCATTGGTACGACATCGAAGGTGTCATGACGGGTTCGGCT 

                  551                                            600 

    1-sst   (547) ACAGTCCTCCCTAATGGTCAAA-TCATCATGCTTTACTCGGGCAACGCGT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (551) ACAGTTCTCCCTAATGGTCAAAATCATCATGCTTTACTCGGGCAACGCGT 

Consensus   (551) ACAGT CTCCCTAATGGTCAAA TCATCATGCTTTACTCGGGCAACGCGT 

                  601                                            650 

    1-sst   (596) ATGATCTCTCCCAAGTACAATGCTTGGCGTACGCTGTCAACTCGTCGGAT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (601) ATGATCTCTCCCAAGTACAATGCTTGGCGTACGCTGTCAACTCGTCGGAT 

Consensus   (601) ATGATCTCTCCCAAGTACAATGCTTGGCGTACGCTGTCAACTCGTCGGAT 

                  651                                            700 

    1-sst   (646) CCACTTCTTATAGAGTGGAAAAAATATGAAGGTAACCCTGTCTTACTCCC 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (651) CCACTTCTTATAGAGTGGAAAAAATATGAAGGTAACCCTGTCTTACTCCC 

Consensus   (651) CCACTTCTTATAGAGTGGAAAAAATATGAAGGTAACCCTGTCTTACTCCC 

                  701                                            750 

    1-sst   (696) ACCACCAGGAGTAGGCTACAAGGACTTTCGGG-ACCCATCCACATTGTGG 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (701) ACCACCAGGAGTAGGCTACANGGACTTTCGGGGACCCATCCACATTGTGG 

Consensus   (701) ACCACCAGGAGTAGGCTACA GGACTTTCGGG ACCCATCCACATTGTGG 

                  751                                            800 

    1-sst   (745) TCGGGCCCTGAT-GGTGAATATAGAATGGTAATGGGGTCCAAGCACAACG 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (751) TTGGGCCCTGNAAGGTGAANA----------------------------- 

Consensus   (751) T GGGCCCTG   GGTGAA A                              

                  801                                            850 

    1-sst   (794) AGACTATTGGCTGTGCTTTGATTTACCATACCACTAATTTTACGCATTTT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus   (801)                                                    

                  851                                            900 

    1-sst   (844) GAATTGAAAGAGGAGGTGCTTCATGCAGTCCCACATACTGGTATGTGGGA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus   (851)                                                    

                  901                                            950 

    1-sst   (894) ATGTGTTGATCTTTACCCGGTGTCCACCGTACACACAAACGGGCTGGACA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus   (901)                                                    

                  951                                           1000 
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    1-sst   (944) TGGTGGATAACGGGCCAAATGTTAAGTACGTGTTGAAACAAAGTGGGGAT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus   (951)                                                    

                  1001                                          1050 

    1-sst   (994) GAAGATCGCCATGATTGGTATGCAATTGGAAGTTACGATATAGTGAATGA 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1001)                                                    

                  1051                                          1100 

    1-sst  (1044) TAAGTGGTACCCAGATGACCCGGAAAATGATGTGGGTATCGGATTAAGAT 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1051)                                                    

                  1101                                          1150 

    1-sst  (1094) ATGATTTTGGAAAATTTTATGCGTCCAAGACGTTTTATGACCAACATAAG 

 1-sst T7     (1) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1101)                                                    

                  1151                                          1200 

    1-sst  (1144) AAGAGGAGAGTCCTTTGGGGCTATGTTGGAGAAACCGATCCCCAAAAGTA 

 1-sst T7     (1) --------------------------------------TCCCCAAAAGTA 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1151)                                       TCCCCAAAAGTA 

                  1201                                          1250 

    1-sst  (1194) TGACCTTTCAAAGGGATGGGCTAACATTTTGAATATTCCAAGGACCGTCG 

 1-sst T7    (13) TGACCTTTCAAAGGGATGGGCTAACATTT-GAATATTCCAAGGACCGTCG 

 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1201) TGACCTTTCAAAGGGATGGGCTAACATTT GAATATTCCAAGGACCGTCG 

                  1251                                          1300 

    1-sst  (1244) TTTTGGACCTCGAAACTAAAACCAATTTGATTCAATGGCCAATCGAGGAA 

 1-sst T7    (62) TTTTGGACCTCGAAACTAAAACCAATTTGATTCAATGGCCAATCGAGGAA 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1251) TTTTGGACCTCGAAACTAAAACCAATTTGATTCAATGGCCAATCGAGGAA 

                  1301                                          1350 

    1-sst  (1294) ACCGAAAACCTTAGGTCGAAAAAGTATGATGAATTTAAAGACGTCGAGCT 

 1-sst T7   (112) ACCGAAAACCTTAGGTCGAAAAAGTATGATGAATTTAAAGACGTCGAGCT 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1301) ACCGAAAACCTTAGGTCGAAAAAGTATGATGAATTTAAAGACGTCGAGCT 

                  1351                                          1400 

    1-sst  (1344) TCGACCCGGGGCACTCGTTCCCCTTGAGATAGGCACAGCCACACAGTTGG 

 1-sst T7   (162) TCGACCCGGGGCACTCGTTCCCCTTGAGATAGGCACAGCCACACAGTTGG 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1351) TCGACCCGGGGCACTCGTTCCCCTTGAGATAGGCACAGCCACACAGTTGG 

                  1401                                          1450 

    1-sst  (1394) ATATAGTTGCGACATTCGAAATCGACCAAAAGATGTTGGAATCAACGCTA 

 1-sst T7   (212) ATATAGTTGCGACATTCGAAATCGACCAAAAGATGTTGGAATCAACGCTA 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1401) ATATAGTTGCGACATTCGAAATCGACCAAAAGATGTTGGAATCAACGCTA 

                  1451                                          1500 

    1-sst  (1444) GAGGCCGATGTTCTATTCAATTGCACGACTAGTGAAGGCTCGGTTGCAAG 

 1-sst T7   (262) GAGGCCGATGTTCTATTCAATTGCACGACTAGTGAAGGCTCGGTTGCAAG 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1451) GAGGCCGATGTTCTATTCAATTGCACGACTAGTGAAGGCTCGGTTGCAAG 

                  1501                                          1550 

    1-sst  (1494) GAGTGTGTTGGGACCGTTTGGTGTGGTGGTTCTAGCCGATGCCCAGCGCT 

 1-sst T7   (312) GGGTGTGTTGGGACCGTTTGGTGTGGTGGTTCTAGCCGATGCCCAGCGCT 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1501) G GTGTGTTGGGACCGTTTGGTGTGGTGGTTCTAGCCGATGCCCAGCGCT 

                  1551                                          1600 

    1-sst  (1544) CCGAACAACTTCCTGTATACTTCTATATCGCAAAAGATATTGATGGAACC 

 1-sst T7   (362) CCGAACAACTTCCTGTATACTTCTATATCGCAAAAGATATTGATGGAACC 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 
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Consensus  (1551) CCGAACAACTTCCTGTATACTTCTATATCGCAAAAGATATTGATGGAACC 

                  1601                                          1650 

    1-sst  (1594) TCACGAACTTATTTTTGTGCCGACGAAACAAGATCATCCAAGGATGTAAG 

 1-sst T7   (412) TCACGAACTTATTTTTGTGCCGACGAAACAAGATCATCCAAGGATGTAAG 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1601) TCACGAACTTATTTTTGTGCCGACGAAACAAGATCATCCAAGGATGTAAG 

                  1651                                          1700 

    1-sst  (1644) CGTAGGGAAATGGGTGTACGGAAGCAGTGTTCCTGTCCTCCCAGGCGAAA 

 1-sst T7   (462) CGTAGGGAAATGGGTGTACGGAAGCAGTGTTCCTGTCCTCCCAGGCGAGA 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1651) CGTAGGGAAATGGGTGTACGGAAGCAGTGTTCCTGTCCTCCCAGGCGA A 

                  1701                                          1750 

    1-sst  (1694) AGTACAATATGAGGTTATTGGTGGATCATTCGATAGTAGAGGGATTTGCA 

 1-sst T7   (512) AGTACAATATGAGGTTATTGGTGGATCATTCGATAGTAGAGGGATTTGCA 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1701) AGTACAATATGAGGTTATTGGTGGATCATTCGATAGTAGAGGGATTTGCA 

 

                  1751                                          1800 

    1-sst  (1744) CAAAACGGGAGAACCGTGGTGACATCAAGAGTGTATCCAACAAAGGCGAT 

 1-sst T7   (562) CAAAACGGGGGAACCGTGGTGACATCAAGAGTGTATCCAACAAAGGCGAT 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1751) CAAAACGGG GAACCGTGGTGACATCAAGAGTGTATCCAACAAAGGCGAT 

                  1801                                          1850 

    1-sst  (1794) CTACAACGCTGCGAAGGTGTTTTTGTTCAACAACGCGACTGGAATCAGTG 

 1-sst T7   (612) CTACAACGCTGCGAAGGTGTTTTTGTTCAACAACGCGACTGGAATCAGTG 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1801) CTACAACGCTGCGAAGGTGTTTTTGTTCAACAACGCGACTGGAATCAGTG 

             1851                                          1900 

    1-sst  (1844) TGAAGGCGTCGATCAAGATCTGGAAGATGGGGGAAGCAGAACTCAATCCT 

 1-sst T7   (662) TGAAGGCGTCGATCAAGATCTGGAGGATGGGGGAAGCAGAACTCAATCCT 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1851) TGAAGGCGTCGATCAAGATCTGGA GATGGGGGAAGCAGAACTCAATCCT 

                  1901                                          1950 

    1-sst  (1894) TTCCCTCTTCCTGGGTGGACTTTCGAACTTTGATGGTTATATTTTGGACC 

 1-sst T7   (712) TTCCCTCTTCCTGGGTGGACTTTCGAACTTTGATGGAA------------ 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1901) TTCCCTCTTCCTGGGTGGACTTTCGAACTTTGATGG               

                  1951                                          2000 

    1-sst  (1944) CTATATATGTGTTATTATCATGATGGTTATATTTTGGACCCTATATATGT 

 1-sst T7   (750) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1951)                                                    

