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การวิเคราะหกลุมยีนโพลีคีไทดซินเธสชนิดที่ 1  
จาก Streptomyces rimosus R7 ที่สรางสาร rimocidin 

 
Characterization of Type I Polyketide Synthase Gene Cluster  

from rimocidin-producing Streptomyces rimosus R7 
 

คํานํา 
 

 สารออกฤทธิ์ตานเชื้อรามีความสําคัญทางการแพทยในปจจุบันเปนอยางมาก  เนื่องจากมี
ผูปวยที่ติดเชื้อจากเชื้อรามากขึ้น  สาเหตุจากการที่ผูปวยมีภูมิคุมกันลดลงเนื่องจากการใชยากด
ภูมิคุมกัน  โดยเฉพาะผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองหรือโรคเอดส  นอกจากนี้ผูปวยที่ไดรับการผาตัด 
หรือเปลี่ยนถายอวัยวะ  ลวนมีโอกาสติดเชื้อจากเชื้อราทั้งสิ้น  สารตานเชื้อราที่นิยมใชในทาง
การแพทยมีหลายชนิด  แตมีเพียงบางชนิดเทานั้นที่มีประสิทธิภาพดี  สามารถตอตานเชื้อราไดเกือบ
ทุกชนิด เชน สารในกลุม polyene คือ amphotericin B  เปนสารที่มีประสิทธิภาพตอตานเชื้อราไดมาก
ที่สุดในปจจุบัน  และเปนสารเพียงหนึ่งในไมกี่ชนิดที่สามารถใชในการรักษาผูปวยที่ติดเชื้อจากเชื้อ
ราที่ระบบภายในรางกายโดยการฉีดเขาเสนเลือด และ nystatin ใชในการรักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อราที่
บริเวณภายนอกเทานั้น 
 

Streptomyces  เปนแบคทีเรียที่สามารถผลิตยาปฏิชีวนะได 2 ใน 3 ของยาปฏิชีวนะที่ผลิต
ไดทั้งหมดจากแบคทีเรีย  โดยสารที่ผลิตนี้มีสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive 
compound) และมีความสําคัญในดานการแพทย  เชน สารตานแบคทีเรีย (anti-bacterial)  สารตาน
เชื้อรา (anti-fungal) สารตานมะเร็ง (anti-cancer) สารตานมาลาเรีย (anti-malarial) สารกดภูมิคุมกัน 
(immunosuppressant) เปนตน  ชนิดที่พบมากที่สุดคือ สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide)  สังเคราะห
โดยการทํางานของเอนไซม polyketide synthase (PKS)  โดยในการศึกษาครั้งนี้จะเนนศึกษาโพลีคี
ไทดชนิดที่ 1 ประเภท polyene ใน Streptomyces rimosus  ซ่ึงสามารถสรางสารตานเชื้อรา 
rimocidin เพื่อใหทราบขอมลูเกี่ยวกับกลุมยีนเหลานี้ใหมากขึ้น  แลวสามารถนําความรูดังกลาวไป
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารใหมีความเหมาะสมกับโรคมากขึ้น  ใชรักษาโรคไดมปีระสิทธิภาพ
สูงขึ้นตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. ตรวจหาและวเิคราะหกลุมยนีที่เกีย่วของกบัการสรางโพลีคีไทดชนิดที ่1 จาก 
Streptomyces rimosus R7 

2. ศึกษาหนาที่ของยีนที่เกีย่วของกับการสรางสาร rimocidin ซ่ึงเปนสารตานเชื้อราจาก  
S. rimosus R7 โดยวิธียีนดิสรัปชัน (gene disruption) 
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การตรวจเอกสาร 
 

Streptomyces 
 

ลักษณะทั่วไป 
 

Streptomyces เปนแบคทีเรียแกรมบวก พบอยูทั่วไปในดนิ  สวนใหญเปนแบคทีเรียกนิซาก 
(saprophyte)  ซ่ึงทําหนาที่ยอยสลายอินทรียวัตถุ  จัดอยูในอันดับ (Order) Actinomycetales  วงศ 
(Family) Streptomycetaceae (Goodfellow, 1989)  โดยอาศัยการจดัจําแนกทางเคมีอนกุรมวิธาน 
(chemotaxonomy)  และลักษณะทางฟโนไทป (phenotype)  ในปจจุบันนิยมใชยีน 16S rDNA รวม
วิเคราะหกับวธีิการเดิมเพื่อระบุสายพันธุ (Williams et al., 1989; Wellington et al., 1992)  
Streptomyces เปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ (aerobe) ใชสารประกอบอินทรียหลาย
ชนิดเปนแหลงคารบอนที่ใชในการสรางพลังงานและการเจริญ  เจริญไดดีที่อุณหภูมิ25-35 องศา
เซลเซียส  pH 6.5 – 8.0  ลักษณะการเจริญเปนเสนใย (mycelium) ซ่ึงประกอบดวยเสนใยอาหาร 
(substrate mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium)  เมื่อเจริญเต็มที่พบการสรางสปอรตอ
เปนสายยาวทีป่ลายของเสนใยอากาศ  แตในบางสปชีสพบการสรางสปอรสายส้ันๆ บนเสนใย
อาหาร  ในระยะแรกของการเจริญโคโลนีมีผิวเรียบตอมาจะมีการพัฒนาเสนใยอากาศจนปรากฎเปน
กลุมกอนคลายแปง (powdery) หรือกํามะหยี (velvet)  พบสีของสปอร  ไดแก  น้ําเงิน  เทา  เขียว  
แดง  มวง  ขาว  และเหลือง  สวนเสนใยอาหารอาจสรางรงควัตถุ (pigment) สีตางๆ แพรไปใน
อาหาร (Williams, 1989) 

 
จีโนม (genome) ของ Streptomyces มีขนาดประมาณ  7.8 – 8.0 Mb (Kieser et al., 1992; 

Leblond et al., 1993; Lezhava et al., 1995)  ซ่ึงประกอบดวยปริมาณเบสกวานีน (guanine) และ 
ไซโทซีน (cytosine) ในอัตราสูง (high GC content) ประมาณ 70 – 74 เปอรเซ็นต  (Tewfik and 
Bradley, 1967)  โดยโครโมโซมของ Streptomyces สวนใหญเปนแบบเสนตรง (linear chromosome)  
(Lin et al., 1993; Leblond et al., 1993; Pandza et al., 1997)  ซ่ึงคาดวาทําใหโครโมโซมมีความไม
เสถียรทางพันธุกรรม (genetic instability)  เกิดการขาดหาย (deletion)  การเพิ่มปริมาณ 
(amplification)  และจัดเรียงตัวใหม (rearrangement) ของดีเอ็นเอซึ่งกอใหเกิดลักษณะทางจีโนไทป
และฟโนไทปทีเ่ปลี่ยนไปจากเดิม (Chen, 1995)  ปจจุบันมีการหาลําดับเบสทั้งจีโนมครบแลวใน  
S. coelicolor (Benley et al., 2002)  และ S. avermitilis (Ikeda et al., 2003) 
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ความสําคัญ 
 

Streptomyces ในธรรมชาติมีความสําคัญในการยอยสลายอินทรียสาร  สามารถนํา 
Streptomyces มาใชประโยชนในหลายดาน  เชน ใชเปนจุลินทรียจัดการกับของเสียประเภทลิกโน
เซลลูโลส (lignocellulose) ซ่ึงประกอบดวย ลิกนิน (lignin)  เซลลูโลส (cellulose)  และเฮมิ
เซลลูโลส (hemicellulose) ที่ไดจากการเกษตรกรรมและชุมชน (Crawford, 1978)  ใชเปนตัว
ควบคุมทางชีวภาพ (biological control)  เชน ใช S. neyagawaensisในการควบคุมปริมาณ 
Cyanobacteria ในแหลงน้ําจดื (Hee-jin et al., 2005)  ใช S. lydicus WYEC 108 เคลือบที่ผิวของ
เมล็ดถ่ัวเพื่อปองกันเชื้อรา (Yuan and Crawford, 1995)  นอกจากนี ้Streptomyces ยังนําไปใชเพื่อ
ผลิตยารักษาโรคพืช (agricultural drug)  เชน  cycloheximide เปนยาตานเชื้อราที่ผลิตไดจาก 
Streptomyces หลายชนิด  เปนยาที่มีประสทิธิภาพสูงแตมีความเปนพษิตอพืชและมนุษย (Berdy, 
1986)  นอกจากนี ้Streptomyces ยังมีความสามารถในการผลิตเอนไซมหลายชนิด  เชน  cholesterol 
oxidase ใชในการตรวจสอบปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด  นอกจากนัน้ยังพบการสรางเอนไซม 
amylase, cellulose, chitinase, endonuclease และเอนไซมอ่ืนๆ อีกหลายชนิดที่มีความสาํคัญทาง
อุตสาหกรรม (Goodfellow et al., 1988) 

