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บทคัดย่อ 

 โปรตีนท่ีมีความสามารถในการจบักบัโลหะหลายชนิดถกูนํามาใช้ในการศกึษาเพ่ือนําไป

กําจดัโลหะหนกัจากสิ่งแวดล้อม โปรตีนท่ีมี CXXC motif เป็นโปรตีนโดเมนท่ีสามารถจบักบัโลหะ

หนกัได้หลายชนิด  และพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดรวมทัง้แบคทีเรีย  Staphylococcus aureus 

ในงานวิจยันีไ้ด้ทําการ โคลนและ overexpressed โปรตีนท่ีมี CXXC motif ท่ีมีคณุสมบตัจิบักบั

โลหะหนกัจาก mcsA gene ของ S. aureus ใน Escherichia coli และศกึษาปัจจยัท่ีเก่ียวข้อง

กบัการจบัโลหะหนกัของรีคอมบแินนท์โปรตีนในสภาวะตา่ง ๆเพ่ือศกึษาความเป็นไปได้ในการใช้

โปรตีนหรือเซลท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนในการกําจดัโลหะหนกัจากสิ่งแวดล้อม ผลการศกึษา

พบวา่โปรตีนท่ีมี CXXC motif มีคณุสมบตัจิบักบัโลหะหนกั Cd2+, Co2+, Cu2+ และ Zn2+  

การศกึษาความคงทนของโปรตีนตอ่ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 37 ºC, 45 ºC, 65 ºC  และ 85 ºC ท่ีมี

ผลตอ่การจบัโลหะหนกัพบว่าโปรตีนยงัมีความสามารถในการจบักบัโลหะหนกั Cu2+ และ Zn2+  

หลงัจากบม่โปรตีนไว้ท่ีอณุหภมูิ 85 ºC เป็นเวลา 30 นาที  การศกึษาอณุหภมูิท่ีมีผลระหวา่งการ

จบัของโปรตีนกบัโลหะหนกัพบวา่ท่ีอณุหภมูิ 65 ºC โปรตีนสามารถจบักบัโลหะ Cu2+  แตไ่ม่

สามารถจบักบัโลหะ Cd2+, Co2+, และ Zn2+  ได้ขณะท่ี pH  3-7  ไมมี่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงการ

จบักบัโลหะหนกัของโปรตีน   เซล E. coli ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีมี CXXC motif   พบมี

ความทนตอ่โลหะหนกั CuSO4 และ CdCl2   เพิ่มขึน้ ผลจากการศกึษาครัง้นีแ้สดงวา่โปรตีนท่ีมี 

metal binding domain (CxxC motif)  มีความสามารถกบัการจบัโลหะหนกัได้หลายชนิดและ

คณุสมบตัใินการจบัโลหะหนกัมีความทนตอ่สภาวะแวดล้อมเชน่ pH และอณุหภมูิ  ดงันัน้จงึมี

ความเป็นไปได้ในการนําโปรตีนไปใช้ในการศกึษาเพ่ือกําจดัโลหะหนกั ตอ่ไปในอนาคต
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      Abstract 

 A number of heavy metal-binding protein in microorganisms has been used to 

study bioremediation. CxxC motif metal binding domain is the protein that contained 

Cys-X-X-Cys  motif  which are capable to bind various type of heavy metals. We have 

cloned and overexpressed the heavy metal binding domain CxxC motif recombinant 

protein  from  mcsA gene of Staphylococcus  aureus in  Escherichia coli.  We study  

the factors involving the metal binding activity in different condition  in order to analyze 

the potential  of  the recombinant  protein  for  bioremediation. The recombinant protein 

can bound to Cd2+, Co2+, Cu2+ and Zn2+. Thermal stability of  the recombinant  protein  

was tested at  37 ºC, 45 ºC, 65 ºC and 85 ºC . The results  shown that  the metal  

binding  activity  to Cu2+ and Zn2+  still present  after treatment the protein at 85 ºC for 

30 min. Temperature and pH that affect the metal binding activity  was tested and the 

results showed that recombinant protein  bound to Cu2+ at 65 ºC  whereas the pH 3-7 

do not affect the metal binding. E. coli harboring pRset  with heavy metal binding 

domain CXXC motif  increased heavy metal resistance against CuSO4  and CdCl2. 

The results from our study shown that metal binding domain (CxxC motif) recombinant 

protein can bind effectively to various types of heavy metals and  this metal binding 

domain may be used as a potential tool for study bioremediation. 
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บทนํา (Introduction) 

 ปัญหามลพิษจากการปนเปือ้นโลหะหนกัชนิดตา่งๆ เชน่ แคดเมียม โครเมียม ทองแดง 

ตะกัว่ ปรอท สารหนแูละสงักะสีในสิ่งแวดล้อมเป็นปัญหาท่ีสําคญัและนบัวนัจะทวีความรุนแรง

เพิ่มขึน้เน่ืองจากการมีการขยายตวัทางเศรษฐกิจของประเทศทัง้ภาคอตุสาหกรรม การคมนาคม

ขนสง่ เกษตรกรรม และเป็นสาเหตท่ีุทําให้เกิดปัญหาทางสขุภาพและสิ่งแวดล้อมท่ีสําคญั

ก่อให้เกิดผลกระทบกบัประชากรท่ีอาศยัอยูใ่นชมุชนเหลา่นัน้   ในประเทศไทยมีหลายพืน้ท่ีท่ีพบ

มีการปนเปือ้นของโลหะหนกัโดยเฉพาะบริเวณท่ีเป็นแหล่งนิคมอตุสาหกรรม ตวัอยา่งเชน่ นํา้เสีย

ท่ีปลอ่ยจากนิคมอตุสาหกรรม จงัหวดัระยองและนิคมอตุสาหกรรมจงัหวดัปทมุธานีพบมีการ

ปนเปือ้นของโลหะหนกั เชน่ นิกเกิลและสงักะสี ในปริมาณสงู  มีการปนเปือ้นของแคดเมียมใกล้

พืน้ท่ีบริเวณ โรงงานอตุสาหกรรมท่ีอําเภอแมส่อด จงัหวดัตาก (Juwa et al., 2008)  มีการ

ปนเปือ้นของสารตะกัว่ในลําห้วยคลิตีล้า่ง ท่ีอําเภอทองผาภมูิ  จงัหวดักาญจนบรีุ (ชวิพรรณ และ 

ภนิตดา, 2551) สง่ผลทําให้เกิดมีการปนเปือ้นของสารพิษโลหะหนกัในตะกอนดนิ และแหลง่นํา้

ตามธรรมชาตเิกินคา่มาตรฐานสิ่งแวดล้อมและคา่ท่ีอนญุาตให้มีการบริโภค    มีผลเสียตอ่ระบบ

นิเวศน์วิทยาและสง่ผลกระทบตอ่สขุภาพของประชาชนท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณนัน้ 

 Bioremediation เป็นการนําวิธีทางชีวภาพโดยเฉพาะจลุินทรีย์มาใช้ในการบําบดั

สารเคมี นํา้มนัและโลหะหนกัท่ีปนเปือ้นอยูใ่นสิ่งแวดล้อม  ( Bonaventura & Johnson, 1997)   

ในการกําจดัโลหะหนกัมีหลายวิธีท่ีใช้ศกึษาและทดลองอยูใ่นห้องปฎิบตัิการเชน่ การศกึษาคดั

แยกจลุินทรีย์ท่ีทนตอ่โลหะหนกัจากแหลง่ท่ีมีการปนเปือ้นเพ่ือนํามาชว่ยในการกําจดัโลหะหนกั 

(Pepi et al., 2007; Haferburg & Kothe 2007; De et al., 2008; Rehman, et al., 2008)  วิธี 

Phytoremediation ซึง่เป็นการทดลองใช้พืชท่ีทนตอ่โลหะหนกัและสามารถสะสมโลหะหนกัมา
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ชว่ยบําบดัโลหะหนกัจากสิ่งแวดล้อม (Gleba et al., 1999; Pandey et al.,2007; Arshad et 

al., 2008; Lone et al., 2008)  การใช้พืชร่วมกบัแบคทีเรียโดยเฉพาะพวก Rhizobacteria มา

ชว่ยในการสง่เสริมการกําจดัโลหะหนกั (Glick, 2005; Khan, 2006; Rani et al., 2008)  