                  2001                                          2050 

    1-sst  (1994) GTTATTATCATGAAGCATAAGTTTGGACTGGAGGGGGTATTATTGTAATT 

 1-sst T7   (750) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (2001)                                                    

                  2051                                          2100 

    1-sst  (2044) TTATATGCATGTTCTATTACTTGTGAGGTTATAGTATGTAATTAAATTAT 

 1-sst T7   (750) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (2051)                                                    

                  2101                                          2150 

    1-sst  (2094) TATATACTATATCAATTTCTAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 1-sst T7   (750) -------------------------------------------------- 

 1sst SP6   (772) -------------------------------------------------- 

Consensus  (2101)                                                    

                  2151     2163 

    1-sst  (2144) AAAAAAAAAAAAA 

 1-sst T7   (750) ------------- 

 1sst SP6   (772) ------------- 

Consensus  (2151)               
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ภาพท่ี 17 การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทด์ท่ีใชไ้พรเมอร์ T7 (1-sst T7) และ 
SP6 (1sst SP6) กบั Helianthus tuberosus 1-sst gene (accession number AJ009757.1) (1-sst) โดย
ใชโ้ปรแกรม VectorNTI 
ตวัอกัษรสีแดงท่ีขีดเส้นใต ้คือ 1-sst_F (forward) และ 1-sst_R (reverse) primer ท่ีใชใ้นการเพิ่ม
ปริมาณยนีจากหวัแก่นตะวนัอาย ุ105 วนั 
 
 ส าหรับล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 1-fft ท่ีใช ้T7 เป็นไพรเมอร์ในการวิเคราะห์ (ภาพท่ี 
18) มีความเหมือน (identity) กบัล าดบันิวคลิโอไทด์ของ Helianthus tuberosus 1-fft gene 
(accession number AJ009756.1) 99% โดยในการวิเคราะห์นั้นครอบคลุมพื้นท่ีของสายนิวคลิ- 
โอไทด์ท่ีโคลนได ้(query coverage) ถึง 95% ค่า max score 1314 และ E value เท่ากบั 0.0  
(ภาพท่ี 19) ช้ีให้เห็นวา่ ช้ินยีนท่ีโคลนไดน้ั้นมีล าดบันิวคลิโอไทด์เหมือนกบั Helianthus tuberosus 
1-fft gene ซ่ึงจะไดน้ าไปเทียบ (alignment) กนัเพื่อวเิคราะห์ในรายละเอียดอีกคร้ัง 
 
TGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCCGGTAATTAAAAAGGGTATTGATGAATTGG

TGCAGAAGCCATTTGCCAAATCTTGAGAGATGCTTTCACACTCGTACCTGTGGCGTTGTTGAACAAGAA

CAGCTTCGCTTGTTCGTATATCGCTTTTGTTGGATACGCCCTTGATGTTATAACCGTCCTTCCTCCTTG

CGCAAACCCCTCCACTATCGAATGATCCACCAATAGCCTCATTGTGAGTTCTTCATCATCTAACACAGG

AACAGTGCTCCCATACACCACTCTCTCCCCATCATAATCTAGTGATGACCTTAGCTTATCGGTACAAAA

ATGTGTCGACACACCTCCATCGGCCTTTTTAGCTATATAGAAATAAACCGGAGTTAACTCAGAAAGGGT

TCCATCGGCTAGAACCGCAAGACCAAATGGTCCCAAACTTCCCCTTTGGGCTGCACCTAAGCTAGTGGT

GCAACCATAAATATCATCGGTTTCACATGTCGCGTTCAACGCTGCTTGATCCACCTCAAATGTTGCAAC

TATGTCCAACTGTGTAGCCGTGCCTATGTCGAGTGGAATGATTGAACCGGGCTCTAGCTTGATCTCTTT

AAACTCCTGACCGTTGTATCTCAAACTCTCGACTTCCTCAACGGGCCAATGAAGTAAATGGGTCCCGGT

CTTTCTATCTAGTACAATTGGTTCTTCCAACATTATAAACTACTGCCNATCCTCTAGAGAGGTCCTGAT

CAACACTATCTGATNCT 

 
ภาพท่ี 18 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7  

 

 
 

ภาพท่ี 19 ความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7 
กบัยนีอ่ืนๆ ใน GenBank  
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 ส าหรับล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 1-fft ท่ีใช ้SP6 เป็นไพรเมอร์ในการวเิคราะห์ (ภาพ
ท่ี 20) มีความเหมือน (identity) กบัล าดบันิวคลิโอไทดข์อง Helianthus tuberosus 1-fft gene 
(accession number AJ009756.1) 95% โดยในการวเิคราะห์นั้นครอบคลุมพื้นท่ีของสายนิวคลิ- 
โอไทดท่ี์โคลนได ้(query coverage) ถึง 92% ค่า max score 1136 และ E value เท่ากบั 0.0 ช้ีใหเ้ห็น
วา่ ช้ินยนีท่ีโคลนไดน้ั้นมีล าดบันิวคลิโอไทดเ์หมือนกบั Helianthus tuberosus 1-fft gene (ภาพท่ี 21) 
ซ่ึงจะไดน้ าไปเทียบ (alignment) กนัเพื่อวเิคราะห์ในรายละเอียดอีกคร้ัง 
 
CGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTATGCAAACCCCT

GAACCCTTTACAGACCTTGAACATGAACCCCACACACCCCTACTGGACCACCACCACAACCCACCACCA

CCACCATCACAAACCACCACAAAACCTTTGTTCACCAGGGTTGTGTCCGGTGTCACCTTTGCTGTATCG

TTCATTACTTTCGCTATCGTATTCATTGTTCTAACCCAACAGAATTCTTCTGTTCGTGTCGTCACCAAT

TCGGAGAAATCTTTTATAAGGTATTCGCAGACCGATCGCTTGTCGTGGGAACGGACCGCTTTTCATTTT

CAGCCTGCCAAGAATTTTATTTACGATCCAAATGGTCCGTTGTTTTACATGGGCTGGTACCATTTGTTC

TATCAATACAACCCATACGCACCGGTTTGGGGCAATATGTCATGGGGTCACTCAGTGTCCAAAGACATG

ATCAACTGGTACGAGCTGCCAGTCGCTATGGTCCCGACCGAATGGTATGATATCGAGGGCGTCTTATCC

GGGTCTACCACAGCCCTTCCAAACGGTCAGATCTTTGCATTGTATACTGGGAACGCTAATGATTTTTCC

CAATTACAATGCAAAGCTGTACCTGTAAACTTATCTGACCCGCTTCTTATTGAGTGGGTCAAGTATGAC

AATAACCCAATCCTGTACACTCCACCGGGGGATTGGGTTAGTGGACTACCGGGAACCGTCAACAGTCTG

GNACGGGTCCCGATGGAAAGNATANGATGAT 

 
ภาพท่ี 20 ล าดบันิวคลิโอไทด์ของส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6  

 
 
 

 

 
 
ภาพท่ี 21 ความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6 
กบัยนีอ่ืนๆ ใน GenBank 
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 และจากการน าล าดบันิวคลิโอไทด์ท่ีหาไดจ้ากการใชท้ั้งไพรเมอร์ T7 และ SP6 ไป
เปรียบเทียบกบัความเหมือนกบัล าดบันิวคลิโอไทด์ของ Helianthus tuberosus 1-fft gene (accession 
number AJ009756.1) ด้วยโปรแกรม VectorNTI พบว่า ล าดบันิวคลิโอไทด์ท่ีหาได้จากการใช ้
ไพรเมอร์ T7 และ SP6 มีความเหมือนกบัล าดบันิวคลิโอไทด์ท่ีครอบคลุมดา้นปลาย 3’ และ 5’ ของ 
Helianthus tuberosus 1-fft gene ตามล าดบั ถึง 95-99% (ภาพท่ี 22) ดงันั้น ยนีท่ีโคลนไดจ้ากหวัแก่น
ตะวนัอาย ุ105 วนัจึงเป็นยนี 1-fft    
 
 
                  1                                               50 

    1-fft     (1) ------------------------------GGGACGAGTACCAGTCCAGT 

1-fft SP6     (1) CGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus     (1)                                 G CG    C A T CA T 

                  51                                             100 

    1-fft    (21) CAGTCACCATGCAAACCCCTGAACCCTTTACAGACCTTGAACATGAACCC 

1-fft SP6    (51) -AGTGATTATGCAAACCCCTGAACCCTTTACAGACCTTGAACATGAACCC 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus    (51)  AGT A  ATGCAAACCCCTGAACCCTTTACAGACCTTGAACATGAACCC 

                  101                                            150 

    1-fft    (71) CACACACCCCTACTGGACCACCACCACAACCCACCACCAC---------A 

1-fft SP6   (100) CACACACCCCTACTGGACCACCACCACAACCCACCACCACCACCATCACA 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (101) CACACACCCCTACTGGACCACCACCACAACCCACCACCAC         A 

                  151                                            200 

    1-fft   (112) AACCACCACAAAACCTTTGTTCACCAGGGTTGTGTCCGGTGTCACCTTTG 

1-fft SP6   (150) AACCACCACAAAACCTTTGTTCACCAGGGTTGTGTCCGGTGTCACCTTTG 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (151) AACCACCACAAAACCTTTGTTCACCAGGGTTGTGTCCGGTGTCACCTTTG 

                  201                                            250 

    1-fft   (162) TTTTATTCTTCTTTGGTTTCGCTATCGTATTCATTGTTCTCAACCAACAG 

1-fft SP6   (200) CTGTATCGTTCATTACTTTCGCTATCGTATTCATTGTTCTAACCCAACAG 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (201)  T TAT  TTC TT  TTTCGCTATCGTATTCATTGTTCT A CCAACAG 

                  251                                            300 

    1-fft   (212) AATTCTTCTGTTCGTATCGTCACCAATTCGGAGAAATCTTTTATAAGGTA 

1-fft SP6   (250) AATTCTTCTGTTCGTGTCGTCACCAATTCGGAGAAATCTTTTATAAGGTA 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (251) AATTCTTCTGTTCGT TCGTCACCAATTCGGAGAAATCTTTTATAAGGTA 