 
Streptomyces เปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญในการผลิตสารเมทาโบไลตทุติยภูมิ (secondary 

metabolite) ซ่ึงมีสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด พบวา 2 ใน 3 ของยาปฏิชีวนะที่
ผลิตไดในปจจุบันมาจากแบคทีเรียกลุมนี้  (Berdy, 1995)  ไดแก สารปฏิชีวนะตานแบคทีเรีย  เชื้อรา  
ไวรัส  สารตานมะเร็ง  สารกดระบบภูมิคุมกัน (immunosuppressant)  รวมถึงยาฆาแมลง และสาร
ปราบวัชพืช (Goodfellow et al., 1988) 

 
สารโพลีคีไทด (polyketide)  เปนสารเมทาโบไลตทุติยภูมิกลุมสําคัญที่ Streptomyces สราง  มี

การศึกษายีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะหสารนี้อยางมากมาย  สารโพลีคีไทดนั้นมีความ
หลากหลายทั้งทางโครงสรางและสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  ตัวอยางสารโพลีคีไทดที่สําคัญ
ไดแก  erythromycin ซ่ึงมีสมบัติเปนสารตานแบคทีเรีย (Weber et al., 1985)  nystatin  มีสมบัติเปน
สารตานเชื้อรา (Hazen and Brown, 1951)  avermectin  มีสมบัติเปนสารตานปรสิต (Ikeda et al., 
1999)  rapamycin  มีสมบัติเปนสารกดระบบภูมิคุมกัน (Melino and Sigal, 1990) และ daunorubicin  
มีสมบัติเปนสารตานมะเร็ง (Dimarco et al., 1981)  เปนตน 
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สารโพลีคีไทด 
 

สารโพลีคีไทดที่มีโครงสรางหลากหลายทั้งแบบเปนวงแหวนอะโรมาตกิ (aromatic ring)  
ตอกัน  หรือเปนวงแหวนแลคโตน (lactone ring) ขนาดใหญ  สารกลุมนี้สรางโดยแบคทีเรยี  เชื้อรา  และ
พืช  การสังเคราะหสารโพลีคีไทดเริ่มจากการเชื่อมตอสายคารบอนของสารในกลุม acyl-coenzyme A   
ทีละ 2 คารบอนจนเปนสายยาว  โดยคารบอนที่เขามาตอนัน้มีตําแหนงเบตา (β-carbon)  เปนหมูคีโต 
(keto) เสมอ  แตอาจเกดิกระบวนการรีดักชัน (reduction) ที่หมูคีโตนี้  ทําใหเปลี่ยนไปเปนหมู
ฟงกชันอื่นๆ  การเกิดหมูคีโตตอกันเปนโครงสรางหลักเชนนี้จึงเปนทีม่าของชื่อสารโพลีคีไทด  
(Hopwood and Sherman, 1990) 

 
กระบวนการสังเคราะหโพลีคีไทด 
 

กระบวนการสงัเคราะหโพลีคีไทดมีความคลายคลึงกับกระบวนการสังเคราะหกรดไขมัน
สายยาว (long chain fatty acid) (Hopwood and Sherman, 1990) (ภาพที่ 1)  โดยกระบวนการ
สังเคราะหกรดไขมันนัน้จะมีการควบคุมการทํางานโดยเอนไซมหลัก คือ fatty acid synthase (FAS) 
โดยการสังเคราะหเร่ิมจากโดเมน (domain)  acyltransferase (AT)  นําหนวยเริ่มตน (starter unit) คือ  
acetyl-CoA  ซ่ึงมีคารบอน 2 อะตอม ไปที่บริเวณแขน phosphopantetheine ของ acyl carrier protein 
(ACP)  เกิดพันธะ thioester  จากนัน้ ACP จะสงหนวยเร่ิมตนไปที่เอนไซมหลัก  β-ketoacylsynthase 
(KS)  แลว AT จะนําหนวยตอเติม (extender unit) คือ  malonyl-CoA  ซ่ึงมีคารบอน 3 อะตอม ไปยัง 
ACP ที่วางลง  แลวเกดิกระบวนการ decarboxylative condensation เชื่อม acetyl-CoA เขากับ 
malonyl-CoA บน ACP ไดสายคารบอนที่มคีวามยาวเพิ่มขึ้น 2 คารบอนจาก malonyl-CoA  โดย
กําจัดคารบอนออกไป 1 อะตอมในรูปของคารบอนไดออกไซด  จากนัน้หมูคีโตที่ตําแหนงเบตาจะ
เกิดกระบวนการรีดักชัน 3 ขัน้ตอนคือ  ketoreduction, dehydration และ enoyl reduction ขึ้นอยาง
ตอเนื่อง  โดยเอนไซม ketoreductase (KR), dehydratase (DH)  และ enoyl reductase (ER)  ซ่ึง
เปลี่ยนหมูคีโตนั้นใหเปนหมูไฮดรอกซิล  พันธะคู  และพันธะเดีย่ว  ตามลําดับ  แลวจึงกลับเขาสู
การเชื่อม malonyl-CoA อีกตามขั้นตอนดงักลาวขางตนซ้ํากันอีกหลายรอบ  จนไดสายกรดไขมันที่
มีขนาดยาวตามความเหมาะสม  แลวจึงปลอยกรดไขมนัสายยาว  โดยการทํางานของเอนไซม 
thioesterase (TE)  ตัวอยางเชน  palmitic acid ซ่ึงมีความยาว 16 คารบอน และ stearic acid มีความ
ยาว 18 คารบอน  เปนตน 
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ภาพที่ 1  กระบวนการสังเคราะหสารโพลีคีไทดและกรดไขมัน  FAS = fatty acid synthase,  

 PKS = polyketide synthase, KS = β-ketosynthase, ACP = acyl carrier protein,  
 AT = acyl transferase, MT = malonyl transferase, KR = ketoreductase,  
 DH = dehydratase, ER = enoylreductase, TE = thioesterase; A, B, C และ D  แทนวิถีการ 
 เปลี่ยนแปลงหมูคีโตบนสายโพลีคีไทด คอื หมูคีโตคงอยู  หมูไฮดรอกซิล  พันธะคูและ 
 พันธะเดีย่วตามลําดับ 

ที่มา: Simpson (1995) 
 
 
 
 
 
 
 

Fatty acid (FAS) or polyketide synthase (PKS) 
 
KS  = Ketosynthase ACP = Acyl carrier protein 
KR = Ketoreductase    AT = Acyl transferase 
DH = Dehydratase   MT = Malonyl transferase 
ER = Enoyl reductase  

Condensation

Reduction Dehydration Reduction 

Polyketide Reduced polyketide Fatty acid

MT AT 

KS 

KR DH ER 

A 
B C D

Acyl transfer
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การสังเคราะหสารโพลีคีไทดจะมีกระบวนการตางๆ คลายกับกระบวนการสังเคราะหกรด
ไขมันดังกลาวไปแลวโดยอาศัยเอนไซม polyketide synthase (PKS)  แตในกระบวนการสรางโพลีคีไทด
นั้นสามารถเลือกใชหนวยเร่ิมตนและหนวยตอเติมที่หลากหลายกวา acetyl-CoA และ malonyl-CoA  
ที่ใชในการสรางกรดไขมัน  ซ่ึงไดแก  butyryl-CoA, isobutyryl-CoA, methylmalonyl-CoA, 
ethylmalonyl-CoA, acetoacetyl-CoA, propionyl-CoA, benzoyl-CoA และ haxanoyl-CoA  เปนตน  
นอกจากนีก้ระบวนการรีดกัชนัของหมูคีโตอาจจะมหีรือไมมีก็ได  ถามกีอ็าจจะเกดิไมครบทั้งสาม
ขั้นตอน  ทําใหเกดิความหลากหลายทางโครงสรางของสาร  โดยหมูคโีตอาจคงอยูหรืออาจถูก
เปลี่ยนแปลงไปเปนหมูฟงกชันอื่น เชน  เปลี่ยนไปเปนหมูไฮดรอกซลิ โดย KR  หรือเปลี่ยนไปเปน
พันธะคู โดย KR และ DH หรือเปลี่ยนไปเปนพันธะเดีย่วโดย KR, DH  และ ER  โครงสรางของ 
โพลีคีไทดจึงมี side chain ที่หลากหลาย  นอกจากนี้ stereochemistry ของหมูฟงกชันก็มีผลใหเกิด
ความแตกตางทางโครงสรางของโมเลกุลดวย  เมื่อสายโพลีคีไทดสังเคราะหเสร็จกจ็ะเชื่อมตอกนั
เปนวง  โดยเกดิกระบวนการ lactonization ไดเปนวงแหวนแลคโตน (lactone ring)  หรือการเกิด
กระบวนการ aromatization ไดเปนวงแหวนอะโรมาติก  (aromatic ring)  ตัวอยางสารโพลีคีไทดที่มี
โครงสรางเปนวงแหวนแลคโตนหรือโพลีคีไทดชนิดที ่1 (Type I polyketide) ไดแก  สารในกลุม
แมคโครไลด (macrolide)  และโพลีอีน (polyene)  สําหรับโครงสรางที่เปนวงแหวนอะโรมาติก
หรือโพลีคีไทดชนิดที่ 2 (Type II polyketide) ไดแก  tetracycline และ antracycline  เปนตน  หลังจาก
ไดวงแหวนโพลีคีไทดแลว  โมเลกุลสวนใหญจะมกีระบวนการดดัแปลงภายหลัง (post-modification)  
ไดแก  การเติมหมูน้ําตาล (glycosylation)  การเติมหมูไฮดรอกซิล (hydroxylation)  การเติมหมูเมธลิ 
(methylation)  หรือหมูฟงกชันอื่นๆ เขาไปในตําแหนงตางๆ ของสารโพลีคีไทดเพื่อใหสารนั้นมี
สมบัติเปนสารออกฤทธิ์ที่สมบูรณ (Hopwood and Sherman, 1990; Simpson, 1995) 