ปัจจปัุนมีความพยายามในการนําเอาเทคนิคทางชีวโมเลกลุ (molecular biology) และพนัธุ

วิศวกรรม (DNA engineering) มาพฒันาเพ่ือชว่ยลดความเป็นพิษ และชว่ยในการกําจดัโลหะ

หนกัชนิดตา่งๆ จากสิ่งแวดล้อม เชน่ การทดลองใช้แบคทีเรียท่ีผา่นขัน้ตอนทางพนัธุวิศวกรรมมา

ใช้หรือใช้ร่วมกบัพืชในการกําจดัโลหะหนกั  หรือการศกึษาให้แบคทีเรียท่ีมีการ express 

microbial cell surface ของโปรตีนท่ีจําเพาะมาใช้ในการดดูซบัสารและโลหะหนกั (Wu, et al., 

2006;  Zhuang, et al, 2007; Saleem et al., 2008)  Heavy metal binding protein คือโปรตีน

จากสิ่งมีชีวิตชนิดตา่งๆท่ีมีคณุสมบตัใินการจบักบัโลหะหนกัชนิดตา่งๆ ได้อย่างจําเพาะ เชน่ 

Heavy metal binding domain  ท่ีมี CxxC motif  ของโปรตีน CopA และ  metallochaperone 

จาก S. aureus  สามารถจบัได้อยา่งจําเพาะกบัคอบเปอร์  โคบอลต์ และแคดเมียม  (sitthisak 

et al., 2007) และ metal binding peptide ท่ีมี sequence เป็น Gly-His-His-Pro-His-Gly (HP) 

และ Gly-Cys-Gly-Cys-Pro-Cys-Gly-Cys-Gly (CP) สามารถจบัได้อยา่งจําเพาะกบัโลหะหนกั

แคดเมียม (Kotrba et al., 1999)  โปรตีนท่ีมี Histidine-rich metal binding domain สามารถ

จบักบัคอบเปอร์ได้อยา่งจําเพาะ  (Battistoni  et al., 2001) การศกึษาจนถึงปัจจปัุนนีพ้บ Heavy 

metal binding protein ได้หลายชนิด  เชน่ cysteine rich-metallothioneins (MTs) (Cobbett & 

Goldsbrough, 2002; Gupta et al., 2002)    Glutathione (GSH) (Penninckx , 2002) และ 

GSH-related phytochelatin (PCs) (Cobbett & Goldsbrough, 2002) โดย Metallothioneins 

เป็นโปรตีนขนาดเล็กจากพืชสตัว์และจลุินทรีย์ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุต่ําขนาดประมาณ 6.5 kDa, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Arshad%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cobbett%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Penninckx%20MJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cobbett%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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61-62 amino acid residues โดยมี amino acid พวก cysteine  ประกอบอยู(่ Cobett & 

Goldsbrough, 2002; Vasak, 2005) สว่นพวก Glutathione (GSH: L-gamma-glutamyl-L-

cysteinylglycine) เป็นเปปไทด์ท่ีจบักบัโลหะหนกัได้โดย Reduced glutathione (GSH)สามารถ 

form stable complexes  ได้ทัง้กบั  hard และ soft metal ions (Krezel & Bal, 1999) GSH-

related phytochelatin (PCs) เป็น  enzymatically synthesized peptides ท่ีโครงสร้าง

ประกอบด้วย  Glu-Cys จงึมีคณุสมบตัใินการจบักบัโลหะหนกัได้ดีกวา่พวก Metallothioneins 

(Mehra & Mulchandani, 1995; Cobett & Goldsbrough, 2002) นอกจากนี ้ synthetic 

phytochelatin (Ecn) ยงัถกูนํามาศกึษาและพบวา่สามารถชว่ยเพิ่มการสะสมของโลหะหนกัได้ 

(Bae et al., 2001)  

 ปัจจปัุนมีความพยายามหลายวิธีเพ่ือชว่ยกําจดัโลหะหนกัจากสิ่งแวดล้อม เชน่การใช้พืช

หรือจลุินทรีย์หรือใช้พืชร่วมกบัจลุินทรีย์มาช่วยในการกําจดัโดยให้มีการสะสมโลหะหนกั 

(Bioaccumulation) ในเซลของพืชหรือจลุินทรีย์เหลา่นัน้ โดยในธรรมชาตพิบพืชและจลุินทรีย์

สามารถสร้างโปรตีนท่ีมีคณุสมบตัจิบักบัโลหะหนกั (Heavy metal binding protein) ได้หลาย

ชนิด เชน่ โปรตีนท่ีมี Histidine-rich metal binding domain, cysteine rich-metallothioneins 

(MTs), Glutathione (GSH) และ GSH-related phytochelatin (PCs)  จากความก้าวหน้าของ

เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมในปัจจปัุนจงึมีการพฒันานําเอาเทคนิคทางเหลา่นีม้าศกึษาเพ่ือชว่ยใน

การกําจดัโลหะหนกัจากสิ่งแวดล้อม  มีการตดัตอ่ยีนท่ีจบักบัโลหะหนกัได้ใสใ่นแบคทีเรียหรือพืช 

และนําในศกึษาการกําจดัโลหะหนกัได้ในระดบัห้องปฎิบตักิาร อย่างไรก็ตามในปัจจปัุนยงัไมมี่

การศกึษาในระดบัโมเลกลุเก่ียวกบัความเป็นไปได้ในการใช้ purified โปรตีนท่ีได้จาก Heavy 
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metal binding domain มาตอ่รวมกนัและศกึษาคณุสมบตัขิองโปรตีนในการจบักบัโลหะหนกั

รวมทัง้ปัจจยัอ่ืนๆท่ีอาจมีผลตอ่การจบัของโลหะหนกัชนิดตา่งๆ กบัโปรตีน  

 Staphylococcus aureus  เป็นแบคทีเรียท่ีมีความทนตอ่สภาวะแวดล้อมตา่งๆรวมทัง้

โลหะหนกัได้ดีโดย ในแบคทีเรีย S. aureus  จะพบ Heavy metal binding domain ท่ี N-

terminal ของโปรตีน copper-transporting ATPase ซึง่มีทัง้ท่ีเป็นแบบ Histidine-rich metal 

binding domain  และ cysteine rich- metal binding domain  ดงันัน้การศกึษาวิจยัในครัง้นี ้

คณะผู้ วิจยัมีจดุประสงค์ท่ีต้องการสร้างโปรตีนรีคอมบแินนท์ของ Heavy metal binding 

domain และศกึษาคณุสมบตัแิละปัจจยัในการจบักบัโลหะหนกัของโปรตีนนีแ้ละความรู้จาก

งานวิจยัครัง้นีจ้ะเป็นประโยชน์ในการนํา heavy metal binding fusion protein มาใช้เป็น

ประโยชน์ในการผลิตสารดดูซบัโลหะหนกัหรือสารกรองโลหะหนกัท่ีปนเปือ้นในธรรมชาตใิน

อนาคต  
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                           วธีิดาํเนินการวจิัย (Material and Method) 

1) สายพันธ์แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัย 

สายพนัธ์แบคทีเรียท่ีใช้ครัง้นีคื้อ Escherichia coli สายพนัธุ์ JM109, DH5α  และ BL21 (DE3) 

PLysS  และ Staphylococcus aureus สายพนัธุ์ ATCC12600 และ SH1000  (ตารางท่ี   1) 

โดย E. coli  จะถกูเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ Luria- Bertani broth (LB) และ S. aureus ถกูเลีย้ง

ในอาหารเลีย้งเชือ้  Trypticase-Soy –broth (TSB) 

2)   cloning and overexpression ของ metal binding domain จาก  S. aureus  ใน

แบคทีเรีย E. coli  

2.1  Cloning ของ  metal binding domain จาก  S. aureus  ในแบคทีเรีย E. coli  

สร้าง primer ท่ีจําเพาะกบัส่วน heavy metal binding domain จาก histidine-rich metal 

binding domain (amino acid 1-33) ของยีน copper-transporting ATPase  จากแบคทีเรีย S. 

aureus สายพนัธ์  ATCC 12600  และ cysteine rich- metal binding domain (amino acid 1-

86) ของยีน copper-transporting ATPase  จากแบคทีเรีย S. aureusสายพนัธ์  SH1000     

(ตารางท่ี  1 ) จากนัน้ชิน้สว่นของยีนทัง้สองสว่นจะถกูเพิ่มจํานวนโดยวิธี PCRโดยใช้ primer ท่ี

จําเพาะกบัสว่น heavy metal binding domain และชิน้สว่นยีนทัง้สองจะถกูนํามาตอ่กนัโดยใช้

เอ็นไซม์  ligase จากนัน้ทําการ clone ชิน้สว่นของยีน heavy metal binding domain  ท่ีตอ่กนั 

ใน  PCR2.1 vector  และ  subclone ใน pRSETa   จากนัน้  plasmid   ท่ีมีชิน้สว่นของยีน 

heavy metal binding domain จะถกู transformed ใน E. coli BL21 (DE3) PLysS 

(Novagen).   