                  301                                            350 

    1-fft   (262) TTCGCAGACCGATCGCTTGTCGTGGGAACGGACCGCTTTTCATTTTCAGC 

1-fft SP6   (300) TTCGCAGACCGATCGCTTGTCGTGGGAACGGACCGCTTTTCATTTTCAGC 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (301) TTCGCAGACCGATCGCTTGTCGTGGGAACGGACCGCTTTTCATTTTCAGC 

                  351                                            400 

    1-fft   (312) CTGCCAAGAATTTTATTTACGATCCAGATGGTCAGTTGTTTCACATGGGC 

1-fft SP6   (350) CTGCCAAGAATTTTATTTACGATCCAAATGGTCCGTTGTTTTACATGGGC 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (351) CTGCCAAGAATTTTATTTACGATCCA ATGGTC GTTGTTT ACATGGGC 

                  401                                            450 

    1-fft   (362) TGGTACCATATGTTCTATCAATACAACCCATACGCACCGGTTTGGGGCAA 

1-fft SP6   (400) TGGTACCATTTGTTCTATCAATACAACCCATACGCACCGGTTTGGGGCAA 
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 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (401) TGGTACCAT TGTTCTATCAATACAACCCATACGCACCGGTTTGGGGCAA 

                  451                                            500 

    1-fft   (412) TATGTCATGGGGTCACTCAGTGTCCAAAGACATGATCAACTGGTACGAGC 

1-fft SP6   (450) TATGTCATGGGGTCACTCAGTGTCCAAAGACATGATCAACTGGTACGAGC 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (451) TATGTCATGGGGTCACTCAGTGTCCAAAGACATGATCAACTGGTACGAGC 

                  501                                            550 

    1-fft   (462) TGCCAGTCGCTATGGTCCCGACCGAATGGTATGATATCGAGGGCGTCTTA 

1-fft SP6   (500) TGCCAGTCGCTATGGTCCCGACCGAATGGTATGATATCGAGGGCGTCTTA 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (501) TGCCAGTCGCTATGGTCCCGACCGAATGGTATGATATCGAGGGCGTCTTA 

                  

 551                                            600 

    1-fft   (512) TCCGGGTCTACCACGGTCCTTCCAAACGGTCAGATCTTTGCATTGTATAC 

1-fft SP6   (550) TCCGGGTCTACCACAGCCCTTCCAAACGGTCAGATCTTTGCATTGTATAC 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (551) TCCGGGTCTACCAC G CCTTCCAAACGGTCAGATCTTTGCATTGTATAC 

                  601                                            650 

    1-fft   (562) TGGGAACGCTAATGATTTTTCCCAATTACAATGCAAAGCTGTACCCGTAA 

1-fft SP6   (600) TGGGAACGCTAATGATTTTTCCCAATTACAATGCAAAGCTGTACCTGTAA 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (601) TGGGAACGCTAATGATTTTTCCCAATTACAATGCAAAGCTGTACC GTAA 

                  651                                            700 

    1-fft   (612) ACTTATCTGACCCGCTTCTTATTGAGTGGGTCAAGTATGAGGATAACCCA 

1-fft SP6   (650) ACTTATCTGACCCGCTTCTTATTGAGTGGGTCAAGTATGACAATAACCCA 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (651) ACTTATCTGACCCGCTTCTTATTGAGTGGGTCAAGTATGA  ATAACCCA 

                  701                                            750 

    1-fft   (662) ATCCTGTACACTCCACCAGGG-ATTGGGTTAAAGGACTATCGGGACCCGT 

1-fft SP6   (700) ATCCTGTACACTCCACCGGGGGATTGGGTTAGTGGACTACCGGGAACCGT 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (701) ATCCTGTACACTCCACC GGG ATTGGGTTA  GGACTA CGGGA CCGT 

                  751                                            800 

    1-fft   (711) CAACAGTCTGGA-CAGGTCCCGATGGAAAGCATAGGATGATCATGGGAAC 

1-fft SP6   (750) CAACAGTCTGGNACGGGTCCCGATGGAAAGNATANGATGAT--------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (751) CAACAGTCTGG  C GGTCCCGATGGAAAG ATA GATGAT          

                  801                                            850 

    1-fft   (760) TAAACGTGGCAATACAGGCATGGTACTTGTTTACTATACCACTGATTACA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (801)                                                    

                  851                                            900 

    1-fft   (810) CGAACTACGAGTTGTTGGATGAGCCGTTGCACTCTGTTCCCAACACCGAT 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (851)                                                    

                  901                                            950 

    1-fft   (860) ATGTGGGAATGCGTCGACTTTTACCCGGTTTCGTTAACCAATGATAGTGC 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (901)                                                    

                  951                                           1000 

    1-fft   (910) ACTTGATATGGCGGCCTATGGGTCGGGTATCAAACACGTTATTAAAGAAA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus   (951)                                                    
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                  1001                                          1050 

    1-fft   (960) GTTGGGAGGGACATGGAATGGATTGGTATTCAATCGGGACATATGACGCG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1001)                                                    

                  1051                                          1100 

    1-fft  (1010) ATAAATGATAAATGGACTCCCGATAACCCGGAACTAGATGTCGGTATCGG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1051)                                                    

 

 

 

                  1101                                          1150 

    1-fft  (1060) GTTACGGTGCGATTACGGGAGGTTTTTTGCATCAAAGAGTCTTTATGACC 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------------------- 

Consensus  (1101)                                                    

                  1151                                          1200 

    1-fft  (1110) CATTGAAGAAAAGGAGGATCACTTGGGGTTATGTTGGAGAATCAGATAGT 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7     (1) -------------------------------------AGNATCAGATAGT 

Consensus  (1151)                                      AG ATCAGATAGT 

                  1201                                          1250 

    1-fft  (1160) GCTGATCAGGACCTCTCTAGAGGATGGGCTACTGTTTATAATGTTGGAAG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7    (14) GTTGATCAGGACCTCTCTAGAGGATNGGCAGTAGTTTATAATGTTGGAAG 

Consensus  (1201) G TGATCAGGACCTCTCTAGAGGAT GGC    GTTTATAATGTTGGAAG 

                  1251                                          1300 

    1-fft  (1210) AAC-AATTGTACTAGATAGAAAGACCGGGACCCATTTACTTCATTGGCCC 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7    (64) AACCAATTGTACTAGATAGAAAGACCGGGACCCATTTACTTCATTGGCCC 

Consensus  (1251) AAC AATTGTACTAGATAGAAAGACCGGGACCCATTTACTTCATTGGCCC 

                  1301                                          1350 

    1-fft  (1259) GTTGAGGAAGTCGAGAGTTTGAGATACAACGGTCAGGAGTTTAAAGAGAT 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (114) GTTGAGGAAGTCGAGAGTTTGAGATACAACGGTCAGGAGTTTAAAGAGAT 

Consensus  (1301) GTTGAGGAAGTCGAGAGTTTGAGATACAACGGTCAGGAGTTTAAAGAGAT 

                  1351                                          1400 

    1-fft  (1309) CAAGCTAGAGCCCGGTTCAATCATTCCACTCGACATAGGCACGGCTACAC 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (164) CAAGCTAGAGCCCGGTTCAATCATTCCACTCGACATAGGCACGGCTACAC 

Consensus  (1351) CAAGCTAGAGCCCGGTTCAATCATTCCACTCGACATAGGCACGGCTACAC 

                  1401                                          1450 

    1-fft  (1359) AGTTGGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGCAGCGTTGAACGCG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (214) AGTTGGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGCAGCGTTGAACGCG 

Consensus  (1401) AGTTGGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGCAGCGTTGAACGCG 

                  1451                                          1500 

    1-fft  (1409) ACAAGTGAAACCGATGATATTTATGGTTGCACCACTAGCTTAGGTGCAGC 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (264) ACATGTGAAACCGATGATATTTATGGTTGCACCACTAGCTTAGGTGCAGC 

Consensus  (1451) ACA GTGAAACCGATGATATTTATGGTTGCACCACTAGCTTAGGTGCAGC 

                  1501                                          1550 

    1-fft  (1459) CCAAAGGGGAAGTTTGGGACCATTTGGTCTTGCGGTTCTAGCCGATGGAA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (314) CCAAAGGGGAAGTTTGGGACCATTTGGTCTTGCGGTTCTAGCCGATGGAA 

Consensus  (1501) CCAAAGGGGAAGTTTGGGACCATTTGGTCTTGCGGTTCTAGCCGATGGAA 



52 
 

 

                  1551                                          1600 

    1-fft  (1509) CCCTTTCTGAGTTAACTCCGGTTTATTTCTATATAGCTAAAAAGGCAGAT 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (364) CCCTTTCTGAGTTAACTCCGGTTTATTTCTATATAGCTAAAAAGGCCGAT 

Consensus  (1551) CCCTTTCTGAGTTAACTCCGGTTTATTTCTATATAGCTAAAAAGGC GAT 

                  1601                                          1650 

    1-fft  (1559) GGAGGTGTGTCGACACATTTTTGTACCGATAAGCTAAGGTCATCACTAGA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (414) GGAGGTGTGTCGACACATTTTTGTACCGATAAGCTAAGGTCATCACTAGA 

Consensus  (1601) GGAGGTGTGTCGACACATTTTTGTACCGATAAGCTAAGGTCATCACTAGA 

                  1651                                          1700 

    1-fft  (1609) TTATGATGGGGAGAGAGTGGTGTATGGGGGCACTGTTCCTGTGTTAGATG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (464) TTATGATGGGGAGAGAGTGGTGTATGGGAGCACTGTTCCTGTGTTAGATG 

Consensus  (1651) TTATGATGGGGAGAGAGTGGTGTATGGG GCACTGTTCCTGTGTTAGATG 

                  1701                                          1750 

    1-fft  (1659) ATGAAGAACTCACAATGAGGCTATTGGTGGATCATTCGATAGTGGAGGGG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (514) ATGAAGAACTCACAATGAGGCTATTGGTGGATCATTCGATAGTGGAGGGG 

Consensus  (1701) ATGAAGAACTCACAATGAGGCTATTGGTGGATCATTCGATAGTGGAGGGG 

                  1751                                          1800 

    1-fft  (1709) TTTGCGCAAGGAGGAAGGACGGTTATAACATCAAGGGCGTATCCAACAAA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (564) TTTGCGCAAGGAGGAAGGACGGTTATAACATCAAGGGCGTATCCAACAAA 