 
ชนิดของยนีและเอนไซม polyketide synthase (PKS) 
 

เอนไซม PKS ในแบคทีเรียแบงเปน 3 ชนิด  โดยมีรูปแบบการจัดเรียงตวัของยีนและของ
เอนไซมที่สรางแตกตางกันดงันี้  

 
Type I polyketide synthase (Type I PKS)  เปนเอนไซมทีม่ีขนาดใหญและมีหลายหนาที่ 
(multifunctional enzyme)  โดเมนที่เกี่ยวของเรียงตัวซํ้ากนัเปนชุด เรียกวา โมดุล (module) ซ่ึง
จํานวนโมดุลนั้นบอกถึงจํานวนหนวยตอเติมที่เปนองคประกอบของสารโพลีคีไทดชนิดนัน้ๆ และ
บอกจํานวนรอบของการเกดิกระบวนการ decarboxylative condensation (ภาพที่ 2 ก)  ในแตละ 
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(ก) 
 
 
 
 
(ข) 
 
 
 
 
 
(ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  การจดัเรียงตวัของกลุมยีน polyketide synthase (PKS) 

(ก) ยีน Type I PKS ของการสังเคราะห erythromycin (ery)  และ niddamycin (nid) 
(ข) ยีน Type II PKS ของการสังเคราะห actinorhodin (act)  และ tetracenomycin (tcm) 
(ค) ยีน Type III PKS ของการสังเคราะห 1,3,6,8-tetrahydroxynapthalene (rpp) และ 

monoacetylphloroglucinol (phl) 
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Hopwood (1997) 
 

 

  1 kb 

act 

tcm 

  1 kb 
rpp 

phl 

  1 kb ery 

nid 

β-ketoacyl synthase α               Dehydratase                         Thioesterase 
Acyltransferase                        Enoylreductase                     β-ketoacyl synthase β    
Acyl carrier protein                   Ketoreductase                      Cyclase/Aromatase 
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โมดุลประกอบดวยโดเมนทีท่ําหนาทีห่ลัก  ไดแก  KS, AT และ ACP  นอกจากนีใ้นแตละโมดุลยงั
ประกอบดวยโดเมนทีเ่กีย่วของกับกระบวนการรีดกัชนัของหมูคีโต  คือ  KR, DH  และ ER  ซ่ึงอาจมี
หรือไมมีโดเมนเหลานี้กไ็ด  สําหรับสารโพลีคีไทดชนิดที่ 1 ที่ Type I PKS สังเคราะหมีโครงสราง
เปนวงแหวนแลคโตน  ตัวอยางสารโพลีคีไทดชนิดที่ 1 (ภาพที่ 3 ก) ไดแก  ยาปฏิชีวนะในกลุม 
แมคโครไลด  เชน  erythromycin จาก Saccharopolyspora erythraea (Weber et al., 1985)  และ 
tylosin จาก S. fradiae (DeHoff et al., 1996)  ยาปฏิชีวนะในกลุม polyene  เชน  pimaricin จาก  
S. natalensis (Aparicio et al., 2000)  และ nystatin จาก S. noursei  (Brautaset et al., 2000) 
 

Type II polyketide synthase (Type II PKS)  เปนเอนไซมที่ทํางานแบบ monofunctional 
unit  คือเปนเอนไซมเดี่ยวทํางานแตละหนาที่แยกออกจากกัน  โดยมีเอนไซมหลักคือ KS และ ACP 
เชนเดยีวกัน (ภาพที่ 2 ข)  สําหรับ KS จะมีสองหนวยคือ KSα  และ KSβ  โดย KSα   ทําหนาที่ 
condensation  ขณะที ่KSβ ทําหนาที่เปน chain length determination factor นอกจากนีย้ัง
ประกอบดวย KR และ cyclase/aromatase  เพื่อสรางวงแหวนอะโรมาตกิ  ตัวอยางสารโพลีคีไทด
ชนิดที่ 2 (ภาพที่ 3 ข) ไดแก  actinorhodin จาก S. coelicolor  (Fernandes-Moreno et al., 1992)  
tetracenomycin จาก S. glaucescens  (Hutchinson et al., 1993)  และ oxytetracycline จาก   
S. rimosus (Rhodes et al., 1981)  เปนตน 

 
Type III polyketide synthase (Type III PKS) (ภาพที่ 2 ค) ประกอบดวยยีนหลักคือ KS 

เพียงยีนเดยีวทาํหนาที่ condensation โดยไมตองอาศัย ACP  เอนไซมประเภทนี้คลายกับเอนไซม
chalcone synthase (CHS)  ซ่ึงเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารตั้งตนของ flavonoid ในพืช  สําหรับ
ในแบคทีเรียจะพบการสรางสาร polyhydroxy phenol (Hopwood and Sherman, 1990)  เชน  
1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene (THN) จาก S. coelicolor A3(2) (Izumikawa et al., 2003)   
3,5-dihydroxyphenylacetic acid (DHPA) จาก Amycolatopsis mediterranei  และ  
A. orientalis  (Li et al., 2001)  และ monoacetylphloroglucino (MAPG) จาก  Pseudomonas 
fluorescens (Bangera and Thomashow, 1999)  (ภาพที่ 3 ค) 
 
 
 
 
 



 10

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(ข) 
 
 
 
 
 
(ค) 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ตวัอยางสารโพลีคีไทด 

 (ก)  สารโพลีคีไทดชนิดที่ 1  :  erythromycin, tylosin, pimaricin และ nystatin 
 (ข)  สารโพลีคีไทดชนิดที่ 2  :  actinorhodin, tetracenomycin C และ oxytetracycline 
 (ค)  สารโพลีคีไทดชนิดที่ 3  :  1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene (THN),  

  3,5-dihydroxyphenylacetic acid (DHPA)  และ monoacetylphloroglucino (MAPG) 
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กลุมยีน Type I PKS ท่ีสังเคราะห erythromycin 
 

Erythromycin เปนยาปฏิชีวนะกลุมมาโครไลด  ผลิตโดย Saccharopolyspora erythraea  
(Weber et al., 1985)  เปนยนี Type I PKS กลุมแรกที่ถูกศึกษาวามีการจัดเรียงตวัของยีนเปนระบบ
โมดุล (Cortes et al., 1990; Donadio et al., 1991)  จึงเปนตนแบบในการศึกษายีนในกลุมโพลีคีไทด
ชนิดที่ 1  

 
Erythromycin ประกอบดวย propionyl-CoA เปนหนวยเร่ิมตนและ methylmalonyl-CoA 

จํานวน 6 โมเลกุลเปนหนวยตอเติม  โดยสายโพลีคีไทดจะเชื่อมกนัเปนวงแลคโตนเรียกวา   
6-deoxyerythronolide B (6dEB)  จากนัน้จงึเขาสูกระบวนการดดัแปลงในตอนทาย (post-modification) 
โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล  และน้ําตาลเพือ่ใหมีคุณสมบตัิเปนยาปฏิชีวนะคือ erythromycin A 
(Donadio et al., 1991)  