 

http://www.google.co.th/search?hl=th&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Trypticase-Soy+%E2%80%93broth&spell=1
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ตารางท่ี  1  สายพันธ์แบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษา 

_______________________________________________________________________________ 

สายพนัธแ์บคทีเรีย  ลกัษณะ       แหล่งท่ีมา 

________________________________________________________________________________ 

S. aureus strains 

SH1000  NCTC 8325-4 with rsbU mutation repair              Horsburgh et al., 2002 

ATCC 12600 a laboratory strain of S. aureus                          Kakudo et al., 1992 

E. coli strains 

JM109  rec A1 supE44endA1hsdR17 gyrA96 relA1      Promega  

                       thi∆ (lac-proAB) F’ (traD36proAB+ lacIQ Z ∆ M15) 

BL21(DE3) (pLyS) F- ompT hsdSB(rB-m-B) gal dcm  Promega 

Plasmids 

TA vector PCR cloning vector, AmpP

r     
PRBC biosciences, Taiwan 

pRSETa               Overexpression vector, Amp P

r
P                             Invitrogen 
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ตารางท่ี  2.  Primers  ท่ีใช้ในการศึกษา 

gene Primer 

name 

Primer    sequence 5’-3’ 

mcsa Mcsa-F (BamHI) GCGGATCCGGTGCTTTGTGAAAATTGT CAACTTAA 

 Mcsa-B (HindIII) GCAAGCTTTTATGC GTCATCATGTTGCAC  

copA His-F(HindIII) GAAGCTTATGGAGCATCATAGTCAT CAAGAAC 

 His-B(EcoRI) GCGAATTCAGCCCCTGATAAAAATGGCTT 

 

The restriction sites are indicated by underline  
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2.2  การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนทท์ของ heavy metal binding domain  metal binding 

domain จาก  S. aureus  ใน E. coli    

  ในการผลิตโปรตีนรีคอมบแินทท์ของ heavy metal binding domain  ใน E. coli   

แบคทีเรียจะถกูเลีย้งใน  LB ท่ีมี ampicillin และ chloramphenicol ท่ีอณุหภมูิ  37 ºC จนกระทัง่  

OD600 ถึง 0.5  จากนัน้เตมิ  IPTGให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น  2.0 mM และเลีย้งเซลเป็นเวลา 

3 ช.ม.   หลงัจากนัน้เซลจะถกูป่ันเก็บ  ล้างด้วย  lysis buffer ท่ีเย็น (20mM Tris, pH 7.4 

containing 145 mM NaCl) และ Pelletsจะถกูทําให้แตกโดยใช้  sonicator (Branson Sonifier 

450) และ  cell debris  จะถกูแยกออกโดย  centrifugation ท่ี 10,000Xg ท่ี 4 ºC.   

supernatants  จะนําไป แยกโปรตีนโดยใช้  nickel-charged agarose affinity columns 

(Novagen) และ eluted โปรตีนออกมาด้วย 200-400 mM imidazole  แตล่ะ fractions ของ

โปรตีน  จะถกูนํามาหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Bradford assay และ  12.5 % SDS-PAGE  

Fractions ท่ีมี โปรตีนจะถกูนํามา รวมกนัและ dialyzed ด้วย 25 mM Tris, pH 8.0 ท่ีมี 100 mM 

sucrose, 50 mM NaCl และ 1 mM DTT.   ปริมาณโปรตีนจะถกูหาโดยวิธี Bradford assay  

ก่อนนําไปศกึษาคณุสมบตัติอ่ไป 

3   การศึกษาคุณสมบัตใินการจับกับโลหะหนักของรีคอมบิแนทท์โปรตีน metal binding 

domain และ  E.coli   crude extract ท่ีมี metal binding domain fusion proteinโดยใช้ 

iminodiacetic acid-agarose chromatography.  

Iminodiacetic acid-agarose คอลมัน์โครมาโตกราฟีท่ีถกู  equilibrated  กบัโลหะหนกัชนิด

ตา่งๆท่ีต้องการทดสอบจะถกูนํามาใช้ในการศกึษา ความสามารถในการจบัของ heavy metal 

binding protein กบัโลหะหนกัตามวิธีของ  Lutsenko  และคณะ (1997). วิธีการคือคอลมัน์จะ



 11 

ถกูบรรจดุ้วย  iminodiacetic acid-agarose (Sigma) 100 µl  และล้างด้วย 50 mM sodium 

phosphate buffer (pH 7.5)  จากนัน้คอลมัน์จะถกู  equilibrated  ด้วยสารละลายของโลหะ

หนกัชนิดตา่งๆท่ีความเข้มข้น  1 mM (CdCl2, CuCl2, CoCl2, MnCl2, ZnCl2 และ FeCl3  ) ใน 

50 mM sodium phosphate buffer  ปริมาตร  10 เทา่ของ iminodiacetic acid-agarose และ

คอลมัน์จะถกูล้างด้วย sodium phosphate buffer เพ่ือกําจดั metal ions ท่ีมากเกิน  จากนัน้ 

purified  heavy metal binding  proteinปริมาณ   100 µg  หรือ  1  mg  ของ E.coli   crude 

extract จะถกูนํามาใสใ่นคอลมัน์และตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที    คอลมัน์จะถกู

นําไปใสใ่นเคร่ืองป่ันเหว่ียงและป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว    10000   rpm   เป็นเวลา  5   นาทีเพ่ือเก็บ

โปรตีนท่ีไมมี่การจบักบัโลหะหนกั  จากนัน้คอลมัน์จะถกูล้างด้วย 500 µl sodium phosphate 

buffer และ เก็บโปรตีนท่ีมีการจบักบัโลหะหนกัโดยการชะล้างโปรตีนออกมาโดยใช้  50 mM 

EDTA ใน sodium phosphate buffer  ปริมาตร 100 µl   ตวัอยา่งโปรตีนท่ีได้จากชว่งการล้าง

ด้วย EDTA และชว่งท่ีเก็บโปรตีนท่ีไมมี่การจบักบัโลหะหนกั (unbound)  จะถกูนําไปเพิ่มความ

เข้มข้นโดยใช้ vacuum centrifuge และนํามาวิเคราะห์ด้วย 12.5% SDS-PAGE.   ปริมาณ total 

protein ใน crude extract  และ  โปรตีนท่ีมีการจบักบัโลหะหนกักบัปริมาณโปรตีนท่ีไมมี่การจบั

กบัโลหะหนกัจะวดัโดยใช้ชดุวดัโปรตีน  ( Bio-Rad) 

4.   การศึกษาคุณสมบัตใินการจับกับโลหะหนักของรีคอมบิแนทท์โปรตีน metal binding 

domain ของโปรตีน ในสภาวะต่างๆ  

ในการศกึษาครัง้นีจ้ะศกึษาการจบัของรีคอมบแินส์โปรตีน metal binding domain กบัโลหะ

หนกั ชนิด   CuSO4, CdCl2, ZnCl2  และ CoCl2    ในสภาวะตา่งๆ   โดยเตรียมคอลมัน์ท่ีถกู  
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equilibrated  ด้วยสารละลายของโลหะหนกัชนิดตา่งๆ  จากนัน้ รีคอมบแินทท์โปรตีน metal 

binding domain  100  µg จะนํามาทดสอบกบัโลหะหนกัในสภาวะตา่งๆ  ได้แก่ 

1)  ความร้อนท่ี 37๐C  , 45๐C  , 65  ๐C  เป็นเวลา 10 นาที (thermal stability testing) 

2)  สารละลายท่ีมี pH ตา่งๆ   ได้แก่  pH 3,5,7,9  เป็นเวลา  10นาที 

จากนัน้ตรวจการจบักบัโลหะหนกัด้วยวิธี iminodiacetic acid-agarose chromatography ดงั

ข้อ 2.2   

5.  ความคงทน (stability) ต่ออุณหภูมิของ   recombinant metal binding protein  

ในการศกึษาความคงทน (stability) ตอ่อณุหภมูิท่ีมีผลตอ่การจบัโลหะหนกัของรีคอมบแินส์

โปรตีน metal binding domain  โปรตีนจะนํามาบม่ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ   ก่อนนําไปทดสอบการจบั