Consensus  (1751) TTTGCGCAAGGAGGAAGGACGGTTATAACATCAAGGGCGTATCCAACAAA 

                  1801                                          1850 

    1-fft  (1759) AGCGATATACGAACAAGCGAAGCTGTTCTTGTTCAACAACGCCACAGGTA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (614) AGCGATATACGAACAAGCGAAGCTGTTCTTGTTCAACAACGCCACAGGTA 

Consensus  (1801) AGCGATATACGAACAAGCGAAGCTGTTCTTGTTCAACAACGCCACAGGTA 

                  1851                                          1900 

    1-fft  (1809) CGAGTGTGAAAGCATCTCTCAAGATTTGGCAAATGGCTTCTGCACCAATT 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (664) CGAGTGTGAAAGCATCTCTCAAGATTTGGCAAATGGCTTCTGCACCAATT 

Consensus  (1851) CGAGTGTGAAAGCATCTCTCAAGATTTGGCAAATGGCTTCTGCACCAATT 

                  1901                                          1950 

    1-fft  (1859) CATCAATACCCTTTTTAATTACCGGCTATCGCTATCCTTTTTGTTATTGG 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (714) CATCAATACCCTTTTTAATTACCGGCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATG 

Consensus  (1901) CATCAATACCCTTTTTAATTACCGGC ATCG   TCC            G 

                  1951                                          2000 

    1-fft  (1909) TATTTATGTATCTTAATTTTCTTTTAAACCTTTTTATTTGATAAATATTA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (764) GCGGCCGGGAGCA------------------------------------- 

Consensus  (1951)        G A C                                       

                  2001                                          2050 

    1-fft  (1959) GTTCTTGTTATTGTGCTTCTAGTAATAAATGAATGGTGTTATGGGAAAAA 

1-fft SP6   (791) -------------------------------------------------- 

 1-fft T7   (777) -------------------------------------------------- 

Consensus  (2001)                                                    

                  2051                    2078 

    1-fft  (2009) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

1-fft SP6   (791) ---------------------------- 

 1-fft T7   (777) ---------------------------- 

Consensus  (2051)                              
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ภาพท่ี 22 การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลิโอไทด์ท่ีใช้ไพรเมอร์ T7 (1-fft T7) และ 
SP6 (1-fft SP6) กบั Helianthus tuberosus 1-fft gene (accession number AJ009756.1) (1-fft) โดย
ใชโ้ปรแกรม VectorNTI 
ตวัอกัษรสีแดงท่ีขีดเส้นใต ้คือ 1-fft_F (forward) และ 1-fft_R (reverse) primer ท่ีใชใ้นการเพิ่ม
ปริมาณยนีจากหวัแก่นตะวนัอาย ุ105 วนั 
 
 

2. การผลติเ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ เรสลูกผสมจากแก นตะวนั 

 2.1 การเ ิม่ต าแหน  เ นไซม์ในการตัดจ าเ าะบนยนี 1-sst ทีโ่คลนได้ 
 จากการเพิ่มต าแหน่งเอนไซมใ์นการตดัจ าเพาะ EcoRI และ SacII บนยนี 1-sst ดว้ยวธีิ 
PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณยนีคือ EcoRI_1-sstF (5’ CAG GAATTC ATG GCT 
TCA TCC ACC ACC 3’) และ SacII_1-sstR (5’CAG CCGCGG AAG TTC GAA AGT CCA 
CCC A 3’) เพื่อเช่ือมต่อยีน 1-sst ท่ีโคลนไดก้บัเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก (expression vector) 
ต่อไปนั้น ไดผ้ลการทดลองดงัภาพท่ี 23 คือ ไดผ้ลิตภณัฑจ์ากการเพิ่มปริมาณ (amplified product) 
ขนาดประมาณ 2 kb ซ่ึงจะถูกแยกออกจากเจลและน าไปเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ส าหรับแสดงออกท่ี
ต าแหน่งตดัจ าเพาะของ EcoRI และ SacII ต่อไป  
 

 
 
ภาพท่ี 23 ผลิตภณัฑจ์ากการท า PCR ท่ีเพิ่มต าแหน่งตดัจ าเพาะของ EcoRI และ SacII บนยนี 1-sst 

 lane 1 คือ 100 bp DNA ladder   
 lane 2 คือ ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ EcoRI_1-sstF และ 
SacII_1-sstR  
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 2.2 การสับโคลนยนี 1-sst ไปย ัเวคเต ร์ส าหรับแสด   ก (expression vector) 
 จากการน ายีน 1-sst ท่ีมีการเพิ่มต าแหน่งเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI และ SacII ไป
เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ส าหรับแสดงออก (expression vector) คือ pPICZαA โดยการตดัช้ินยีน1-sst ท่ี
ไดแ้ละ pPICZαA ดว้ย EcoRI และ SacII แลว้น าไปเช่ือมต่อกนัดว้ยเอนไซม ์T4 DNA Ligase และ
ถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้ไปใน E. coli JM 109 ดว้ยวิธี heat shock แลว้คดัแยกทรานสฟอร์แมนท์
บนอาหารแข็ง low salt LB ท่ีมี Zeocin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนั้น พบว่า ได ้
ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีตอ้งการ (pPIC_1-sst) ซ่ึงทราบได้จากการเพิ่มปริมาณยีน 1-sst ด้วยการท า 
colony direct PCR และ การตรวจดูรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction analysis)  
ดงัแสดงในภาพท่ี 24 และ 25  ตามล าดบั 

  
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 24  ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า colony direct PCR 
lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  
lane 2 คือ ทรานสฟอร์แมนท ์(pPIC_1-sst) ท่ีน ามาตรวจสอบยนี 1-sst 
   
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 25 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการตรวจดูรูปแบบการตดั EcoRI และ SacII 

lane 1 คือ 1 kb DNA ladder  
lane 2 คือ ทรานสฟอร์แมนท ์(pPIC_1-sst) ท่ีน ามาตรวจสอบยนี 1-sst 
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 2.3 การถ ายโ นเวคเต ร์ส าหรับแสด   กทีม่ียนี 1-sst ไปย ัเซลล์ยสีต์  
 จากการน าพลาสมิด pPIC_1-sst มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ SacI และถ่ายโอนเขา้ไป
ยงั competent  P. pastoris X-33 ดว้ยวิธี electroporation แลว้คดัแยกทรานสฟอร์แมนท์บน 
อาหารแข็ง yeast extract peptone dextrose ท่ีมี sorbital (YPDS) และมี Zeocin ความเขม้ขน้  
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรพบวา่  ไดท้รานสฟอร์แมนทท่ี์คาดวา่จะมีพลาสมิด pPIC_1-sst จ  านวน 
83 โคโลนี และเม่ือเข่ียโคโลนีมาเล้ียงในอาหารเหลว yeast extract peptone ท่ีมี Zeocin ความ
เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่มีทรานสฟอร์แมนทท่ี์สามารถเจริญเติบโตไดจ้  านวน 2 
โคโลนี คือ pPIC_1-sst_56 และ pPIC_1-sst_69 ทรานสฟอร์แมนท์ทั้งสองไดม้าจากการถ่ายโอน 
linear pPIC_1-sst ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 10,000 นาโนกรัมตามล าดบั ซ่ึงเป็น linear pPIC_1-sst ถูก 
treat ดว้ย FastAPTM ทั้งสองความเขม้ขน้ โดยยีสตท์รานสฟอร์แมนทท่ี์ได้ทั้งสองมีลกัษณะโคโลนี
เป็นสีเหลืองเม่ือเปรียบเทียบกบัโคโลนีของ wild type P. pastoris X-33 ซ่ึงมีสีขาว ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 26 ลกัษณะโคโลนีของทรานสฟอร์แมนท์ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 และ P. 
pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_69 (ภาพ ก และ ข ตามล าดบั) เปรียบเทียบกบัลกัษณะโคโลนีของ 
wild type P. pastoris X-33 (ภาพ ค)  
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2.4 การวเิคราะห์การแสด   กข  ยนี 1-sst จากแก นตะวนัใน Pichia pastoris X-33 
 จากการน า P. pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPIC_1-sst (pPIC_1-sst_56 และ pPIC_ 
1-sst_69) ลงในอาหาร buffered glycerol complex (BMGY) 5 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ขยายขนาดการเล้ียงเป็น 
100 มิลลิลิตร แลว้เล้ียงในสภาวะขา้งตน้จบครบเวลา แลว้ยา้ยตะกอนเซลล์ท่ีไดล้งอาหาร buffered 
methanol complex (BMMY) ท่ีมีความเขม้ขน้เมทานอล 2 % ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 น าไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ  
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยเติมเมทานอลให้มีความ 
เขม้ขน้สุดทา้ย 2 % ทุกๆ 24 ชัว่โมง แลว้น าส่วนตะกอนเซลล์และอาหารเพาะเล้ียงไปวิเคราะห์ 
หาการแสดงออกของยีน 1-sst โดยวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสพบวา่ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 และ pPIC_1-sst_69 มีการ
แสดงออกของยีน 1-sst ซ่ึงทราบไดจ้ากการวิเคราะห์ท่ีพบว่ามีการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโอแซค- 
คาไรดช์นิด 1- kestose (GF2) และ Nystose (GF3) ข้ึนเม่ือบ่มสารละลายเอ็นไซมท่ี์สกดัจากเซลยีสต์
และอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงกบัซูโครสท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้นาน 24 ชัว่โมงดงัภาพท่ี 27 และ 28 โดย
ทรานสฟอร์แมนท์ยีสต์ทั้งสองมีการแสดงออกของยีนทั้งในเซลล์และนอกเซลล์ แสดงให้เห็นว่า  
แมพ้ลาสมิด pPICZαA จะมีล าดบันิวคลิโอไทด์ของ - factor (ภาพท่ี 4) ซ่ึงเป็น signal sequence 
ท่ีท  าให้มีการหลัง่โปรตีนออกภายนอกเซลล์ แต่รูปแบบการเกิดขบวนการดดัแปลงหลงัการแปล
รหสั (post translation modification) ของพืชกบัยสีตแ์มจ้ะเกิดไดเ้หมือนกนั แต่ก็อาจมีรูปแบบท่ีอาจ
แตกต่างกนัไดท้  าให้โปรตีนท่ีสังเคราะห์ข้ึนไม่สามารถหลัง่ออกนอกเซลล์ไดท้ั้งหมด ซ่ึงเคยมีใน
รายงานการวิจยัของ del Viso และคณะ (2011) ท่ีไดศึ้กษาหนา้ท่ีการท างานของเอนไซม ์6- SFT ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์พนัธะ β (2- 6) ของฟรุกแตนในหญา้ท่ีทนความหนาวเยน็และแห้งแลง้ 
(Bromus pictus) ใน P. pastoris พบวา่ เอนไซม ์Bp6-SFT ลูกผสมแสดงคุณลกัษณะในการท างาน
เช่นเดียวกบั barley 6-SFT และมีกิจกรรมของฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสโดยการสังเคราะห์ 
bifurcose จาก sucrose และ 1-kestotriose ได ้แต่ เอนไซม ์Bp6-SFT ลูกผสมท่ีผลิตไดไ้ม่สามารถ
หลัง่ออกนอกเซลล์ยีสตไ์ดเ้ช่นเดียวกบังานวิจยัอ่ืนๆ ทั้งน้ี del Viso และคณะไดเ้สนอความเห็นวา่ 
อาจเป็นเพราะรูปแบบของการเกิด glycosylation ในยีสตท่ี์แตกต่างจากพืชท าให้เกิดการยบัย ั้งการ
หลัง่เอนไซมอ์อกมานอกเซลล ์(del Viso และคณะ 2011) 
 จากการเปรียบเทียบเทียบการสังเคราะห์สังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโอแซคคาไรด์ใน  
P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 และ pPIC_1-sst_69 พบว่า มีเอนไซมก์ารหลัง่ออกมานอก
เซลล์มากกวา่ เพราะพบการสังเคราะห์ 1- kestose (GF2) และ Nystose (GF3) ในปริมาณท่ีสูงกวา่
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เอนไซม์ท่ีอยูภ่ายในและอตัราการเปล่ียนไปของซูโครสท่ีเป็นสารตั้งตน้ก็สูงกว่าดว้ย (ภาพท่ี 27 ง 
และภาพท่ี 28 ง)     