 
ยีนที่เกี่ยวของกับการสราง 6dEB จะอยูรวมกันเปนกลุม  เรียกวา deoxyerythronolide B 

sythase (DEBS) (Cortes et al., 1990; Donadio and Katz, 1992)  โดยมีการลอกรหัสอยางตอเนื่อง
และมีการแปลรหัสเปน 3 open reading frame (ORF) คือ  eryAΙ, eryAΙΙ  และ eryAΙΙΙ  
ไดโพลีเปปไทด 3 ชนิด  เรียกวา  DEBS1, DEBS2 และ DEBS3 (ภาพที่ 4)  ในแตละ ORF 
ประกอบดวย 2 โมดุล  โดยกลุมยีน DEBS มีทั้งหมด 6 โมดุล  ในแตละโมดุลจะมีโดเมนหลัก  คือ  
KS, AT และ ACP  นอกจากโดเมนหลักนี้แลวในโมดลุที่ 1, 2, 5 และ 6 ยังมีโดเมน KR  ซ่ึงทํา
หนาที่รีดวิสหมูคีโตไปเปนหมูไฮดรอกซลิ  ขณะที่โมดลุที่ 4 มีโดเมน DH/ER/KR ทําหนาที่รีดวิส
หมูคีโตไปเปนพันธะเดี่ยวณตําแหนงนัน้  สําหรับโมดุลที่ 3 ไมมีโดเมน KR  ทําใหมีหมูคีโตคงอยู
สวนตนของโมดุลที่ 1 เปนโดเมนเริ่มบรรจุ (loading domain) ทําหนาที่สงหนวยเร่ิมตนและหนวย
ตอเติมตวัแรกเขามาที่ DEBS  สวนที่ปลายของโมดุลที ่6 มโีดเมน TE  ทําหนาที่ปลอยสายโพลีคีไทดที่
สังเคราะหเสรจ็สมบูรณแลวเชื่อมกนัเปนวงแลคโตนของ 6dEB 
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ภาพที่ 4  กระบวนการสังเคราะห erythromycin และการจัดเรียงตวัของกลุมยีน eryAI, eryAII และ   

 eryAIII  และเอนไซม deoxyerythronolide B (DEBS) 
ที่มา: Hopwood (1997) 
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การดัดแปลงโดเมนในกลุมยนี Type I PKS ท่ีสังเคราะห erythromycin 
 

จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงโครงสรางของวงแลคโตน  โดยการทาํใหโดเมนบางสวน
หายไป (deletion)  เชน โดเมน KR ในโมดลุที่ 5 (Donadio et al., 1991)  และโดเมน ER ในโมดุลที่ 4 
(Donadio et al., 1993)  พบวาไดสารใหม คอื  5-keto-6dEB และ 6,7-dehydro-6dEB ตามลําดับ  เปน
ผลใหเกิดแนวคิดการดัดแปลงโดเมนตางๆ ในกลุมยีนนีเ้พื่อใหสรางสารใหมๆ 
 

มีการนําโดเมน AT จากโมดุลที่ 2 ของกลุมยีน Type I PKS ที่สังเคราะห rapamycin 
(rapAT2) จาก S. hygroscopicus (Schwecke et al., 1995) ซ่ึงทําหนาที่สง malonyl-CoA มาแทนที่
โดเมน AT ในโมดุลที่ 1 ของ DEBS (eryAT1) พบวา rapAT2 จะเลือกสง malonyl-CoA  แทน 
methylmalonyl-CoA  ซ่ึงเลือกโดย eryAT1 ทําใหไดวงแลคโตนขนาดเล็กแบบ triketide โมเลกุล
ใหมซ่ึงขาดหมูเมธิลที่ตําแหนงที่ 4 (Oliynyk et al., 1996)  ตอมา rapAT2 ถูกนําไปแทนที่โดเมน 
AT ในโมดุลที ่2, 5 และ 6 ของ DEBS โดยคาดวาจะเลือกใช acetyl-CoA เปนหนวยตอเติมมากกวา
ใช propionyl-CoA  ซ่ึงทําใหไดสารที่เปนอนุพันธของ 6dEB  (Oliynyk et al., 1996; Liu et al., 
1997)  การนําเอาสวนของโดเมน  rapDH/KR4  มาแทนที่โดเมน KR ในโมดุลที่ 2, 5 และ 6 ของ 
DEBS ไดสารที่เปนอนุพันธของ 6dEB  ที่มีพันธะคูจากกระบวนการ dehydration ที่ตําแหนงของ
แอลกอฮอลเดมิไดเปนพนัธะคู  และยังมีการแทนที่โดเมน KR ในโมดลุที่ 2, 5 และ 6 ของ DEBS  
ดวย rapDH/ER/KR1 ไดสารที่เปนอนุพันธของ 6dEB โดยตําแหนงเดมิของแอลกอฮอลจะ
เปลี่ยนเปนพันธะเดี่ยว (Kao et al., 1997; McDaniel et al., 1999)  นอกจากนีย้ังมีการแทนที่โดเมน 
AT และ KR ของ DEBS  ภายในโมดุลเดยีวกัน  ซ่ึงก็ทําใหไดอนพุันธของ 6dEB  ที่มีโครงสรางตาง
ออกไป (McDaniel et al., 1999)  จากการทดลองที่ผานมาแสดงใหเห็นวา  สามารถสังเคราะหสาร 
โพลีคีไทดใหมีโครงสรางของโมเลกุลใหมได  ดวยการแทนที่โดเมนในตําแหนงที่ตองการ
เปลี่ยนแปลงเพียงตําแหนงเดียว (single mutation)  สองตําแหนง (double mutation)  หรือสาม
ตําแหนง (triple mutation)  ทําใหไดสารที่มีโครงสรางใหมมากมายที่คลายกับโครงสรางเดิม  
(Thamchaipenet, 1999; McDaniel et al., 1999) 

 
มีการดัดแปลงพันธุกรรมของ E.coli   เพื่อใชเปนเซลลเจาบานในการสังเคราะห 6dEB  ทํา

ใหมีการสังเคราะหไดในปรมิาณที่มากขึ้น  และงายตอการดัดแปลงทางพันธุกรรม (Murli et al., 
2002)  ตอมาการศึกษาการสบัเปลี่ยนโมดุลของกลุมยีน Type I PKS จึงนิยมทําใน E. coli  เชน  
การศึกษาการขาดหายไปบางสวนของโดเมน AT ซ่ึงจะเปนตัวคัดเลือกหนวยตอเติมที่จะเขามาตอ
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ในโครงสรางหลักของโมดลุที่ 6  รวมกับการใชเอนไซม acyl transferase จาก S. coelicolor  และให
เกิดการแสดงออกในเซลลของ E. coli (Kumar et al., 2003)  พบวาไดสารใหมคือ  
2-desmethyl-6dEB  การทดลองนี้ยังแสดงใหเห็นวาโดเมน AT สามารถรับหนวยตอเตมิชนิดอื่นๆ 
ไดอีก คือ malonyl-CoA  เนือ่งจากเอนไซม acyl transferase จาก S. coelicolor  เปนเอนไซมที่
จําเพาะตอ malonyl-CoA 

 
การศกึษากลุมยีน Type I PKS อ่ืนๆ นอกเหนือไปจาก DEBS เชน กลุมยนี Type I PKS ที่

เกีย่วของกับการสราง avermectin  ซ่ึงมีสมบตัิเปนสารตานปรสิต จาก S. avermitilis  (Ikeda et al., 
1999)  โดยมหีนวยเร่ิมตน คือ isobutyryl-CoA หรือ 2-methylbutyryl-CoA  สวนหนวยตอเติม คือ 
acetyl-CoA และ propionyl-CoA  กลุมยีน Type I PKS ประกอบดวย 4 ORF  คือ aveA1, aveA2, aveA3 
และ aveA4  แปลรหัสเปนโพลีเปปไทด 4 ชนิด คือ AVES1, AVES2, AVES3 และ AVES4 โดยกลุม
ยีน Type I PKS ที่เกีย่วของกบัการสราง avermectin จัดเรียงตัวเปน 12 โมดุล (Ikeda et al., 1999)  
การศกึษากลุมยีน Type I PKS  ทีเ่กีย่วของกบัการสราง rapamycin ซ่ึงเปนสารกดภูมิคุมกนั  จาก  
S. hygroscopicus (Melino and Sigal, 1990)  rapamycin  มีหนวยเร่ิมตน คือ cyclohexanecarboxylic 
acid ซ่ึงไดมาจาก shikimate pathway (Paiva et al., 1993)  และหนวยตอเติม คือ acetyl-CoA และ 
propionyl-CoA  กลุมยีน Type I PKS ประกอบดวย 3 ORF คือ rapA, rapB และ rapC  แปลรหัส
เปนสายโพลีเปปไทดได 3 ชนิด คือ RAPS1, RAPS2 และ RAPS3  โดยมีการเรยีงตวัของยีนเปน  
14 โมดุล (Schwecke et al., 1995) 