กบัโลหะหนกัชนิด   CuSO4, CdCl2, ZnCl2  และ CoCl2  ด้วยวิธี iminodiacetic acid-agarose 

chromatography ดงัข้อ 2.2   

6. การศึกษาผลของโลหะหนักท่ีมีต่อการเจริญของ   E. coli ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีนรีคอมบิแนทท์ของ heavy metal binding domain  metal binding domain 

 นําแบคทีเรีย  E. coli ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนทท์ของ heavy metal 

binding domain  metal binding domain  และแบคทีเรีย E. coli   ท่ีมีแต ่plasmid pRSETa   

มาปรับความขุ่นท่ี  OD 600 ให้เทา่กบั  0.1 แล้วนํา  100 µl ไปเลีย้งในอาหาร  LB broth ท่ีมี 

ampicillin 50 µg/ml  และ 0.1 mM IPTG  และโลหะหนกัชนิดตา่งๆได้แก่ CuCl2, CdCl2, 

ZnCl2  และ CoCl2  ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  นําไปบม่ท่ี 37 °C ในตู้บม่เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 

รอบ/นาทีเป็นเวลาข้ามคืนและวดัการเจริญของเชือ้หลงัจาก 12 ชัว่โมงโดยใช้ 

spectrophotometer
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    ผลการวจิัย (Result) 

1. การ สร้าง fusion protein ของ mcsA จาก S. aureus strain SH1000 กับ histidine-rich 

metal binding domain (amino acid 1-33)จาก S. aureus strain ATCC12600 ใน

แบคทีเรีย Escherichia coli   

1.1  ยีน mcsA จาก S. aureus     ท่ีมี  cysteine rich  metal binding domain   อยู ่4   

domain ได้ถกู clone โดยใช้ oligonucleotide primers mcsA-F1 และ mcsA-B1โดยสงัเคราะห์

ให้มี restriction site BamHI  site ท่ีปลาย 5’ end และ  HindIII site  ท่ีปลาย 3’ ของ DNA 

fragment (GCGGATCCGGTGCTTTGTGAAAATTGT CAACTTAA และ 

GCAAGCTTTTATGC GTCATCATGTTGCAC)   การทํา PCR  จะใช้ S. aureus  genomic 

DNA strain SH1000  เป็น  template  ได้ PCR product ขนาด  567 bp ตามท่ีต้องการดงัแสดง

ในรูปท่ี 1  เลนท่ี 1 จากนัน้  PCR product  จะถกูตดัด้วย restriction enzyme HindIII  เก็บไว้ท่ี  

4 °C  

1.2 ทํา PCR สว่น histidine-rich metal binding domain (amino acid 1-33 )จาก S. 

aureus strain ATCC12600 โดยใช้ oligonucleotide primers His-F1 และ His-B1  โดย

สงัเคราะห์ให้มี restriction site HindIII site ท่ีปลาย 5’ end และ  EcoRI  site  ท่ีปลาย 3’ ของ 

DNA fragment  (GAAGCTTATGGAGCATCATAGTCAT CAAGAAC และ 

GCGAATTCAGCCCCTGATAAAAATGGCTT) การทํา PCR  จะใช้ S. aureus  genomic 

DNA strain ATCC12600 เป็น  template  ได้ PCR product ขนาด 221   bp ตามท่ีต้องการดงั

แสดงในรูปท่ี 1  เลนท่ี 3 จากนัน้  PCR product  จะถกูตดัด้วย restriction enzyme HindIII  

เก็บไว้ท่ี  4 °C  



 14 

1.3 ทํา ligation PCR สว่น McsA   fragment  ( size 520 bp)กบั PCR สว่น histidine-

rich metal binding domain ( size  748 bp) จากนัน้ทํา PCR  โดยใช้ oligonucleotide 

primers mctsR-F1 และ His-B1 โดยใช้ ligation product  เป็น template  (รูปท่ี  2)  ผล PCR 

ของ fusion gene ได้ PCR product ขนาดประมาณ  750 bp ตามท่ีต้องการ ดงัแสดงดงัรูปท่ี 3  

จากนัน้ PCR product  ของ fusion gene fragment  จะถกู cloned ใน PCR vector 

(Invitrogen)  คดัเลือกโคลนท่ีมี fusion gene  โดยการทํา PCR โดยใช้ primer mcsA-F1 และ 

His-B1  จากนัน้สง่  positive  clone ทํา DNA sequencing  เพ่ือเช็ค Open reading fram ของ 

fusion gene   

1.4   นํา  plasmid  TA ท่ีมี   fusion gene  มาตดัด้วย restriction enzyme BamHI 

และ HindIII   แล้วนําไป  subclone ใน pRSETa  โดยใช้BamHI และ  HindIII sites แล้วนําไป

ใสใ่น E.coli strain JM109 จากนัน้คดัเลือก positive clone โดยการทํา colony PCR   และ 

plasmid  ท่ีแยกได้จาก positive clone ของ E.coli strain JM109  จะถกู  transformed ใน

แบคทีเรีย E. coli BL21 (DE3) PLysS (Novagen) พร้อมกบัคดัเลือก positive clone โดยการ

ทํา colony PCR  อีกครัง้และ คดัเลือกหา  clone ท่ีมีการ  express protein ออกมาในขนาดท่ี

ต้องการ   
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รูปท่ี  1  PCR product ยีน mcsA 

PCR product ของ  mcsA  (527 bp) และ histidine-rich metal binding domain  (221 bp) 

และตรวจดโูดยใช้  1% agarose gel eletrophorsis. LaneM ได้แก่ DNA maker,  Lane1 คือ  

PCR product ของ  mctsRa. ยีน Lane2 ได้แก่ negative control with no DNA template ของ  

mctsRa gene  Lane3 คือ  PCR product ของ histidine-rich metal binding domain  Lane4 

ได้แก่ negative control with no DNA template ของ histidine-rich metal binding domain 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   M          1       2           3          4 

  1000bp 

500 bp 
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รูปท่ี  2  ligation product  ท่ีได้จากการต่อ  mcsA  และ histidine-rich metal binding 

domain   

  ligation product   ขนาด  750 bp ท่ีได้จากการตอ่  mctsRa  และ histidine-rich metal 

binding domain  ตรวจดโูดยใช้  1% agarose gel eletrophorsis. LaneM ได้แก่ DNA maker,  

Lane1 คือ  PCR product ของ  mcsA ยีน Lane2 ได้แก่  PCR product ของ histidine-rich 

metal binding domain  Lane 3 ได้แก่  ligation product  ท่ีได้จากการตอ่  mctsRa  และ 

histidine-rich metal binding domain  (ลกูศรชี)้ 

 

 

 

 

 

 

 

M          1            2         3 

  1000bp 

500bp 
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รูปท่ี  3  PCR product fusion gene mcsA  และ histidine-rich metal binding domain   

PCR product ของ  fusion gene mcsA  (527 bp) และ histidine-rich metal binding domain  

(221 bp)  โดยใช้  ligation product  ท่ีได้จากการตอ่  mctsRa  และ histidine-rich metal 

binding domain  และตรวจดโูดยใช้  1% agarose gel eletrophorsis. LaneM ได้แก่ DNA 

maker,  Lane1,23 คือ  PCR product ของ  fusion gene mcsA  และ histidine-rich metal 

binding domain  (750 bp)  clone 1,2, 3(ลกูศรชี)้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

1000bp 

500bp 

  M         1           2           3 
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2. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนทท์ของ  metal binding 

domain และHis rich   domain    จาก S. aureus ในแบคทีเรีย Escherichia coli 

2.1 คดัเลือก clone ท่ีมีการผลิต  fusion โปรตีนของ  metal binding domain จาก  S. aureus     

ในแบคทีเรีย Escherichia coli 

แบคทีเรีย จะถกูเลีย้งใน LB broth ท่ีมี ampicillin  50 ug/ml  และ chloramphenicol  

10 ug/ml  จนกระทัง่ OD600 เทา่กบั 0.4  จากนัน้เก็บ 1 ml culture เพ่ือใช้เป็น control (ก่อนเตมิ  

IPTG) หลงัจากนัน้จะ  induced  ให้มีการสร้างโปรตีนโดยการเตมิ IPTG จนความเข้มข้นสดุท้าย

เทา่กบั 1.0 mM เลีย้งเซลท่ี 37 °C  เป็นเวลา  4 ชัว่โมง และ ข้ามคืนท่ี 25 °C   เก็บ 1 ml ของ 

culture สว่นของ culture ท่ีเก็บได้แตล่ะชว่งเวลาจะนํามาป่ันเพ่ือเก็บ cell pellet เตมิ 1X SDS-

sample buffer ต้ม 5 นาทีและนํา ตวัอย่างโปรตีนไป run โดยใช้  electrophoresis และใช้ 

acrylamide gel (10%) ย้อมด้วยสี  Coomassie blue ดงัแสดงในรูปท่ี 1  โดยพบวา่แบคทีเรีย