 

 
ภาพท่ี 27 HPLC chromatogram ของผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากการบ่มสารสกดัเอนไซมท่ี์อยูภ่ายในเซลล ์
(ก และ ค) และในอาหารเพาะเล้ียง (ข และ ง) ของ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 กบัซูโครส 
0.46 โมลาร์ท่ีเวลา 0 (ก และ ข) และ 24 ชัว่โมง (ค และ ง)   
B: buffer; S: sucrose; G: glucose; F: fructose; K: 1-kestose; N: nystose  
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ภาพท่ี 28 HPLC chromatogram ของผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากการบ่มสารสกดัเอนไซมท่ี์อยูภ่ายในเซลล ์
(ก และ ค) และในอาหารเพาะเล้ียง (ข และ ง) ของ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_69 กบัซูโครส 
0.46 โมลาร์ท่ีเวลา 0 (ก และ ข) และ 24 ชัว่โมง (ค และ ง)   
B: buffer; S: sucrose; G: glucose; F: fructose; K: 1-kestose; N: nystose  
 
3. การวเิคราะห์กจิกรรมข  เ นไซม์ 1-SST ลูกผสม 
 3.1 การหาค ากจิกรรมข  เ นไซม์ 1-SST ลูกผสม 
 จากการวเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ 1-SST ลูกผสม โดยการน าสารสกดัเอนไซม์
ของยสีต ์ Pichia pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPICZ_1-sst_56 และ pPICZ_1-sst_69 ทั้งใน
ส่วนของเซลลแ์ละในอาหารเพาะเล้ียงท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั 
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(30K) มาทดสอบในสภาวะ   in vitro โดยใชน้ ้าตาลซูโครสเป็นสารตั้งตน้พบวา่ สารสกดัเอนไซมท่ี
อยูใ่นอาหารเพาะเล้ียงของ Pichia pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPICZ_1-sst_56  มีความสามารถ
ในการเคล่ือนยา้ยหมู่ฟรุกโตซิลจากซูโครสมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบักิจกรรมของเอนไซม์ 1-
SST ลูกผสมส่วนอ่ืนๆ โดยพบวา่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 1-SST รวม (total activity) เท่ากบั 
1.078 หน่วยต่อมิลลิลิตรเอนไซม ์ดงัแสดงในตารางท่ี 4 
 
ตารางท่ี 4 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 1-SST ลูกผสมของยีสต์ P. pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด 
pPICZ_1-sst_56 และ pPICZ_1-sst_69 ทั้งในส่วนของเซลลแ์ละในอาหารเพาะเล้ียง 
 

sample 
Activity 
(U/ml) 

Total 
activity 

(U) 

Protein 
(mg/ml) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

สารสกดัเอนไซมท่ี์อยู่
ภายในเซลลข์อง 

 P. pastoris X-33 ท่ีมี 
pPIC_1-sst_56 

0.379 0.758 7.243 14.486 0.052 

สารสกดัเอนไซมท่ี์อยูใ่น
อาหารเพาะเล้ียงของ 
 P. pastoris X-33 ท่ีมี 

pPIC_1-sst_56 

0.539 1.078 10.496 20.992 0.051 

สารสกดัเอนไซมท่ี์อยู่
ภายในเซลลข์อง  

P. pastoris X-33 ท่ีมี 
pPIC_1-sst_69 

0.138 0.267 6.049 12.098 0.023 

สารสกดัเอนไซมท่ี์อยูใ่น
อาหารเพาะเล้ียงของ  
P. pastoris X-33 ท่ีมี 

pPIC_1-sst_69 

0.423 0.846 8.796 17.592 0.048 
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 3.2 การวเิคราะห์รูปแบบข  แถบโปรตีนโดยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate- 
polyacryamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 เน่ืองจากพลาสมิด pPICZ ท่ีน ามาใชเ้ป็น expression vector ส าหรับงานวิจยัน้ีมีส่วน
ของ polyhistidine (6xHis) อยูด่ว้ย (ภาพท่ี 4) ซ่ึงจะท าให้ง่ายต่อการท าบริสุทธ์ิในภายหลงัโดยการ
ใช ้His tag column ดงันั้น จึงไดมี้การน าเอาสารสกดัจากภายในเซลล์และถูกหลัง่ออกมานอกเซลล ์
Pichia pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิด pPICZ_1-sst_56  ท่ีผ่านการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาด 
รูพรุน 30 กิโลดาลตนัมาท าบริสุทธ์ิต่อดว้ย His tag column ซ่ึงจากการวิเคราะห์แถบโปรตีนท่ี
ปรากฏบน SDS-PAGE ดงัแสดงในภาพท่ี 29 พบวา่ ปรากฏแถบโปรตีนของสารสกดัจากภายใน
เซลล์และท่ีถูกหลัง่ออกมานอกเซลล์ยีสต ์ pPICZ_1-sst_56  แต่เม่ือพิจารณาใน Lane  4 และ 5 
พบการหายไปของแถบโปรตีนลูกผสมท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิโดยใชค้อลมัน์ His tag บน SDS PAGE 
แสดงใหเ้ห็นวา่ polyhistidine (6xHis) ไม่ไดถู้กแปลรหสัเป็นโปรตีน ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดว้า่ การแปล
รหัสของยีนส้ินสุดก่อนท่ีจะถึงล าดบันิวคลิโอไทด์ของ polyhistidine ท่ีจะถูกแปลรหัสในรูปของ 
fusion protein ดงันั้น ในกรณีจึงจ าเป็นตอ้งท าบริสุทธ์ิเอนไซมลู์กผสมท่ีไดโ้ดยแนวทางดั้งเดิมท่ีมี
รายงานไวแ้ทนการท าบริสุทธ์ิดว้ยคอลมัน์ His tag ส าหรับการประมาณขนาดของน ้ าหนกัโมเลกุล
ของเอนไซมลู์กผสมนั้นยงัไม่สามารถท าได ้เน่ืองจากเอนไซมท่ี์ไดย้งัไม่อยูใ่นรูปบริสุทธ์ิพอ   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 29 SDS-PAGE ของแถบโปรตีนท่ีไดจ้ากยีสต์ P. pastoris X-33 ท่ีมีพลาสมิดpPICZ_ 
1-sst_56  
Lane 1: สารสกดัเอนไซม์ท่ีอยู่ภายในเซลล์ผ่านการท าอลัตราฟิวเตรชั่นท่ีมีขนาดรูพรุน 30K 
Lane 2: protein standard marker  
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Lane 3: สารสกดัเอนไซมท่ี์อยูใ่นอาหารเพาะเล้ียงผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30K 
Lane 4 และ 5: สารสกดัเอนไซมท่ี์อยูใ่นอาหารเพาะเล้ียงผา่น His tag column และ 
Lane 6 และ 7: สารสกดัเอนไซมท่ี์อยูภ่ายในเซลลแ์ละในอาหารเล้ียงของ P. pastoris X-33 ผา่นการ
ท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30K 
 
3.3 การวเิคราะห์การสั เคราะห์ฟรุกโตโ ลิโกแซคคาไรด์โดย าศัยเ นไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟ -
เรสลูกผสม 
 จากการผลิต FOS โดยใชเ้อนไซม์ 1-SST ส่วนใน อาหารเพาะเล้ียงของ P. pastoris  
X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 ท่ีผ่านการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั โดยใช้
น ้ าตาลซูโครสท่ีละลายในสารละลาย potassium phosphate buffer pH 5.4 ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 
0.46 โมลาร์ หรือเท่ากบั 145.049 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เอนไซม ์FTase ความเขม้ขน้ 0.539 หน่วย
ต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้น
น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวเิคราะห์หาองคป์ระกอบและปริมาณน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนโดยวิธี HPLC พบวา่ มีการ
สังเคราะห์ FOS ข้ึนมาจ านวน 2 ชนิด คือ 1- kestose (DP2) และ nystose (DP3) ท่ีถูกชะออกมาจาก
คอลมัน์ (retention time) ท่ีเวลาประมาณ 13.4  และ 11.6 นาที ซ่ึงให้ค่า retention time เท่ากบั
สารละลายมาตรฐาน 1- kestose และ nystose  