 
การศึกษาเกี่ยวกับการเรียงตวัและการทํางานของกลุมยีน Type I PKS  ทําใหเกิดความ

เขาใจในการสงัเคราะหสารกลุมนี้และสามารถนําความรูที่ไดไปเปลี่ยนโครงสรางสารที่มีอยูเดิม
เปนโครงสรางใหมใหมีความหลากหลายมากขึ้น  ซ่ึงอาจทําใหมีคณุสมบัติการออกฤทธิ์ดีกวาเดิม  
หรือการออกฤทธิ์แตกตางออกไป  โดยการใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาเปลี่ยนแปลงหรือ
สับเปลี่ยนโครงสรางยีนและโดเมน  เชน  การเปลี่ยนแปลงจํานวนโมดลุ  หรือการทํา 
inactivation/insertion ของบางโดเมน 
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สารออกฤทธิ์ตานเชื้อรา 
 

สารออกฤทธิ์ตานเชื้อรามีความสําคัญทางการแพทยในปจจุบันอยางมาก  จากสถิติพบวา
ผูปวยไดรับการติดเชื้อจากเชือ้ราเพิ่มมากขึน้ (Walsh, 1992)  สาเหตุมาจากการที่ผูปวยมีภูมิคุมกนั
ลดลงจากการใชยากดภูมิคุมกัน  โดยเฉพาะผูปวยทีเ่ปนโรคภูมิคุมกันบกพรองหรือโรคเอดส  
นอกจากนี้เดก็แรกเกดิที่มีน้ําหนักต่ํากวาปกติ  ผูปวยโรคมะเร็งที่ไดรับการรักษาดวยการใหสารเคมี  
ผูปวยที่ไดรับการปลูกถายอวัยวะ  ผูปวยทีม่ีแผลไฟไหมหรือน้ํารอนลวก  และผูปวยที่ไดรับการ
ผาตัด  ลวนแลวแตมีโอกาสตดิเชื้อจากเชื้อราไดทั้งส้ิน  ซ่ึงเชื้อราที่พบวาเปนสาเหตุของการเกิดโรค
มากที่สุด  คือ  Candida  และ  Aspergillus (Walsh, 1992)  ดวยเหตุนี้สารตานเชื้อราจงึมีความจําเปน
ในการใชรักษาผูปวย   

 
สําหรับทางดานการเกษตร  สารออกฤทธิ์ตานเชื้อราตอผลผลิตทางการเกษตรก็มี

ความสําคัญมาก  เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม  มีพืชผลทางการเกษตรมากมาย
เพื่อการสงออกและเปนรายไดสําคัญของประเทศ  เมื่อเกิดการติดเชื้อจากเชื้อราทําใหผลผลิตลดลง  
สงผลตอเกษตรกรและการสงออก  จึงไดมกีารนําสารตานเชื้อราบางชนิดมาทดลองใชกับพืช  เชน 
cycloheximide, griseofulvin และ kasugamycin เปนตน (Hamilton-Miller, 1973) 
 

สารออกฤทธิ์ตานเชื้อราหลายชนิดพบวายงัมีความเปนพษิคอนขางสูง  ถึงแมจะมี
ประสิทธิภาพดีในการตานเชื้อรา  แตก็เปนอันตรายเกินไปสําหรับนําเปนใชในการรกัษาผูปวยที่ตดิ
เชื้อจากเชี้อรา  จากขอจํากดันี้จึงจําเปนตองหาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อราตัวใหมที่มีพิษนอยลงหรือไม
มีพิษตอผูปวยเลย  แตการพฒันาสารดังกลาวเปนไปไดคอนขางยาก  เนื่องจากเชื้อราเปนยูคาริโอต  
ซ่ึงมี metabolic pathway ไมแตกตางจากมนุษยมากนกั  สารตานเชื้อราที่มีอยูในปจจบุันและพบวามี
ประสิทธิภาพดี  ไดแก  สารในกลุม polyene  (amphotericin B และ nystatin)  กลุม azole  
(fluconazole, ketoconazole และ itraconazole)  กลุม allylamine (naftifine และ terbinafine),  
flucytosine (5-FC), echinocandins (caspofugin)  และ griseofulvin  (Ryan et al., 2004) 
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สารโพลีคีไทดท่ีมีสมบัติออกฤทธิ์ตานเชื้อรา 
 

สารโพลีคีไทดที่มีสมบัติออกฤทธิ์ตานเชื้อราเปนสารที่จัดอยูในกลุม polyene  โดยสาร
ในกลุมนีจ้ะมโีครงสรางเปนวงแหวนแลคโตนขนาดใหญมากกวา 26 membered  และมีพันธะคู
ภายในโครงสรางตั้งแต 3-7 คู  ซ่ึงจากลักษณะการมีพันธะคูภายในโครงสรางนี้  ทําใหสาร polyene
สามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตในชวงความยาวคลื่น 280-410 นาโนเมตร  และใหคาการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax ) 3 หรือ 4  คา  ซ่ึงคาดังกลาวจะแตกตางกันขึน้อยูกับจํานวนพันธะคูใน
โครงสรางสาร (ตารางที่ 1)  โดยแบงเปน triene, tetraene, pentaene, hexaene และ heptaene   

 
ตารางที่ 1  ความยาวคลื่นทีใ่หคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารปฏิชีวนะกลุม polyene 
 

λmax (nm) กลุมสารโพลีอีน 
1 2 3 

Tetraenes 291 305 319 
Pentaenes 318 333 351 
Hexaenes 340 358 379 
Heptaenes 362 381 405 

 
ที่มา: Dinya and Sztaricskai (1986) 
 
ซ่ึงมีจํานวนพนัธะคู  3, 4, 5, 6 และ 7 คูตามลําดับ  นอกจากนี้สาร polyene สวนใหญจะมีหมูน้ําตาล
ประเภท aminosugar ตออยูกับวงแหวนแลคโตนดวย β-glycosidic bond  โดยน้ําตาลที่พบในสาร 
polyene สวนใหญ คือ mycosamine (3-amino-3,6-dideoxy-D-mannose) (Martin, 1985)  สารใน
กลุม polyene จะมีลักษณะทางโครงสรางที่สัมพันธกันอยางชัดเจน คือบริเวณ conserved region 
(Kadota et al., 2004)  ประกอบดวย hemiacetal ring และ exocyclic carboxyl group (ภาพที่ 5)  ซ่ึง
บริเวณ conserved region นีม้ีความสําคัญตอการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารในกลุม polyene 
(Aparicio et al., 2003)  สารที่สําคัญในกลุม polyene ไดแก  amphotericin B  ซ่ึงผลิตจากเชื้อ  
S. nodosus (Dutcher, 1968)  และ nystatin ผลิตจากเชื้อ S. noursei  (Hazen and Brown, 1951)  
(ภาพที่ 5)  โดยสารเหลานีจ้ะจบัตัวกับ ergosterol ซ่ึงเปนสาร sterol ที่พบทัว่ไปในเยือ่หุมเซลลของเชื้อ
ราไดดกีวาสารคอเลสเตอรอลซึ่งเปนสาร sterol  ทีพ่บทัว่ไปในเยื่อหุมเซลลของมนษุย  โดยจะจับตวั



 17

กันเปน complex ทําใหเยื่อหุมเซลลร่ัว  และไมสามารถคัดเลือกสารที่จะผานเขา-ออกในเซลลได
ตามปกติ  เกดิการเสียสมดุลของประจุภายในเซลล  ทําใหเซลลตายในที่สุด  (Imada and Hotta, 
1992; McGinnis and Rinaldi, 1996)  จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ amphotericin B 
(heptaene) กับ nystatin (hexaene) ที่ความเขมขนเทากันพบวา  amphotericin B ใหผลการรักษาที่
ดีกวา  จึงสรุปไดวาจํานวนพนัธะคูมีผลตอระดับความรุนแรงของสารตานเชื้อรา (McGinnis and 
Rinaldi, 1996)  นอกจากนี้ยังมีสาร polyene อ่ืนอีกที่เปนสารตานเชื้อรา  เชน  candicidin  ผลิตจาก
เชื้อ S. griseus (Lechevalier et al., 1953),  pimaricin  ผลิตจากเชื้อ  S. natalensis  (Stryuk et al., 
1958) (ภาพที่ 5) 

 
การสังเคราะห polyene อาศัยเอนไซม Type I PKS  มีการศึกษากลุมยีนนี้ในการสังเคราะห 

nystatin (Brautaset et al., 2000), pimaricin (Aparicio et al., 1999, 2000), amphotericin (Caffrey et 
al., 2001) และ candicidin (Campelo and Gil, 2002)  พบวากลุมยนี Type I PKS ที่เกี่ยวของกับการ
สราง  nystatin ประกอบดวย 6 ORF คือ nysA, nysB, nysC, nysI, nysJ และ nysK   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  โครงสรางของ nystatin, pimaricin, amphotericin และ candicidin D 