ทัง้ 2 clone ท่ีนํามาศกึษา มีการสร้างโปรตีนขนาดประมาณ   30 Kda ตรงตามขนาดของ   

fusion protein   (รูปท่ี  4ลกูศรชี)้   โดยโปรตีนท่ีสร้างขึน้จะมีการสร้างออกมามากหลงัจากเลีย้ง

แบคทีเรียข้ามคืนท่ี 25 °C    

2.2 ศกึษาช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนําให้มีการผลิตโปรตีนรีคอมบแินทท์ใน

แบคทีเรีย Escherichia coli 

แบคทีเรีย จะถกูเลีย้งใน LB broth ท่ีมี ampicillin  50 ug/ml  และ chloramphenicol  

10 ug/ml  จนกระทัง่ OD600 เทา่กบั 0.4  จากนัน้เก็บ 1 ml culture เพ่ือใช้เป็น control (ก่อนเตมิ  

IPTG) หลงัจากนัน้จะ  induced ให้มีการสร้างโปรตีนโดยการเตมิ IPTG จนความเข้มข้นสดุท้าย

เทา่กบั 1.0 mM เลีย้งเซลท่ี 37 °C  เก็บ 1 ml ของ culture ท่ี 1.5, 3, 4.5 ช.ม. และ ข้ามคืน 
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จากนัน้ ส่วนของ culture ท่ีเก็บได้แตล่ะชว่งเวลาจะนํามาป่ันเพ่ือเก็บ cell pellet buffer ต้ม 5 

นาทีและนําตวัอยา่งโปรตีนไป run SDS-PAGE โดยใช้ acrylamide gel (10%) ย้อมด้วยสี  

Coomassie blue  ผลดงัแสดงในรูปท่ี 2   พบว่าท่ี 1.5, 3, 4.5 ช.ม.  ชกันําให้มีการสร้างโปรตีน

ในปริมาณน้อยโดยมีสภาวะท่ีดีท่ีสดุในการชกันําให้มีการสร้างโปรตีนท่ีการบม่ข้ามคืนท่ี    25 

°C   (รูปท่ี 5) 
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รูปท่ี 4 SDS-PAGE analysis ของการคัดเลือก Clone ในการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนทท์

ของ fusion metal binding domain และHis rich   domain    จาก S. aureus ในแบคทีเรีย 

Escherichia coli 

 แบคทีเรีย จะถกูเลีย้งใน LB brothจนกระทัง่ OD600 เทา่กบั 0.4  จากนัน้เก็บ 1 ml 

culture เพ่ือใช้เป็น control (ก่อนเตมิ  IPTG) หลงัจากนัน้จะ  induced  ให้มีการสร้างโปรตีน

โดยการเตมิ IPTG จนความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1.0 mM เลีย้งเซลท่ี 37 °C เป็นเวลา 4 ช.ม. 

และ 25  °C  ข้ามคืน แล้ว นํา 1 ml ของ culture ท่ีเก็บได้แตล่ะช่วงเวลามาป่ันเพ่ือเก็บ cell 

pellet ใส ่ 1X SDS-sample buffer ต้ม 5 นาทีและนํา ตวัอย่างโปรตีนไป run โดยใช้  

electrophoresis และใช้ acrylamide gel (10%) ย้อมด้วยสี  Coomassie blue  Lane M, 

molecular weight marker; lane 1, E. coli uninduced extract control (ก่อนเตมิ  IPTG) ของ

โคลนท่ี 1  ; lane 2, E. coli induced extract เก็บ cell หลงั induce IPTG  4 ชัว่โมง  ของโคลน

ท่ี 1; lane 3, E. coli induced extract เก็บ cell หลงั induce IPTG   25  °C  ข้ามคืน ของ

โคลนท่ี 1; lane 4, E. coli uninduced extract control (ก่อนเตมิ  IPTG) ของโคลนท่ี 2  ; lane 

5, E. coli induced extract เก็บ cell หลงั induce IPTG  4 ชัว่โมง  ของโคลนท่ี 2;  lane 6, E. 

coli induced extract เก็บ cell หลงั induce IPTG   25  °C  ข้ามคืน ของโคลนท่ี 1 

คา่ท่ีแสดงทางด้านซ้ายของภาพ (M) คือ molecular weight masses (kDa). 
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รูปท่ี 5   SDS-PAGE analysis ของการสร้างโปรตีน  fusion metal binding domain และ

His rich   domain    จาก S. aureus ในช่วงเวลาต่างๆ 

 แบคทีเรีย จะถกูเลีย้งใน LB brothจนกระทัง่ OD600 เทา่กบั 0.4 จากนัน้เก็บ 1 ml 

culture เพ่ือใช้เป็น control (ก่อนเตมิ  IPTG) หลงัจากนัน้จะ  induced ให้มีการสร้างโปรตีน

โดยการเตมิ IPTG จนความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1.0 mM เลีย้งเซลท่ี 37 °C  เก็บ 1 ml ของ 

culture ท่ี 1.5, 3, 4.5 ช.ม. และ ข้ามคืน จากนัน้ สว่นของ culture ท่ีเก็บได้แตล่ะชว่งเวลาจะ

นํามาป่ันเพ่ือเก็บ cell pellet ใส ่1X SDS-sample buffer ต้ม 5 นาทีและนํา ตวัอยา่งโปรตีนไป 

run โดยใช้  electrophoresis และใช้ acrylamide gel (10%) ย้อมด้วยสี  Coomassie blue  

Lane M, molecular weight marker; lane 1, E. coli uninduced extract control (ก่อนเตมิ  

IPTG)  ; lane 2, E. coli induced extract เก็บ cell หลงั induce 1.5 ช.ม.  ; lane 3, . E. coli 

induced extract เก็บ cell หลงั induce 3 ช.ม.  lane 4. E. coli induced extract เก็บ cell 

หลงั induce 4.5 ช.ม.  lane 5. E. coli induced extract เก็บ cell หลงั induce ข้ามคืน      

คา่ท่ีแสดงทางด้านซ้ายของภาพคือ molecular weight masses (kDa). 



 22 

3.  การศึกษาคุณสมบัตใินการจับกับโลหะหนักของรีคอมบิแนทท์โปรตีน metal binding 

domain   

 เม่ือนํารีคอมบิแนทท์โปรตีน metal binding domain  protein   มาทดสอบการจบักบั

โลหะหนกั CuCl2, ZnCl2, CdCl2, CoCl2, MgCl2, MnCl2, FeCl3 และ Pb(NO2)3  โดยวิธี 

Iminodiacetic acid-agarose (IAA) chromatography ผลพบวา่  protein มีการจบักบัโลหะ

หนกั Cu2+, Zn2+ , Cd2+ และ Co2+  โดยพบโปรตีนหลดุออกมาในขัน้ตอนสดุท้ายหลงัจาก  elute  

ไลอ่อกมาจากคอลมัภ์โดยใช้ EDTA   (รูปท่ี  6A)   มีสว่นน้อยท่ีหลดุออกมาในสว่นท่ีไมมี่การจบั

กบัโลหะหนกั อาจจะเป็นเพราะวา่ประสิทธิภาพในการจบักบัโลหะหนกัไมค่อ่ยดีหรืออาจจะเป็น

เพราะวา่ปริมาณโปรตีนมากเกินไป. ในส่วนของ Fe3+, Mn2+  และ Pb2+ ไมพ่บมีการจบักบั   

protein  โดยโปรตีนสว่นใหญ่จะหลดุออกมาในขัน้ตอนการล้าง  column  ดงัรูปท่ี   6B     
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รูปท่ี  6 SDS-PAGE analysis ของ recombinant metal binding protein ในการจับกับ

โลหะหนัก 

            Recombinant  metal binding protein  (ลกูศรชี)้ จะถกูทดสอบคณุสมบตัใินการจบักบั

โลหะหนกัโดยวิธี Iminodiacetic acid-agarose (IAA) chromatography และนําตวัอยา่ง

โปรตีนไป run โดยใช้  electrophoresis และใช้ acrylamide gel (15%) ย้อมด้วยสี  Coomassie 

blue A. bound protein;B: unbound protein; Lane 1: molecular weight marker, lane 2: 

Control ( protein ท่ีไมถ่กูทดสอบการจบักบัโลหะหนกั) , lane 3: CuCl2 , lane 4: ZnCl2 , lane 

5: CdCl2 ,  lane 6: Pb(NO2)3 , lane 7: FeCl2 , lane 8: MgCl2 , lane 9: MnCl2 , lane 10: 

CoCl2. คา่ท่ีแสดงทางด้านซ้ายของภาพคือ molecular weight masses (kDa). 