 จากภาพท่ี 30 สามารถอธิบายไดว้า่ เอนไซม ์1-SST ส่วนใน อาหารเพาะเล้ียงของ 
P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 ท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนัมี
บทบาทของการยอ่ย (hydrolysis) และการโอนยา้ยหมู่ฟรุคโตซิล (fructosyl transfer) โดยเม่ือเวลา
เร่ิมตน้ของการท าปฏิกิริยา (0 h) จะพบเพียงพีคของน ้ าตาลซูโครส (retention time) ประมาณ  
15 นาที) และบฟัเฟอร์ (retention time ประมาณ 10.9 นาที) เท่านั้น 

เม่ือท าปฏิกิริยาได ้2 ชัว่โมง (2h) จะพบวา่ เอนไซมจ์ะยอ่ยซูโครสไปเป็นกลูโคส (retention 
time ประมาณ 18 นาที) และฟรุคโตส (retention time ประมาณ 20.2 นาที) ซ่ึงสัดส่วนของน ้ าตาล 
ฟรุคโตสท่ีต ่ากว่าน ้ าตาลกลูโคส เป็นส่ิงท่ีบ่งช้ีว่า เอนไซม์ 1-SST ท่ีใช้มีการยา้ยหน่วยน ้ าตาล 
ฟรุคโตส (fructosyl unit) จากโมเลกุลซูโครสตวัให้ (sucrose donor molecule) ไปต่อกบัโมเลกุล
ซูโครสตวัรับ  (sucrose acceptor molecule) ท าให้เกิดคีสโตสข้ึนมา และจะเห็นได้ว่า มีพีค
ของคีสโตสเกิดข้ึนเช่นเดียวกนัท่ีระยะเวลาในการบ่ม 4, 6 และ 8 ชัว่โมง (4, 6, 8 h) โดยพบวา่เม่ือ
ระยะเวลาในการบ่มมากข้ึนจะมีปริมาณของกลูโคส, ฟรุคโตสและคีสโตสเพิ่มข้ึน 

เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาการบ่ม 12 ชั่วโมง (12h) พบว่ามีพีคของนีสโตสเกิดเพิ่มข้ึน 
(retention time ประมาณ 11.6 นาที) ซ่ึงมีสัดส่วนมากกวา่คีสโตส โดยมีคีสโตส 4.315 มิลลิกรัมต่อ
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มิลลิลิตร และมีนีสโตส 12.314 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่งช้ีวา่เอนไซม ์1-SST ท่ีใชมี้การยา้ยหน่วย
น ้าตาลฟรุกโตสจากโมเลกุลซูโครสตวัใหไ้ปต่อกบัโมเลกุลของคีสโตสได ้ท าใหเ้กิดนีสโตส 

เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาบ่ม 24 และ 48 ชัว่โมง (24, 48 h) พบวา่ไม่มีพีคของคีสโตสแลว้ 
โดยมีนีสโตส 33.817 และ 24.265 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั และพบว่าท่ีระยะเวลาบ่ม  
48 ชัว่โมงมีพีค unknow เกิดข้ึน (retention time ท่ี 22.467 นาที) ไม่สามารถระบุชนิดได ้เพราะไม่มี
สารละลายมาตรฐานมาเปรียบเทียบ แต่สัณนิษฐานวา่ พีคดงักล่าวน่าจะเป็นสารท่ีขนาดโมเลกุลเล็ก
กวา่น ้าตาลฟรุคโตส เพราะถูกชะออกมาหลงัสุด        

 เม่ือพิจารณปริมาณน ้ าตาลซูโครสท่ีเหลือในการท าปฏิกิริยาหลงัจากบ่มไป 12, 24 และ 48 
ชัว่โมงพบว่าเหลือประมาณ 86.340, 4.096 และ 2.363 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั (59.525, 
2.824 และ 1.629  เปอร์เซนตต์ามล าดบั) จากปริมาณน ้าตาลซูโคสท่ีเหลือช้ีให้เห็นวา่ท่ีระยะเวลาบ่ม 
24 ชัว่โมง ปฏิกิริยาการสังเคราห์ FOS เกิดเกือบสมบูรณ์แลว้เพราะเหลือปริมาณน ้ าตาลซูโครสใน
ปฏิกิริยานอ้ยมากดงัแสดงในกราฟท่ี 1 และ FOS ท่ีสังเคราะห์ไดล้ว้นเป็น FOS ท่ีมีค่า DP ต ่า จึง
เหมาะต่อการน าไปใช้ต่อยอดในอุตสาหกรรมได ้โดยใช้เป็นสารทดแทนความหวานและสารพรี
ไบโอติก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟท่ี 1 แสดง kinetic profile ของการบ่มเอนไซม ์1-SST ลูกผสมส่วนในอาหารเพาะเล้ียงของ 
 P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 ท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั 
กบัน ้ าตาลซูโครสท่ีละลายในสารละลาย potassium phosphate buffer พีเอช 5.4 โดยมีความ 
เขม้ขน้สุดทา้ยในปฏิกิริยาเป็น 0.46 โมลาร์ ท่ีเวลา 0, 2, 4, 8, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง
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ภาพท่ี 30 โครมาโตแกรมของการสังเคราะห์ FOS ในสภาวะ in vitro โดยใชเ้อนไซม์ 1-SST ส่วน
ในอาหารเพาะเล้ียง ของ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 ท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมี
ขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั บ่มท่ี 0, 2, 4, 6 8, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง  
B: buffer; S: sucrose; G: glucose; F: fructose; K: 1-kestose; N: nystose; UN: unkown  
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บทที ่5 
สรุปผลการทดล   

 
 ในงานวจิยัน้ีไดศึ้กษาการโคลนยนีในกลุ่มของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสจาก

แก่นตะวนั การผลิตและคุณลกัษณะของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรสลูกผสมจากแก่นตะวนั 

จากการทดลองพบวา่ 

 1. ยีน 1-sucrose: sucrose fructosyl transferase (1-sst) และ 1-fructan: fructan fructosyl 
transferase (1-fft) สามารถโคลนไดจ้ากหวัแก่นตะวนัอาย ุ105 วนั  
 2. ยีน 1-sst และ 1-fft มีความเหมือนกบั Helianthus tuberosus 1-sst gene (accession 
number AJ009757.1) 99% และ Helianthus tuberosus 1-fft gene (accession number AJ009756.1) 
95-99% ตามล าดบั 
 3. ยีสต ์P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 และ pPIC_1-sst_69 มีการแสดงออกของ
ยนี 1-sst  
 4. ยีสต์ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 และ pPIC_1-sst_69 สามารถผลิต 
recombinant 1- sucrose: sucrose fructosyl transferase (1-SST) ไดแ้ละเอนไซมลู์กผสมท่ีผลิตไดมี้
การหลัง่ออกนอกเซลลม์ากกวา่เหลืออยูภ่ายในเซลล ์และพบวา่มีการสังเคราะห์ฟรุกโตโอลิโอแซค-
คาไรดช์นิด 1- kestose (GF2) และ Nystose (GF3) ข้ึนเม่ือบ่มสารละลายเอนไซมท่ี์สกดัจากเซลยีสต์
และอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงกบัซูโครสท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้นาน 24 ชัว่โมง   
 5. เอนไซมลู์กผสมท่ีไดไ้ม่สามารถท าใหอ้ยูใ่นรูปบริสุทธ์ิไดด้ว้ยคอลมัน์ His tag 
 6. เอนไซม์ 1-SST ลูกผสมท่ีไดส้ามารถสังเคราะห์ FOS ชนิด 1- kestose (GF2) ได้
ภายใน 12 ชัว่โมงเม่ือบ่มร่วมกบัน ้ าตาลซูโครสและสามารถสังเคราะห์ FOS ท่ีมีค่าความยาวสาย
โซ่ฟรุคโตสมากข้ึนเม่ือบ่มเป็นระยะเวลานานข้ึน  
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 าคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีและ าหารเลีย้ เช้ื  

 
1. สารละลายทีใ่ช้ในการสกดัเ นไซม์ 
 1.1 สารละลาย K2HPO4 (MW. 174.18) ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 

 ละลาย K2HPO4 0.129 กรัม ในน ้ากลัน่ปรับใหไ้ดป้ริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
  1.2 สารละลาย KH2PO4 (MW. 136.08) ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 

 ละลาย KH2PO4 0.095 กรัม ในน ้ากลัน่ปรับใหไ้ดป้ริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
  1.3 สารละลาย potassium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ พีเอช 7.0 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลาย K2HPO4 ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ ปริมาตร 61.5 มิลลิลิตร ร่วมกบั  
สารละลาย KH2PO4 ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ ปริมาตร 38.5 มิลลิลิตร 
  1.4 Enzyme extraction buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลายซีสเตอีน (cysteine) 0.5 กรัม และ Triton X-100  0.5 มิลลิลิตร ในสารละลาย 
potassium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.007 โมลาร์ พีเอช 7.0 ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 
2. สารละลายส าหรับหาค ากจิกรรมข  เ นไซม์ 
  2.1 สารละลาย potassium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.4 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ละลาย KH2PO4 1.3608 กรัมในน ้ ากลัน่ปรับพีเอชให้เท่ากบั 5.4 ดว้ย NaOH แลว้ปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
  2.2 สารละลายน ้าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 0.575 โมลาร์ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  
 ละลายน ้ าตาลซูโครส 4.92 กรัม ในสารละลาย potassium phosphate buffer ความ
เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.4 ปรับปริมาตรใหไ้ด ้25 มิลลิลิตร 
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3. การเตรียมสารทีใ่ช้ในการท าบริสุทธ์เ นไซม์โดยใช้ HisPur cobalt spin column 
 3.1 MES buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
 20 mM 2-(N-morpholine)-ethanesulfonic acid 
 0.1 M sodium chloride 
 pH 5.0 
 ชัง่ 2-(N-morpholine)-ethanesulfonic acid 3.904 กรัม, sodium chloride 5.844 กรัม 
ละลายในน ้า milli Q 900 มิลลิลิตร แลว้ปรับ pH ใหไ้ด ้5.0 ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 3.2 Equlibration/Wash buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 50 mM sodium phosphate 
 300 mM sodium chloride 
 10 mM imidazole 
 pH 7.4 
 ชัง่ sodium phosphate 7.8005 กรัม, sodium chloride 17.532 กรัม และ imidazole 
0.6808 กรัม ละลายในน ้ า milli Q 900 มิลลิลิตร แลว้ปรับ pH ให้ได ้7.4 ปรับปริมาตรให้ครบ  
1,000 มิลลิลิตร 
 3.3 Elution buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 50 mM sodium phosphate 
 300 mM sodium chloride 
 150 mM imidazole 
 pH 7.4 
   ชัง่ sodium phosphate 7.8005 กรัม, sodium chloride 17.532 กรัม และ imidazole 
10.212 กรัม ละลายในน ้ า milli Q 900 มิลลิลิตร แลว้ปรับ pH ให้ได ้7.4 ปรับปริมาตรให้ครบ 
 1,000 มิลลิลิตร 
 