  กรอบสี่เหล่ียม = conserved region (hemiacetal ring)  
ที่มา: Aparicio et al. (2003)  
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ซ่ึงแปลรหัสเปนโพลีเปปไทด 6 ชนิด คือ NysA, NysB, NysC, NysI, NysJ และ NysK  ซ่ึงมีการ
เรียงตัวของยีนเปน 18 โมดุล  โดยมีหนวยเร่ิมตน คือ acetyl-CoA และหนวยตอเติม คอื malonyl-
CoA และ methylmalonyl-CoA (Brautaset et al., 2000)  กลุมยีน Type I PKS ที่เกีย่วของกับการ
สราง  pimaricin ประกอบดวย 5 ORF คือ pimS0, pimS1, pimS2, pimS3 และ pimS4 ซ่ึงแปลรหัส
เปนโพลีเปปไทด 5 ชนิด คือ PIMS0, PIMS1, PIMS2, PIMS3 และ PIMS4  ซ่ึงมีการเรยีงตัวของยีน
เปน 12 โมดุล  โดยมีหนวยเร่ิมตน คอื acetyl-CoA และหนวยตอเติม คอื acetyl-CoA และ propionyl-
CoA (Aparicio et al., 2000)  กลุมยนี Type I PKS ที่เกีย่วของกับการสราง  amphotericin  ประกอบดวย 
6 ORF คือ amphA, amphB และ amphC , amphI, amphJ และ amphK  ซ่ึงแปลรหัสเปนโพลีเปปไทด 6 
ชนิด คือ AmphA, AmphB, AmphC, AmphI, AmphJ และ AmphK  โดยมีการเรียงตวัของยนีเปน 18 
โมดุล  มีหนวยเร่ิมตน คือ acetyl-CoA และหนวยตอเติม คือ acetyl-CoA และ propionyl-CoA (Caffrey et 
al., 2001)  การศึกษาบางสวนของกลุมยีน Type I PKS ที่เกีย่วของกับการสราง candicidin ประกอบดวย 
 4 ORF คือ canP1, canP2, canP3 และ canPF  แปลรหัสเปนโพลีเปปไทดได 4 ชนิด  คือ CanP1, CanP2, 
CanP3 และ CanPF  โดยคาดวามีการเรียงตวัของยีนเปน 10 โมดุล  การสังเคราะห candicidin พบวามี
หนวยเร่ิมตน คือ PABA (p-aminobenzoic acid) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ  สวนหนวยตอ
เติม คือ methylmalonyl-CoA (Campelo and Gil, 2002) 
 
Rimocidin 
 

Rimocidin มีสมบัติเปนสารตานเชื้อรา  ผลิตโดย S. rimosus  มีการรายงานครั้งแรกในป 1951 
(Davisson et al.)  เร่ิมมีรายงานการศกึษาโครงสราง aglycone บางสวนของสาร rimocidin ในป 1965 
(Cope et al.)  และมกีารศกึษาเพิ่มเตมิอีกในป 1966 (Cope et al.)  จนกระทัง่ทราบโครงสราง aglycone 
สมบูรณเมื่อป 1977 (Pandey and Rinehart, 1977; Folkowski et al., 1978)  หลังจากนัน้เริม่มีการศึกษา 
stereostructure ของสาร rimocidin ในป 1995 (Sowinski et al.) และ 2002 (Volpon and Lancelin)  จาก
การวดัคาการดดูกลนืแสงพบวา rimocidin มีคาการดดูกลนืแสงสดูสุดเทากับ 279, 291, 304 และ 318 
(Cope et al., 1965)  มีจํานวนพันธะคู 4 คู  จดัอยูในกลุม tetraene  (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6  โครงสรางโมเลกุลของ rimocidin 

 R1 = CH2-CH3 ; R2 = CH2-CH2-CH3 
ที่มา: Volpon and Lancelin (2002) 

 
นอกเหนอืจาก S. rimosus ที่ผลิต rimocidin แลวยังพบรายงานเรว็ๆ นีว้า S. diastaticus var. 

108  สามารถสรางสาร polyene ที่จัดอยูในกลุม tetraene ได 2 ชนิด คือ rimocidin และ CE-108  
นอกจากนี้ยงัสามารถสราง oxytetracycline ไดดวย (Seco et al., 2004)  จากการศกึษาโครงสรางของ
สาร polyene ทั้งสองชนิดที่สายพนัธุนี้ผลิตได  พบวามีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยทีบ่ริเวณ side 
chain ของ aglycone โดย rimocidin มี side chain เปนหมู  propyl  ในขณะที่ CE-108  มี side chain เปน
หมู methyl  ความแตกตางนี้เกดิจากการเลือกใชหนวยเร่ิมตนที่ตางกนั  โดยหนวยเร่ิมตนของการ
สังเคราะห rimocidin  คือ butyryl-CoA และของ CE-108  คือ acetyl-CoA (ภาพที ่7) โดย tetraene ทั้ง
สองชนดินีไ้ดมาจากกระบวนการสังเคราะหเดยีวกัน  ในรูปแบบการแขงขัน  การสังเคราะหสารใดสาร
หนึ่งนัน้ขึ้นอยูกับอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ (Seco et al., 2004) 

 
เมื่อศกึษาบางสวนของกลุมยนี Type I PKS ที่เกีย่วของกับการสรางสาร tetraene ทั้งสองชนิด  

พบวาประกอบดวยยีน rimA, rimB, rimC, rimD, rimE, rimF, rimG, rimH, rimJ และ rimK  โดยยีน 
rimA และ  rimB  เปนสวนของกลุมยีน Type I PKS  ซ่ึงยีน rimA แปลรหัสเปน RimA ซ่ึงคือ loading 
module สําหรับการสังเคราะห rimocidin และ CE-108  ยนี rimJ แปลรหัสเปน RimJ ซ่ึงมีความคลาย
กับเอนไซม crotonyl-CoA reductase นาจะมีบทบาทสําคญัในการสราง butyryl-CoA จาก acetyl-CoA 
2 โมเลกุล  เนื่องจาก butyryl-CoA และ acetyl-CoA เปนหนวยเร่ิมตนของสารสังเคราะห rimocidin 
และ CE-108  ตามลําดับ  สวนยนีที่เหลือทาํหนาที่สรางโปรตีนที่เกีย่วของกับกระบวนการ post-
modification  ไดแก RimE เปน glycosyl transferase ทําหนาที่ในการเตมิหมูน้ําตาลใหกับ rimocidin 
และ CE-108  RimF เปน aminotransferase ทําหนาที่เกีย่วกับการสรางโมเลกุลน้ําตาล เปนตน  
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Rimocidin : R1 = CH2-CH2-CH3; R2 =COOH 
CE-108      : R1 = CH3; R2 = COOH 
Rimocodin B : R1 = CH2-CH2-CH3; R2 = CONH2 
CE-108B       : R1 = CH3; R2 = CONH2 
Rimocidin C : R1 = CH2-CH2-CH3; R2 = CH3 
CE-108C      : R1 = CH3; R2 = CH3 

(Seco et al., 2004, 2005) จากการศกึษานี้ทาํใหสามารถเขยีนแบบจําลองการสังเคราะห rimocidin และ 
CE-108 ได (Seco et al., 2004) (ภาพที่ 8) 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  โครงสรางของสาร rimocidin, CE-108 และอนพุนัธ 
ที่มา: Seco et al. (2004) 
 

 
ภาพที่ 8  แผนภาพแสดงการสังเคราะห rimocidin  
ที่มา: Seco et al. (2004) 
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จากการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการสังเคราห rimocidin และ CE-108  ไดนําเทคนิคทาง
พันธุวิศวกรรมมาศึกษาหนาที่ของยีน  โดยการทํายนีดิสรัปชันที่บริเวณยนี rimA พบวาไดสาร 
amide ของ tetraene ทั้งสองชนิด คือ rimocidin B และ CE-108B (ภาพที่ 7) มีโครงสรางแตกตาง
จากสารเดิมเพยีงเล็กนอยคือเปล่ียน side chain จากหมู carboxyl ไปเปนหมู amide  ซ่ึงสาร amide 
ทั้งสองชนิดนีม้ีสมบัติตางไปจากสารเดิมคือมีประสิทธิภาพในการตานเชื้อรามากขึน้  และมีความ
เปนพิษนอยลงแสดงวา RimA เกี่ยวของกบัการเลือกใชหนวยเร่ิมตน (Seco et al., 2005a)  ตอมาจึงมี
การศึกษาเพื่อพิสูจนวา rimocidin B และ CE-108B  ที่ไดมาจาก rimocidin และ CE-108  ที่ผานการ
ตอเติมหมูฟงกชันบางอยางโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม amidotransferase ซ่ึงจะเปลี่ยนหมู 
carboxyl ไปเปนหมู amide โดยทําดิสรัปชันที่ยีน rimG  เนื่องจากยีน rimG แปลรหสัเปน 
โพลีเปปไทดที่ทําหนาที่ในการเติมหมู carboxyl ใหกับ aglycone ของ rimocidin และ CE-108  เมื่อ
ทํายีนดิสรัปชนัของ rimG แลว  ทําใหได rimocidin และ CE-108  ที่ไมมีหมู carboxyl และคาดวาจะ
ไดสาร amide ของ tetraene ทั้งสองชนิด  แตปรากฏวาพบสารชนิดใหม คือ rimocidin C และ  
CE-108C ซ่ึงที่บริเวณหมู carboxyl เปลี่ยนไปเปนหมู methyl (ภาพที ่7)   rimocidin C และ  
CE-108C มีสมบัติการตานเชื้อราไมตางไปจากสารเดิม คือ rimocidin และ CE-108  แตมีความเปน
พิษนอยกวา (Seco et al., 2005b) 
 
การตรวจหาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อรา 
 

การตรวจหาสารออกฤทธิ์ตานเชื้อราเบื้องตน  ใชวิธี  agar diffusion method (Brewer and 
Platt, 1967)  โดยเกลี่ยเชื้อราหรือผสมเชื้อรา เชน Candida หรือ Aspergillus  ลงในอาหาร  จากนัน้
ใช paper disc จุมสารตัวอยางแลววางบนผิวหนาของอาหาร  หรือวางทอทรงกระบอกขนาดเล็กลง
บนผิวอาหารแลวหยดสารตัวอยางลงในทอทรงกระบอก  หรือเจาะอาหารแข็งในจานอาหารใหเปน
ชองทรงกระบอกแลวหยดสารตัวอยางลงในชอง  จากนัน้บมเชื้อรา  และดูการเกดิวงใส (clear zone) 
 

การตรวจสอบสารตานเชื้อราโดยวิธีทางเคมี  ไดแก การทํา Thin-Layer Chromatography 
(TLC)  และ spectrophotometry  โดยการสกัดสารจากเซลลดวยบิวทานอล (n-butanol) หรือน้ําเลี้ยง
เช้ือดวย ethyl acetate  นําสารสกัดไประเหยใหแหงภายใตสุญญากาศแลวละลายตะกอนดวยเมธา
นอล  นําไปทํา TLC และ spectrophotometry เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (Brewer and Platt, 1967)   
การแยกสารในกลุม polyene โดยวิธี TLC  สามารถใชตัวพา (mobile phase) ไดหลายชนิดเชน  
chloroform : methanol (85:15), butanol : acetic acid : H2O (4:1:5)  และ butanol : ethanol : H2O 



 22

(1:1:1) (Pandey and Rinehart, 1977; Pandey et al., 1982)  เปนตน  สามารถตรวจสอบการแยกของ
สารไดหลายวธีิ  เชน  การตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  การพนดวยไอของไอโอดีน 
(iodine vapor)  การพนดวยกรดซัลฟูริก (sulfuric acid spray)  การพนดวย ninhydrin spray  เปนตน  
หรืออาจทํา Bioautography โดยการเททับแผน TLC ดวยอาหารที่มีเชื้อรา  เพื่อตรวจสอบบริเวณวง
ใส (Ciftci et al., 1984) 

 
การสงถายดีเอ็นเอเขาสู Streptomyces 

 
การสงถายดีเอน็เอเขาสู Streptomyces สามารถทําไดหลายวิธี  เชน  การทรานสฟอรเมชัน 

(transformation)  ทรานสดักชัน (transduction)  และคอนจูเกชัน (conjugation)  ซ่ึงวิธีทรานสฟอร
เมชันนั้นตองเตรียมไมซีเลียมของ Streptomyces ใหอยูในรูปโพรโทพลาสต (protoplast)  โดยการ
ยอยผนังเซลลดวย lysozyme ซ่ึงตองมีการพัฒนาวิธีการเตรียมโพรโทพลาสต  และสภาวะที่
เหมาะสมตอการเกิด regeneration ของโพรโทพลาสตของ Streptomyces ในแตละสายพันธุ  
อยางไรก็ตามวิธี transformation นําพลาสมิดเขาสูโพรโทพลาสตของ Streptomyces  ยังเปนวิธีที่
นิยมใชกันอยู  ในป 1978 Bibb et al. พบวาประสิทธิภาพของการ transformation จะเพิ่มขึ้นเมื่อเตมิ 
Polyethylene glycol (PEG) เขาไปในสายละลายดวย  ใน Streptomyces บางสายพันธุพบวาความถี่
ในการเกิด transformation จะเทากับ 106-107 transformant/µg ของดีเอ็นเอ (Matsushima and Baltz, 
1985)  เนื่องจากความจํากัดในการเตรยีมโพรโทพลาสตที่เหมาะสมในการทํา transformation จึงได
มีการพัฒนาวธีิการสงถายพลาสมิดเขาสูไมซีเลียมของ  Streptomyces ดวยวิธี electroporarion (Pigac 
and Schrempf, 1995)  ซ่ึงใชกระแสไฟฟาที่มีความตางศกัยสูงในระยะเวลาสั้นๆ ทําใหผนังเซลล
ของ Streptomyces เกิดรู  สามารถรับดีเอ็นเอเขาไปได 

 
สําหรับวิธีทรานสดกัชันนัน้ไมเปนทีแ่พรหลายมากนกัเพราะ actinophage ที่มีอยูในปจจบุันมี

อยูสายพันธุเดยีว คือ ∅C31 ซ่ึงมีความจาํเพาะกับ Streptomyces เพยีงบางสายพนัธุ (Kieser et al., 2000)   
 

Streptomyces มีระบบปองกนัเมื่อมีดีเอ็นเอแปลกปลอมเขาสูเซลล (restriction modification 
system)  โดยจะทําลายดีเอน็เอที่มีการเติมหมูเมธิล  ทําใหประสิทธิภาพของการทรานสฟอรเมชัน
ลดลง  จึงนิยมนําดีเอ็นเอที่ตองการสงถายเขาสู Streptomyces ไปถายผาน E. coli สายพันธุที่ไมมี
การเติมหมูเมธิลเสียกอน เชน  E. coli ET12567  (MacNeil et al., 1992)  เนื่องจากมจีีโนไทปเปน 
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dam- และ dcm-  ทําใหดเีอ็นเอที่ไมถูกเติมหมูเมธิลจึงไมถูกทําลายหรือถูกทําลายนอยลงเมื่อนําเขาสู 
Streptomyces ทําใหมีประสทิธิภาพในการสงถายดีเอ็นเอสูงขึ้น 

 
คอนจูเกชันตางสกุล (Intergeneric conjugation) 
 

Mazodier et al. (1989)  ไดเสนอวิธีคอนจูเกชันตางสกุลระหวาง E.coli และ Streptomyces  
โดยมี E. coli เปนผูให (donor)  และ Streptomyces  เปนผูรับ (recipient) วิธีนี้เปนวิธีทีง่ายและมี
ประสิทธิภาพสูง  โดยการคอนจูเกชนันั้นตองอาศัยพลาสมิดที่สามารถเคลื่อนยายได (mobilisable 
plasmid)  ซ่ึงประกอบดวย oriT (origin of transfer) โดยมีกลุมยีน tra  ทําหนาที่สรางโปรตีนที่
เกี่ยวของกับการสงถายพลาสมิดนั้น  สายพันธุ E. coli ที่ใชในการคอนจูเกชัน  ไดแก  S17-1  
(Simon et al., 1983)  ที่มียีน tra จากพลาสมิด RP4 อยูบนโครโมโซม  สายพันธุ ET12567 
(MacNeil et al.,1992)  ที่มีพลาสมิด pUB307 ซ่ึงเปน self-transmissible plasmid (Flett et al., 1997)  
และสายพนัธุ ET12567 ที่มีพลาสมิด pUZ8002 ซ่ึงเปน non-transmissible plasmid (Sia et al., 1996)  
โดยสายพนัธุ  S17-1 เปนสายพันธุที่มีการเติมหมูเมธิลในดีเอ็นเอ  สวนสายพันธุ ET12567 จะขาด
การเติมหมูเมธิลเนื่องจากมจีีโนไทปเปน dam-, dcm-  จึงทําให ET12567 มีประสิทธิภาพสูงในการ
สงถายดีเอ็นเอเขาสู Streptomyces  ที่มีระบบปองกัน  (Flett et al., 1997)   