 

 

 

 

 

A 

B 
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4.   ปริมาณเปอร์เซ็นต์ของ recombinant metal binding protein ท่ีมีคุณสมบัตใินการจับ

กับโลหะหนักเทียบกับ  total protein  ของ E. coli BLR(DE3) 

E. coli BLR(DE3)  ท่ีมี pRset ท่ีมีการแสดงออกของ recombinant metal binding protein จะ

ถกูเลีย้งใน LB (1000 ml)  ท่ีมียาปฎิชีวนะ  ampicillin และ  chloramphenicol จนกระทัง่ 

OD600 เท่ากบั 0.5  จากนัน้เซลแบคทีเรียจะถกู  induced ให้มีการสร้างโปรตีนโดยการเตมิ 

IPTG จนความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1.0 mM และเลีย้งเซลตอ่เป็นเวลา 3   ช.ม.   แบคทีเรียท่ีถกู 

induced จะถกูเก็บและล้างด้วย  20 mM Tris-HCl ท่ีมี 145 mM NaCl จากนัน้เซลแบคทีเรียจะ  

resuspended ใน 1 ml  40 mM imidazole, 0.4 M  NaCl, 160 mM Tris-HCl  pH 7.9, 1 

mg/ml lysozyme และ  200 µM PMSF.  Cell suspensions  จะถกูนําไป Cell suspensions  

จะถกูนําไป  เตมิ DNaseI (1  µg/ml) และ Triton-X (1%)  จากนัน้  Cell suspensions  จะถกู

นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 4ºC เพ่ือกําจดั   Cell debris และ  unbroken cells จากนัน้เก็บ  supernatant  

ไปทดสอบการจบักบัโลหะหนกัโดยวิธี Iminodiacetic acid-agarose (IAA) chromatography  

ปริมาณโปรตีนจะถกูวดัใน supernatant  ก่อนการทดสอบการจบักบัโลหะหนกัและในโปรตีนท่ี

ได้จากชว่งการล้างด้วย EDTA หลงัการทดสอบการจบักบัโลหะหนกัพบวา่เปอร์เซ็นต์ของ 

recombinant metal binding protein ท่ีมีคณุสมบตัใินการจบักบัโลหะ Cu2+, Zn2+, Cd2, Co2+ 

เทียบกบัปริมาณโปรตีนทัง้หมดของ E. coli BLR(DE3)  เทา่กบั 3.53 %,  4.63 %, 3.86 % และ 

3.33 % ตามลําดบั (ดงัแสดงในตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3   แสดงเปอร์เซ็นต์ของ recombinant metal binding protein ท่ีมีคุณสมบัตใิน

การจับกับโลหะหนักเทียบกับ  total protein  ของ E. coli BLR(DE3) 

Fraction Total 

Volume 

(ml) 

Protein 

concentration 

(mg/ml) 

Protein 

(mg) 

%  total protein 

Total 

protein 

0.71 2.82 2 100% 

MBP-

CdCl2 

0.05 1.54 0.077 3.86% 

MBP-

CoCl2 

0.05 1.32 0.066 3.30% 

MBP-

CuCl2 

0.05 1.41 0.07 3.53% 

MBP-

ZnCl2 

0.05 1.85 0.092 4.63% 
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5. สภาวะท่ีมีผลต่อการจับของโลหะหนักกับ recombinant metal binding protein 

5.1 ปริมาณโปรตีน   

รีคอมบแินทท์โปรตีน metal binding domain  ปริมาณ  25, 50, 100   และ  150  µg  จะถกู

นํามาทดสอบการจบักบัโลหะหนกั CuCl2, ZnCl2, CdCl2, CoCl2, โดยวิธี Iminodiacetic acid-

agarose (IAA) chromatography  พบวา่ปริมาณโปรตีนในชว่ง 25-150 µg สามารถจบักบั

โลหะได้หมด  

5.2    อุณหภูมิ 

รีคอมบแินทท์โปรตีน metal binding domain  จะถกูนํามาทดสอบการจบักบัโลหะหนกั CuCl2, 

ZnCl2, CdCl2, CoCl2, โดยวิธี Iminodiacetic acid-agarose (IAA) chromatography  โดย

ขณะท่ีทดสอบการจบัของโปรตีนกบัโลหะหนกัจะทําการบม่โปรตีนและโลหะหนกัไว้ท่ีอณุหภมูิ

ตา่งกนัดงันี ้

5.2.2 บม่ท่ีอณุหภมูิ  37ºC  เป็นเวลา  10  นาที  

 5.2.2   บม่ท่ีอณุหภมูิ  45ºC  เป็นเวลา  10  นาที 

 5.2.3   บม่ท่ีอณุหภมูิ  65ºC  เป็นเวลา  10  นาที 

จากนัน้คอลมัน์จะถกูนําไปใสใ่นเคร่ืองป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บโปรตีนท่ีไมมี่การจบักบัโลหะหนกัและไม่

จบักบัโลหะหนกัตอ่ไปผลพบวา่ท่ีอณุภมูิ 37 ºC  และ  45 ºC  ไมมี่ผลตอ่การจบัของโปรตีนกบั

โลหะหนกัแตท่ี่อณุหภมูิ 65ºC   ประสิทธิภาพในการจบัของโปรตีนกบัโลหะ ZnCl2, CdCl2, 

CoCl2  ลดลง (ดงัแสดงในตารางท่ี 4) 

5.3  pH 

รีคอมบแินทท์โปรตีน metal binding domain  จะถกูนํามาทดสอบการจบักบัโลหะหนกั CuCl2, 

ZnCl2, CdCl2, CoCl2, โดยวิธี Iminodiacetic acid-agarose (IAA) chromatography  โดย
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ขณะท่ีทดสอบการจบัของโปรตีนกบัโลหะหนกัจะทําการบม่โปรตีนและโลหะไว้ท่ี อณุภมูิห้อง แต ่ 

pH  ตา่งกนัดงันี ้

 3.1.1 บม่ท่ี pH    3  เป็นเวลา  10  นาที  

 3.1.2 บม่ท่ี pH   5   เป็นเวลา  10  นาที 

 3.1.3 บม่ท่ี pH   7  เป็นเวลา  10  นาที 

 3.1.4 บม่ท่ี pH   9  เป็นเวลา  10  นาที 

จากนัน้คอลมัน์จะถกูนําไปใสใ่นเคร่ืองป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บโปรตีนท่ีไมมี่การจบักบัโลหะหนกัและไม่

จบักบัโลหะหนกัตอ่ไปผลพบวา่ pH ไมมี่ผลตอ่การจบัของโปรตีนกบัโลหะหนกั (ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 5) 
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ตารางท่ี  4   แสดงผลของปริมาณโปรตีนต่อการจับของโลหะหนักกับ recombinant 

metal binding protein 

Protein contain CdCl2 CoCl2 CuCl2 ZnCl2 

150 µg + + + + 

100 µg + + + + 

50 µg + + + + 

25 µg + + + + 

 +   =พบโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 

 - = ไมพ่บโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 
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ตารางท่ี  5   แสดงผลของอุณหภูมิต่อการจับของโลหะหนักกับ recombinant metal 

binding protein 

Temp. CdCl2 CoCl2 CuCl2 ZnCl2 

37ºC + + + + 

45ºC + + + + 

65ºC - - + - 

 +   =พบโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 

 - = ไมพ่บโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 
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ตารางท่ี  6   แสดงผลของ pH ต่อการจับของโลหะหนักกับ recombinant metal binding 

protein 

pH CdCl2 CoCl2 CuCl2 ZnCl2 

3 + + + + 

5 + + + + 

7 + + + + 

9 + + + + 

+   =พบโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 

- = ไมพ่บโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 
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6. ความคงทน (stability) ของ   recombinant metal binding protein  

ในการศกึษาครัง้นีรี้คอมบแินทท์โปรตีน metal binding domain ท่ีได้จะถกูนําไปทดสอบใน

สภาวะตา่งๆ ได้แก่ 

4.1)  ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่งๆได้แก่   25๐C  , 37 ๐C  , 45๐C  ,  65 ๐C และ 85  ๐C  เป็นเวลา   