 4. การเตรียมสารส าหรับใช้ในการท า SDS-PAGE 
 4.1 สารละลาย 0.5 M Tris-HCL pH 6.8 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชัง่ Tris-base 6.06 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 90 มิลลิลิตร ปรับ pH ของสารละลายดว้ย 
conc. HCL ใหไ้ด ้pH 6.8 ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
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 4.2 สารละลาย 1.5 M Tris-HCL pH 8.8 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชัง่ Tris-base 18.17 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 90 มิลลิลิตร ปรับ pH ของสารละลายดว้ย 
conc. HCL ใหไ้ด ้pH 8.8 ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 4.3 สารละลาย 30% bis-acrylamide ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 เติมน ้ าปริมาตร 60 มิลลิลิตรลงในบีกเกอร์ก่อน จากนั้นชัง่ acrylamide 29 กรัม และชัง่ 
bis-acrylamide 1 กรัม คนใหล้ะลาย แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 4.4 สารละลาย 10% SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร   
 ชัง่ SDS 10 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 25 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ ากลัน่
ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 4.5 สารละลาย 10% ammonium persulphate ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 ชัง่ ammonium persulphate 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร (เตรียมใหม่ก่อนใช้
ทุกคร้ัง) 
 4.6 สารละลาย SDS-PAGE running buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 ชัง่ Tris-base 30.2 กรัม, glycine 144 กรัม ละลายในน ้ า milli Q 600 มิลลิลิตร จากนั้น
เติม SDS 10 กรัม คนให้ละลายประมาณ 10 นาที แลว้ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยน ้ า milli Q ให้ได ้
1,000 มิลลิลิตร ตรวจวดั pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 8.1-8.5 (หา้มปรับ pH ดว้ยกรดหรือเบส) 
 4.7 สารละลาย protein staining  
 ชัง่ comassie brilliant blue R-250 0.5 กรัม เติม methanol 200 มิลลิลิตร, acetic acid  
50  มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 
 4.8 Destain solution I ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 ตวง methanol 250 มิลลิลิตร, acetic acid 50  มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่
ใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 
 4.9 Destain solution II ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 ตวง methanol 25 มิลลิลิตร, acetic acid 35  มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้
ได ้500 มิลลิลิตร 
 4.10 สารละลาย sample buffer  

 0.6 M Tris-HCl pH 6.8 0.5   มิลลิลิตร 
 SDS 0.05    กรัม 
 sucrose  0.5   กรัม  
 ß-Mercaptoethanol 0.025  มิลลิลิตร  
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 Bromophenol blue, 0.5% stock solution  0.5  มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรของ sample buffer ใหไ้ดป้ริมาตรรวมเท่ากบั 5 มิลลิลิตร 
 4.11 สารละลาย 12% resolving gel ปริมาตร10  มิลลิลิตร 

 น ้ากลัน่ 3.3 มิลลิลิตร   
 30% bis-acrylamide 4.0 มิลลิลิตร 
 1.5 M Tris-HCL pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร 
 10% SDS 0.1 มิลลิลิตร 
 10% ammonium persulphate 0.1 มิลลิลิตร 
 TEMED 0.004 มิลลิลิตร 
 4.12 สารละลาย 5% stacking gel ปริมาตร 2  มิลลิลิตร 

 น ้ากลัน่ 1.4 มิลลิลิตร   
 30% bis-acrylamide 0.33 มิลลิลิตร 
 1.0 M Tris-HCL pH 6.8 0.25 มิลลิลิตร 
 10% SDS 0.02 มิลลิลิตร 
 10% ammonium persulphate 0.02 มิลลิลิตร 
 TEMED 0.002 มิลลิลิตร 
 
5. การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในการเตรียม าหารสูตรต า ๆ 
 5.1 20% dextrose (glucose) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชัง่ dextrose 20 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรสุดทา้ย 100 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือ
โดยวธีิ autoclave ท่ีความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หรือกรองดว้ยตวักรองท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือ 
 5.2 10X YNB (13.4%yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino 
acids) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 ชัง่ YNB 134 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรสุดทา้ย 1,000 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อน
กบัสารละลายเล็กนอ้ย เพื่อให้เกิดการละลายท่ีสมบูรณ์ แลว้น าไปกรองดว้ยตวักรองท่ีผ่านการฆ่า
เช้ือ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลาประมาณ 1 ปี 
 ในกรณีท่ีใช ้YNB without ammonium sulfate and amino acids ชัง่ YNB 34 กรัม 
ammonium sulfate 100 กรัม 
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 5.3 500X B (0.02% biotin) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชัง่ biotin 20 มิลลิกรัม ละลายในน ้ ากลัน่ให้มีปริมาตรสุดทา้ย 100 มิลลิลิตร แลว้น าไป
กรองดว้ยตวักรองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลาประมาณ 1 ปี 
 5.4 10X M (20% methanol) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ตวง methanol 20 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ให้มีปริมาตรสุดทา้ย 100 มิลลิลิตร แลว้
น าไปกรองดว้ยตวักรองท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลาประมาณ 2 เดือน 
 5.5 10X GY (10% glycerol) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 ตวง glycerol 100 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ ากลัน่ให้มีปริมาตรสุดทา้ย 1,000 มิลลิลิตร แลว้
น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที หรือกรองดว้ยตวักรองท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือ เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระยะเวลาประมาณ 1 ปี 
 5.6 1 M potassium phosphate, pH 6.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 ผสม 132 มิลลิลิตร ของ 1 M K2HPO4 กบั 868 มิลลิลิตร 1 M KH2PO4 แลว้วดั pH = 
6.0 ± 0.1 (ถา้จ าเป็นตอ้งปรับ pH ให้ปรับดว้ย phosphoric acid หรือ KOH) น าไป autoclave ท่ี
ความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระยะเวลาประมาณ 1 ปี 
 
6. การเตรียม าหารเลีย้  
  6.1 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Luria Bertani (LB) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  1% Tryptone      10  กรัม 
 0.5 % Yeast  extract        5  กรัม 
 1 % Sodium chloride                  10  กรัม 
 1.4% agar 14 กรัม (ในกรณีเตรียมอาหารแขง็) 
 น าสารมาละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลว้น าไป autoclave ท่ีความดนั 
15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที 
  ในกรณีท่ีต้องเติม ampicillin หลังน าไป autoclave ต้องรอให้อาหารมีอุณหภูมิ
ประมาณ 55-60 องศาเซลเซียสก่อน 
 
  6.2 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร low salt LB (Luria Bertani) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  1% Tryptone         10  กรัม 
 0.5 % Yeast  extract           5  กรัม 
 0.5 % Sodium chloride    10  กรัม 
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 1.4% agar 14 กรัม (ในกรณีเตรียมอาหารแขง็) 
 น าสารมาละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 950 มิลลิลิตร แลว้ปรับ pH ให้ได ้7.5 ดว้ย 1 N 
NaOH แลว้ปรับปริมาตรให้ได ้1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 psi,  
121 องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที 
 ในกรณีท่ีเติม zeocin หลงัน าไป autoclave ตอ้งรอให้อาหารมีอุณหภมิประมาณ 55-60 องศา
เซลเซียสก่อน อาหารท่ีเติม zeocin แลว้ ตอ้งเก็บในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  6.3 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract peptone dextrose (YPD) ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร 
  1% yeast extract         10 กรัม 
  2% peptone          20 กรัม 
  2% dextrose (glucose)     20 กรัม 
  2% agar 20 กรัม (ในกรณีเตรียมอาหารแขง็) 
  ละลาย yeast extract และ peptone ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร น าไป autoclave 
ท่ีความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที แลว้เติม 100 มิลลิลิตร ของ 20% dextrose ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือ อาหารเหลวเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง ส่วนอาหารแขง็เก็บท่ีอุณหภมิ 4 องศาเซลเซียส 
  ในกรณีท่ีเติม zeocin หลังน าไป autoclave ตอ้งรอให้อาหารมีอุณหภูมิประมาณ  
55-60 องศาเซลเซียสก่อน อาหารท่ีเติม zeocin แลว้ ตอ้งเก็บในท่ีมืด อุณหภมิ 4 องศาเซลเซียส 
  6.4 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract peptone dextrose sorbitol (YPDS) + zeocin 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  1% yeast extract                   10 กรัม 
  2% peptone                   20 กรัม 
  2% dextrose (glucose)                 20  กรัม 
  1 M sorbitol             182.2  กรัม 
  2% agar                  20   กรัม  
  ละลาย yeast extract, peptone และ sorbitol ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร เติม agar 
แลว้น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที แลว้เติม 100 มิลลิลิตร 
ของ 20% dextrose ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ รอใหอ้าหารมีอุณหภมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส แลว้เติม 
zeocin ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บในท่ีมืด อุณหภมิ 4 องศาเซลเซียส 
เก็บไดน้านประมาณ 2 อาทิตย ์
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  6.5 อาหารสูตร buffered glycerol complex medium (BMGY) หรือ 
                  buffered methanol complex medium (BMMY) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  1% yeast extract               10 กรัม 
  2% peptone                 20 กรัม 
  100 mM potassium phosphate, pH 6.0 
  1.34% yeast nitrogen base  
  4x10-5% biotin (500X B) 
  1% glycerol หรือ 2% methanol 
  ละลาย yeast extract และ peptone ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 700 มิลลิลิตร น าไป autoclave 
ท่ีความดนั 15 psi, 121 องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที รอให้อาหารมีอุณหภูมิเท่ากบัอุณหภูมิห้อง 
แลว้เติม 100 มิลลิลิตร 1 M potassium phosphate, pH 6.0, 100 มิลลิลิตร ของ 10X YNB,  
2 มิลลิลิตร ของ 500X B และ 100 มิลลิลิตร 10X GY ส าหรับอาหาร BMMY เติม 10X M แทน 
glycerol เก็บไวท่ี้อุณหภมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บไดน้านประมาณ 2 เดือน 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 าคผนวก  ข 
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 าคผนวก ข 
กราฟมาตราฐานและการค านวน 

1. การวเิคราะห์ด้วยวิธี โปรตีนด้วยวธีิ Bradford 
 1.1 การเตรียม Bradford dye reagent  
 เจือจาง Bradford dye reagent เขม้ขน้ 1 ส่วน ดว้ยน ้ากลัน่ 4 ส่วน น าไปกรองและเก็บ
ในขวดสีชา 
 1.2 วธีิวเิคราะห์ 
 น าตวัอยา่ง 10 ไมโครลิตร ผสมกบั Bradford dye reagent 200 ไมโครลิตร ทิ้งไวน้าน  
5 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตรค านวณหาปริมาณของโปรตีนทั้งหมดเทียบกบั
กราฟมาตรฐาน BSA 
 1.3 การหาปริมาณโปรตีนในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของ BSA จะไดส้มการ y = 1.0194x 
โดย y    คือค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
 x   คือความเขม้ขน้ของ BSA (mg/ml) 
สามารถค านวณหาปริมาณโปรตีนไดด้งัน้ี 

โปรตีน (mg/ml)    = 
      

      
  x  dilution factor 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 31 กราฟมาตรฐานของ BSAโดยการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ Bradford
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3. การวเิคราะห์น า้ตาลชนิดต า ๆโดยใช้เทคนิค HPLC 
 การวิเคราะห์น ้ าตาลชนิดต่างๆดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) โดยใช ้Rezek RNM carbohydrate Column ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร (Phenomenex) ชะ
ดว้ยน ้ า milli Q ท่ีอตัราการไหล (flow rate) เท่ากบั 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิท่ีใช้ในการแยก 
คือ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวดัสารท่ีออกจากคอลมัน์ดว้ย Refractive index detector 
              3.1 สารมาตรฐานน า้ตาลซูโครส มี retention time ประมาณ 13.90 นาที 

 
ภาพท่ี 32 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน ้าตาลซูโครสจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 

การหาปริมาณน ้าตาลซูโครสในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของซูโครสจะไดส้มการ y = 201,510.2182x 
โดย y คือพื้นท่ีท่ี retention time ประมาณ 13.90 นาที 
 x คือความเขม้ขน้ของซูโครส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
สามารถค านวณหาปริมาณซูโครสไดด้งัน้ี 

 ซูโครส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  = 
    

            
    ut on  actor 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 33 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลซูโครสจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 
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3.2 สารมาตรฐาน คีสโทส มี retention time ประมาณ 11.86 นาที 

 
ภาพท่ี 34 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน ้าตาลคีสโทส จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 

การหาปริมาณน ้าตาลคีสโทส ในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของคีสโทส จะไดส้มการ y = 208,951.7438x 
โดย y คือพื้นท่ีท่ี retention time ประมาณ 11.86 นาที 
 x คือความเขม้ขน้ของคีสโทส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
สามารถค านวณหาปริมาณคีสโทส ไดด้งัน้ี 

 คีสโทส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)    = 
    

            
    ut on  actor 

 

 
 

ภาพท่ี 35 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลคีสโทส จากการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 
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3.3 สารมาตรฐานนีสโทส มี retention time ประมาณ 10.68 นาที 

 
ภาพท่ี 36 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน ้าตาลนีสโทส จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 

การหาปริมาณน ้าตาลนีสโทส ในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของนีสโทส จะไดส้มการ y = 194,924.2562x 
โดย y คือพื้นท่ีท่ี retention time ประมาณ 10.68 นาที 
 x คือความเขม้ขน้ของนีสโทส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
สามารถค านวณหาปริมาณนีสโทสไดด้งัน้ี 

 นีสโทส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)     =  
    

            
    ut on  actor 

 

 
ภาพท่ี 37 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลนีสโทส จากการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 
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 3.4 สารมาตรฐานน า้ตาลกลูโคส มี retention time ประมาณ 17.59 นาที 

 
ภาพท่ี 38 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 

การหาปริมาณน ้าตาลกลูโคสในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของกลูโคสจะไดส้มการ y = 198,277.0818x 
โดย y คือพื้นท่ีท่ี retention time ประมาณ 17.59 นาที 
 x คือความเขม้ขน้ของกลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
สามารถค านวณหาปริมาณกลูโคสไดด้งัน้ี 

 กลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)      =  
    

            
    ut on  actor 

 
 

 
ภาพท่ี 39 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคสจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 
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 3.5 สารมาตรฐานน า้ตาลฟรุกโตส มี retention time ประมาณ 19.88 นาที 

 
ภาพท่ี 40 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน ้าตาลฟรุกโตสจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 

การหาปริมาณน ้าตาลฟรุกโตสในสารตวัอยา่ง 
 จากกราฟมาตรฐานของฟรุกโตสจะไดส้มการ y = 196,879.5091x 
โดย y คือพื้นท่ีท่ี retention time ประมาณ 19.88 นาที 
 x คือความเขม้ขน้ของฟรุกโตส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
สามารถค านวณหาปริมาณฟรุกโตสไดด้งัน้ี 

 ฟรุกโตส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)     =  
    

            
    ut on  actor 

 

 
ภาพท่ี 41 กราฟมาตรฐานของน ้าตาล ฟรุกโตสจากการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC 
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4.  การค านวนค ากจิกรรมข  เ นไซม์ FTase 
 4.1 ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากปริมาณ 
ฟรุกโตสท่ีถูกถ่ายโอน (F’) จากสมการ 
    F’ = G –F  
 โดย F คือ น ้าตาลฟรุกโตส และ G คือ น ้าตาลกลูโคส  
 ก าหนดให ้ 1 หน่วย (Unit, U) ของเอนไซมฟ์รุกโตซิลทรานสเฟอเรส คือ ปริมาณ
เอนไซมท่ี์ท าใหเ้กิด 1 ไมโครโมลของฟรุกโตสท่ีถูกถ่ายโอนจากซูโครส ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้
สภาวะท่ีก าหนด 
 
Activity (U/ml) =   

    
 

 

   
     

 

 
 

 

   
                        

 

 4.2 Specific activity (U/mg protein) =                

               
  

 4.3 Total activity (U) =                             

 4.4 Total protein (mg)  =                            



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 าคผนวก ค 
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 าคผนวก ค 
ข้ มูลผลการทดล   

 

 
 ภาพท่ี 42 ผลของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6  
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ภาพท่ี 43 ผลของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-sst เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7 

 



89 
 

 

 
ภาพท่ี 44 ผลของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft  เม่ือใชไ้พรเมอร์ SP6 
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ภาพท่ี 45 ผลของล าดบันิวคลิโอไทดข์องส่วนท่ีคาดวา่เป็นยนี 1-fft เม่ือใชไ้พรเมอร์ T7 
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ตารางท่ี 5 ค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซม ์1-SST 

ตัว ย า  
กจิกรรมข  เ นไซม์ 1-SST 

(U/ml)* 

 ายในเซลล์ ใน าหารเ าะเลีย้  
P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_56 0.379 ± 0.061 0.539 ± 0.032 
P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_1-sst_69 0.138 ± 0.096 0.423 ± 0.050 

* หมายถึง ค่าเฉล่ียจากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 
 
ตารางท่ี 6 การผลิต  FOS โดยใชเ้อนไซม ์1-SST ส่วนใน อาหารเพาะเล้ียงของ P. pastoris X-33 ท่ีมี 
pPIC_1-sst_56 ท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั 
* หมายถึง ค่าเฉล่ียจากการวเิคราะห์ 3 ซ ้ า ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 

 
 
 
 
 
 
 

ชัว่โมง 
ความเขม้ขน้ (mg/ml) 

nystose 1-kestose sucrose glucose fructose 
0 - - 145.049±8.276 - - 
2 - 1.081±0.046 146.242±3.227 1.608±0.113 1.682±0.110 
4 - 1.685±0.036 136.323±4.066 2.731±0.853 2.761±0.015 
6 - 2.199±0.069 132.370±5.461 4.504±0.376 3.662±0.116 
8 - 2.706±0.108 128.911±7.085 5.915±0.657 4.757±0.135 

12 12.314±7.051 4.315±1.252 86.341±9.734 28.866±4.143 15.216±1.689 
24 33.817±1.931 - 4.096±0.466 56.307±3.504 29.181±1.815 
48 24.265±0.179 - 2.363±0.051 52.252±1.341 43.302±1.008 
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ตารางท่ี 7 ความเขม้ขน้โปรตีน ในเซลล์และอาหารเพาะเล้ียงของ P. pastoris X-33 ท่ีมี pPIC_ 
1-sst_56 และ 69 ท่ีผา่นการท าอลัตราฟิวเตรชัน่ท่ีมีขนาดรูพรุน 30 กิโลดาลตนั 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้โปรตีน (mg/ml) 

ในเซลล ์ ในอาหารเพาะเล้ียง 
P. pastoris X-33 ท่ีมี  

pPIC_1-sst_56 
7.243±0.150 10.496±0.825 

P. pastoris X-33 ท่ีมี  
pPIC_1-sst_69 

6.049±0.956 8.796±0.890 
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