10  นาที (thermal stability testing) จากนัน้รีคอมบแินทท์โปรตีน metal binding domain  

จากนัน้จงึนําไปใช้ในการศกึษาการจบักบัโลหะหนกัด้วยวิธี iminodiacetic acid-agarose 

chromatography ดงัข้อ 2.2  ผลพบวา่ รีคอมบิโแนทท์ปรตีน metal binding domain ท่ี

อณุหภมู ิ25๐C  และ 37 ๐C  โปรตีนสามารถจบักบัโลหะหนกัได้ทัง้ 4 ชนิด  สว่นท่ี 45๐C    พบวา่

รีคอมบแินทท์โปรตีนไมส่ามารถจบัได้กบั   cobolt   แตส่ามารถจบัได้กบั  copper , cadmium  

และ  zinc  C  สว่นท่ี 65๐C  และ 85๐C     พบวา่รีคอมบิแนทท์โปรตีนไมส่ามารถจบัได้กบั   

cobolt   และ cadmium  แตส่ามารถจบัได้กบั  copper  และ  zinc   (ดงัแสดงในตารางท่ี 7)  

โดยคณุสมบตัขิองการจบัโลหะหนกัทัง้ 2 ชนิดยงัคงอยูแ่ม้ treat โปรตีนท่ี 85๐C   เป็นเวลา 30 

นาที   
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ตารางท่ี  7  แสดงผลความคงทนต่ออุณหภูมิ ( thermal stability) ของ   recombinant 

metal binding protein 

Temp. CdCl2 CoCl2 CuCl2 ZnCl2 

25ºC + + + + 

37ºC + + + + 

45ºC + - + + 

65ºC - - + + 

85ºC - - + + 

85ºC, 30  min - - + + 

 +   =พบโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 

 - = ไมพ่บโปรตีนมีการจบักบัโลหะหนกั 
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7.  Growth curve แสดงการเจริญ ของแบคทีเรีย E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy 

metal binding domain CXXC motif  ในสภาวะท่ีมีโลหะหนัก 

6เพ่ือทดสอบวา่การมี6โปร6ตีน6 heavy metal binding domain แสดงออกในเซล6มีผลตอ่6ความทน

ของเชือ้ตอ่โลหะหนกัทําโดยการศกึษาการเจริญของเชือ้ E. coli 6 ท่ีมี6 6pRset   ท่ีมีการแสดงออก

ของโปรตีน heavy metal binding domain เปรียบเทียบกบัเชือ้แบคทีเรีย E. coli ท่ีมีแต ่pRset 

(control)  ในสภาวะท่ีมีโลหะหนกัชนิด   CuSO4, CdCl2, ZnCl2  และ CoCl2    ท่ีความเข้มข้น

ตา่งๆ 6ผล6พบวา่  E. coli สายพนัธุ์ควบคมุท่ีมีแต ่ 6pRset  เจริญเตบิโตช้ากวา่E. coli สายพนัธุ์ ท่ี

มีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif  ในสภาวะท่ีมี CuSO4 6 ความ

เข้มข้น 2.5 mM (รูปท่ี 7) 6ในสภาวะท่ีมี CdCl2 ท่ีความเข้มข้น 0.25  และ 0.5 mM (รูปท่ี 8)   แต่

ไมพ่บความแตกตา่งของการเจริญของ E. coli   ในสภาวะท่ีมีโลหะหนกั  ZnCl2  และ CoCl2   

(รูปท่ี 9 และ 10)     
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รูปท่ี 7  ผลของโลหะหนัก CuSO4  ท่ีมีต่อการเจริญของ E. coli   ท่ีมีการ expressed 

heavy metal binding domain CXXC motif   

E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif  (■) และ E. coli  

ควบคมุท่ีมีแต ่pRset   (◆) จะถกูเลีย้งใน LB broth ทีมี่ ampicillin 50 µg/ml  และ 0.1 mM 

IPTG  และโลหะหนกั CuSO4  ท่ีความเข้มข้นตา่งๆแล้วนําไปบม่ท่ี 37 °C ในตู้บม่เขย่าท่ี

ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาทีเป็นเวลาข้ามคืนและวดัการเจริญของเชือ้หลงัจาก 12 ชัว่โมงโดยใช้ 

spectrophotometer  ผลการทดลองเป็นคา่เฉล่ียของ 3  การทดลองและจดุแตล่ะจดุท่ีแสดงถึง

คา่ + SD ของสามการทดลอง 
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รูปท่ี 8  ผลของโลหะหนัก CdCl2  ท่ีมีต่อการเจริญของ E. coli   ท่ีมีการ expressed 

heavy metal binding domain CXXC motif   

E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif  (■) และ E. coli  

ควบคมุท่ีมีแต ่pRset   (◆) จะถกูเลีย้งใน LB broth ทีมี่ ampicillin 50 µg/ml  และ 0.1 mM 

IPTG  และ CdCl2 ความเข้มข้นตา่งๆ  นําไปบม่ท่ี 37 °C ในตู้บม่เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบ/

นาทีเป็นเวลาข้ามคืนและวดัการเจริญของเชือ้หลงัจาก 12 ชัว่โมงโดยใช้ spectrophotometer  

ผลการทดลองเป็นคา่เฉล่ียของ 3  การทดลองและจดุแตล่ะจดุท่ีแสดงถึงคา่ + SD ของสามการ

ทดลอง 
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รูปท่ี 9 ผลของโลหะหนัก CoCl2 ท่ีมีต่อการเจริญของ E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy 

metal binding domain CXXC motif   

E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif  (■) และ E. coli  

ควบคมุท่ีมีแต ่pRset   (◆) จะถกูเลีย้งใน LB broth ท่ีมี ampicillin 50 µg/ml  และ 0.1 mM 

IPTG  และ CoCl2  ความเข้มข้นตา่งๆ  แล้วนําไปบม่ท่ี 37 °C ในตู้บม่เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 

รอบ/นาทีเป็นเวลาข้ามคืนและวดัการเจริญของเชือ้หลงัจาก 12 ชัว่โมงโดยใช้ 

spectrophotometer  ผลการทดลองเป็นคา่เฉล่ียของ 3  การทดลองและจดุแตล่ะจดุท่ีแสดงถึง

คา่ + SD ของสามการทดลอง 
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รูปท่ี 10  ผลของโลหะหนัก ZnCl2  ท่ีมีต่อการเจริญของ E. coli   ท่ีมีการ expressed 

heavy metal binding domain CXXC motif   

E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif  (■) และ E. coli  

ควบคมุท่ีมีแต ่pRset   (◆) จะถกูเลีย้งใน LB broth ทีมี่ ampicillin 50 µg/ml  และ 0.1 mM 

IPTG  และ ZnCl2 ความเข้มข้นตา่งๆ  แล้วนําไปบม่ท่ี 37 °C ในตู้บม่เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 

รอบ/นาทีเป็นเวลาข้ามคืนและวดัการเจริญของเชือ้หลงัจาก 12 ชัว่โมงโดยใช้ 

spectrophotometer  ผลการทดลองเป็นคา่เฉล่ียของ 3  การทดลองและจดุแตล่ะจดุท่ีแสดงถึง

คา่ + SD ของสามการทดลอง
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    อภปิรายผลการวจิยั 

1. การสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนและการวิเคราะห์คุณสมบัตใินการจับโลหะหนักของรี

คอมบิแนนท์โปรตีนและ crude extract   ของ E. coli    

 โปรตีนแตล่ะชนิดมีความสามารถในการจบักบัโลหะหนกัได้แตกตา่งกนัการศกึษาก่อน

หน้านีเ้ก่ียวกบัการจบักบัโลหะหนกัของ MTs ท่ีมี cysteine-rich motifs สามารถจบักบัโลหะ  

zinc, copper, cadmium และ mercury (Mejáre & Bülow 2001; Das et al., 2006) และ  

CopA , CopZ  และ mcsA จาก S. aureus และโปรตีน N-WND and N-MNK ในคนท่ีมี CXXC 

motif  สามารถจบั CuCl2, ZnCl2, CdCl2 และ CoCl2  ( Lutsenko et al., 1997; Sitthisak et 

al., 2007; 2011 ) เชน่เดียวกบัโปรตีนรีคอมบแินทท์จาก heavy metal binding domain CXXC 

motif  (McsA) ท่ีสามารถจบัได้กบั  CuCl2, ZnCl2, CdCl2 และ CoCl2   ปริมาณโปรตีน 

recombinant  ท่ีมีคณุสมบตัิในการจบักบัโลหะ CuCl2, ZnCl2, CdCl2, CoCl2 เทียบกบั

ปริมาณโปรตีนทัง้หมดในเซลของ E. coli BLR(DE3)  เท่ากบั 3.53 %,  4.63 %, 3.86 % และ 

3.33 % ตามลําดบั     

2.  ความคงทนของโปรตีนต่อความร้อน,   อุณหภูมิ   และ pH   ท่ีมีผลต่อการจับโลหะ

หนัก  

 การศกึษาความคงทนของโปรตีนตอ่ความร้อน ท่ีมีผลตอ่การจบัโลหะหนกัพบวา่โปรตีน

ยงัมีความสามารถในการจบักบัโลหะหนกั Cu2+ และ Zn2+  หลงัจากบม่โปรตีนไว้ท่ีอณุหภมูิ 85 

ºC เป็นเวลา 30 นาที   โดยท่ีอณุหภมูิ 55 ºC จะเป็นอณุหภมูิท่ีการทํางานของโปรตีนเอ็นไซม์จะ

เสียไปสว่นท่ีอณุหภมูิ 85 ºC จะเป็นอณุหภมูิท่ีโครงสร้างสามมิตขิองโปรตีนถกูทําลายและโปรตีน
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เสียสภาพ (Huang, 2010)  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นแม้โปรตีน heavy metal binding 

domain CXXC motif  (McsA) จะเสียสภาพก็ไมมี่ผลตอ่การจบักบัโลหะหนกั Cu2+ และ  Zn2+. 

ของ heavy metal binding domain CXXC motif  (McsA)  

 การศกึษาอณุหภมูิท่ีมีผลตอ่การจบัของโปรตีนพบวา่ท่ีอณุหภมูิ 65 ºC โปรตีนสามารถ

จบักบัโลหะ Cu2+  แตไ่มส่ามารถจบักบัโลหะ Cd2+, Co2+, และ Zn2+  ได้ขณะท่ี pH  3-7  ไมมี่ผล

ตอ่การเปล่ียนแปลงการจบักบัโลหะหนกัของโปรตีน  ผลจากการศกึษาครัง้นีใ้กล้เคียงกบั

การศกึษาก่อนหน้านีโ้ดย Hinc  และคณะ  (2010) ท่ีได้ expressed CotB  ท่ีมี  mertal binding 

domain เป็น poly-his ใน Bacillus subtilis spores พบวา่อณุหภมูิ 25-45 ºC และ pH 5-9  ไม่

มีผลตอ่การจบัของโลหะหนกักบัรีคอมบแินนท์โปรตีน 

แบคทีเรีย E. coli   ท่ีมีการ expressed heavy metal binding domain CXXC motif 

recombinant protein มีการเพิ่มขึน้ของความทนต่อโลหะหนัก 

 โปรตีนท่ีจบักบัโลหะหนกัทําหน้าท่ีเป็น heavy metal chaperone ในการจบัและลดพิษ

ของโลหะหนกัเม่ือตอบสนองตอ่  stress response จากโลหะหนกั (Jordan et al., 2001;  

Ettema  et al., 2003 )  ในการศกึษาความทนตอ่โลหะหนกัพบวา่แบคทีเรีย E.coli ท่ีมี  การ 

expressed heavy metal binding domain CXXC motif  จะมีความทนตอ่โลหะคอปเปอร์ และ

แคดเมียม  เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั E.coli  ท่ีไมมี่การ expressed  โปรตีน  ผลเชน่เดียวกบั

การศกึษาก่อนหน้านีเ้ม่ือมีการสร้าง E.coli ท่ีมียีน cus system ท่ีเก่ียวข้องกบัการขนสง่ Cu2+ 

ให้มีการแสดงออกท่ีผนงัเซลของ  E.coli  พบวา่ E.coli ท่ีมีการแสดงออกท่ีผนงัเซลของยีนจาก   

cus system ท่ีเก่ียวข้องกบัการขนสง่ Cu2+   มีความทนตอ่โลหะหนกัคอบเปอร์เพิ่มขึน้   

(Ravikumar S et al., 2011) 
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 สรุปผการวจิยัและการนําผลงานวจิัยไปใช้ในอนาคต 

 การศกึษาครัง้นีแ้สดงวา่โปรตีนท่ีมี metal binding domain (CxxC motif)  มี

ความสามารถกบัการจบัโลหะหนกัได้หลายชนิดได้แก่ CuCl2, ZnCl2, CdCl2 และ CoCl2  โดย

สภาวะการจบัโลหะหนกัของโปรตีนรีคอมบิแนทท์พบวา่สามารถจบักบัโลหะหนกัท่ีช่วง pH  

กว้าง(3-9 )และจบักบัโลหะหนกัท่ีอณุหภมูิท่ีสงู 65 ºC ได้   การจบัโลหะหนกั Cu2+ และ Zn2+ของ

โปรตีนรีคอมบิแนทท์ยงัทนตอ่อณุหภมูิท่ีสงูถึง  85 ºC  ได้ 30  นาที แบคทีเรีย E. coli   ท่ีมีการ 

expressed heavy metal binding domain CXXC motif recombinant protein มีการเพิ่มขึน้

ของความทนตอ่โลหะหนกั CuSO4  และ CdCl2  ดงันัน้จึงมีความเป็นไปได้ในการนําโปรตีนไป

ใช้ในการศกึษาเพ่ือกําจดัโลหะหนกัโดยเฉพาะ Cu2+ ตอ่ไปในอนาคต  โดยการศกึษาในอนาคต

จะมีการศกึษาเปรียบเทียบการนํา  whole cell  หรือรีคอมบแินนท์โปรตีนไปใช้ในการกําจดัโลหะ

หนกั   นอกจากนีอ้าจทําการเปรียบเทียบคณุสมบตัใินการจบัโลหะหนกั กบั metal binding 

domain  ชนิดอ่ืน นอกจากนีอ้าจมีการสร้างให้มีโปรตีนท่ีมีการแสดงออกท่ีผนงัเซลของแบคทีเรีย

เพ่ือชว่ยการดดูซบัโลหะหนกัให้เข้ามาสะสมในเซล (bioadsorbtion) และทําการศกึษา

เปรียบเทียบคณุสมบตัขิองโปรตีนท่ีสามารถจบักบัโลหะหนกัชนิดตา่งๆแล้วสะสมไว้ในเซล  

(bioaccumulation) 
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บทคัดย่อการไปนําเสนอผลงานนเรศวรวิจัยวันท่ี  29-30 ก.ค. 2554  

Abstract 

Factor affecting the metal binding affinity of heavy metal binding domain  

(CxxC motif) recombinant  protein : a potential for bioremediation 

Kamala  Boonyodying1, Thanakorn  Watcharasupat1, Waranan  Yotpanya1, 

Duangkamol  Kunthalert1 and Sutthirat  Sitthisak1  

1Department of  Microbiology and Parasitology, Faculty of  Medical Science, 

Naresuan  University, Phitsanulok, Thailand; Tel: 0-5596-4712; Fax: 0-5596-4770;  

E-mail: Kamala.07@hotmail.com 

 

Bioremediation is a biological method for removing heavy metals from the 

environment. Heavy metal binding proteins have been identified in various 

organisms and have been used to study for bioremediation. CxxC motif is a metal 

binding domain that found in all living organisms. In this study, we determined  the 

factors  involving metal binding  activity of  the metal  binding  domain  (CxxC 

motif) recombinant  protein  in order to analyze the potential  of  the recombinant  

protein  for  bioremediation. The protein contain metal binding domain (CxxC motif) 

from mcsa gene of S. aureus  was  cloned, expressed and purified. Recombinant 

protein was tested for metal binding using IAA resin chromatography. The 

mailto:Kamala.07@hotmail.com
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recombinant protein can bound to CdCl2, CoCl2, CuCl2 and ZnCl2. The expression 

of metal binding proteins that can bind to CdCl2, CoCl2, CuCl2 and ZnCl2 from the 

total proteins of E. coli (BLR(DE3) are 3.86, 3.3, 3.53 and 4.63%, respectively. 

Thermal stability of  the recombinant  protein  was tested at  37 ºC, 45 ºC, 65 ºC  

for 10 minutes and the results  shown that the  metal  binding  activity  still present  

after 65 ºC treatment. Temperature that affects the metal binding activity was 

tested and the results showed that recombinant protein were still bound to CuCl2 at 

65 º C.  In conclusion, the results from our study shown that metal binding domain 

(CxxC motif) recombinant protein can bind effectively to various types of heavy 

metals and may be used as a potential tool for bioremediation. 
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