 
พลาสมิดที่ใชในการทําคอนจูเกชันตางสกลุระหวาง E. coli และ Streptomyces อาจเปน 

shuttle plasmid คือมี origin of replication ของแบคทีเรียทั้งสอง  สามารถเพิ่มปริมาณของพลาสมิด
ไดเมื่ออยูในจลิุนทรียใดจุลินทรียหนึ่ง  หรืออาจเปน non-replicative plasmid คือ มี ori สําหรับ  
E. coli แตไมม ีori สําหรับเพิม่จํานวนใน Streptomyces จึงเปนพลาสมดิที่สามารถเกดิ recombination 
แทรกเขาไปอยูในจีโนมของ Streptomyces ได  โดยบริเวณที่เกดิ recombination นี้  ไดแก  บริเวณที่เปน 
attP ของ actinophage ∅C31 ซ่ึงสามารถเกดิ recombination ที่ attB บนโครโมโซม  หรืออาจเกิดการ
แทรกเขาไปทีต่ําแหนงจําเพาะของพลาสมิดสายผสมซึ่งมียีนที่เหมือนกันกับยีนในจโีนม โดยเกดิ 
homologous recombination (Bierman et al., 1992)   

 
วิธีคอนจูเกชนัระหวาง E. coli  กับ Streptomyces  ทําโดยการเตรยีมสปอรหรือไมซีเลียมของ 

Streptomyces  แลวผสมรวมกบัเซลลของ E. coli   ที่มดีีเอน็เอพาหะที่ตองการสงผาน  แลวคดัเลือกดวย
ยาปฏชีิวนะตามชนดิของยนีเครื่องหมายบนพลาสมดินัน้ๆ  ขนาดของพลาสมิดทีใ่ชสงผานนัน้มีผลตอ
ประสิทธิภาพของการเกดิคอนจเูกชนั  โดยทั่วไปพลาสมดิขนาดเลก็ (ประมาณ 5.5 กิโลเบส)  มคีวามถี่
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ของการเกดิคอนจเูกชนัสูงมาก (100-1,000)  ขณะทีพ่ลาสมดิขนาดใหญ (ประมาณ 20 กโิลเบส)  หรือ
คอสมิด (45-50 กิโลเบส)  จะมีประสิทธิภาพต่ํากวา  อยางไรกต็ามจํานวนความถี่สามารถแปรผนัตาม
ชนิดของพลาสมิดทีใ่ช  ขนาดของพลาสมดิและแหลงของดีเอน็เอทีแ่ทรกเขาไปดวย (Sia et al., 1996) 

 
ยีนดิสรปัชัน 

 
ยีนดิสรัปชัน (gene disruption) เปนวิธีการทําใหเกิดการกลายที่บริเวณยีนที่ตองการศึกษา  

เพื่อใชศึกษาหนาที่การทํางานของยีนนั้น  หรือเรียกวา gene knockout  โดยการใชเวคเตอรที่ไม
สามารถเพิ่มจํานวนไดใน Streptomyces (non-replicative vector)  เช่ือมตอกับชิ้นดีเอ็นเอบริเวณที่
สนใจ  เมื่อนําพลาสมิดสายผสมเขาสู Streptomyces แลว  ช้ินดีเอ็นเอจะเกิด homologous 
recombination กับบริเวณที่มีลําดับเบสเหมือนกันกับบนโครโมโซม  ทําใหเวคเตอรเขาไปแทรกอยู
บนโครโมโซมของ Streptomyces ไปขัดขวางการทํางานของยีนที่อยูในตําแหนง downstream  ซ่ึงวิธี
นี้เกิดไดโดย single crossover  สําหรับการทํายีนดิสรัปชันเฉพาะตําแหนงยีนที่เราสนใจ  จะใชวิธี
แทรกยีนตานยาปฏิชีวนะเขาไปขัดขวางการทํางานของยีนโดยทําใหเกิด double crossover  
แลกเปลี่ยนชิ้นสวนยีนกลายบนเวคเตอรกับยีนปกติบนโครโมโซม  ทําให Streptomyces ไมสามารถ
สรางโปรตีนชนิดนั้นๆ ได 

 
วิธียีนดิสรัปชันนิยมใชศึกษาหนาที่และหายีนที่เกี่ยวของกับการสรางยาปฏิชีวนะใน 

Streptomyces  พบวาวิธีนี้ใชหากลุมยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห polyene ดวย  การศึกษากลุมยีน
ที่สรางสาร candicidin ใน S. griseus IMRU 3570  โดยวิธียีนดิสรัปชันดวยวิธี double crossover  ที่ยีน 
pabAB ซ่ึงคาดวาเกี่ยวของในการสราง PABA ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการสรางสาร candicidin  เมื่อ
ตรวจสอบดวยวิธี spectrophotometry และ TLC พบวาสายพันธุกลาย ABC28 ไมสราง candicidin  
และเมือ่ใหสาร PABA กับสายพนัธุกลาย  ตรวจสอบพบวาสามารถกลบัมาสราง candicidin ได  แสดง
วายนี pabAB เปนยนีสังเคราะห PABA ในการสรางสาร candicidin (Campelo and Gil, 2002)   

 
การทํายีนดิสรัปชันในการหากลุมยีนที่เกี่ยวของกับการสรางสารตอตานแบคทีเรียใน  

S. noursei ATCC 11455 ดวยการทําคอนจเูกชันตางสกุล  โดยใช suicide vector คือ pND2 ซ่ึงมี 
oriT และยีนตานยา amplicilin ใช E. coli ET12567(pUZ8002) เปนเซลลผูให  ในการทดลองนี้ได
ทํายีนดิสรัปชนัที่บริเวณ ORF11  จากการวิเคราะหสารตานแบคทีเรียที่สกัดไดจากสายพันธุกลาย  
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นํามาทํา TLC และ bioassay ตอ Microbacterium luteus ไมพบวงใสตอ M. luteus จากสารสกัดที่ได
จากสายพนัธุกลาย  แตพบวงใสจากสารสกัดที่ไดจาก wild type  (Zotchev et al., 2000) 
 

การศึกษากลุมยีนที่เกี่ยวของกับการสราง amphotericin B  โดยอาศัยฝาจ KC515  ในการ
ทํายีนดิสรัปชนั  ที่บริเวณยนี amphC และ amphI เพื่อพสูิจนวายีนนี้เปนยีน Type I PKS ที่เกี่ยวของ
กับการสราง amphotericin  จากการวิเคราะหสายพันธุกลายพบวาไมสามารถสราง amphtericin ได  
(Caffrey et al., 2001) 

 
การศึกษาการทํางานของยีน pimD    ซ่ึงเกี่ยวของกับการสรางหมู epoxide ในโครงสราง

ของ pimaricin  โดยอาศัยฝาจ KC515   พบวาสายพันธุกลายสามารถสังเคราะหสารใหมได คือ  
4,5-deepoxypimaricin ซ่ึงสารนี้จะไมมหีมู  epoxide  ในโครงสรางที่บริเวณ C4-C5  จึงสรุปไดวา
ยีน pimD ทําหนาที่เติมหมู epoxide ใหกับโครงสรางของ pimaricin ในตําแหนงที่ C4-C5  และ
พบวา 4,5-deepoxypimaricin  มีประสิทธิภาพในการออกฤทธตานเชื้อราต่ํากวา pimaricin (Mendes 
et al., 2001) 

 
นอกจากนี้ยังมกีารทํายีนดิสรัปชันของ pimR  ซ่ึงเปน regulator ในกระบวนการ

สังเคราะหสาร pimaricin ใน S. natalensis (Aparicio et al. 2000)  โดยอาศัยฝาจ KC515 ซ่ึงมี
บริเวณ attP จากฝาจ ∅C31ไมสมบูรณ  เมื่อทํา transduction ไดสายพนัธุกลาย (∆pimR) ที่ไม
สามารถสรางสาร pimaricin ได (Anton et al., 2004) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  จุลินทรียและพลาสมิดท่ีใชในงานวิจัย 
 

จุลินทรียและพลาสมิดที่ใชในการวิจัยสรุปไวในตารางที่ 2 และ 3 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 2  จุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 
 

จุลินทรีย สมบัติ แหลงที่มา/เอกสารอางอิง 
Aspergillus niger wild-type ATCC6275 
E. coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1  hsdR17 

supE44  relA1  lac[F′ proAB  
lac1qZ∆M15Tn10(TetI)]  

Bullock et al. (1987) 

E. coli ET12567/pUZ8002 dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdS  
Kmr   Cm r 

MacNeil et al. (1992);  
Sia et al. (1996) 

S. rimosus R7 rimocidin producer ATCC 10970 
 
ตารางที่ 3  พลาสมิดที่ใชในงานวิจยั 
 

 
หมายเหต ุ Amp = Ampicilin, Apr = Apramycin, Cm = Chloramphenicol, 

Km = Kanamycin, Thio = Thiostrepton 
 
 

พลาสมิด สมบัติ เอกสารอางอิง 
Litmus28 Ampr lacZα Evan et al. (1995) 
pIJ8671 ColE1 replicon oriT Aprr Thior Sun et al. (1999) 
pSET151 ColE1 replicon  oriT Ampr Thior  lacZα Bierman et al. (1992) 
pUC18 Ampr  lacZα Norrander et al. (1983) 
pATT404 12 kb PstI จาก S. rimosus R7 ใน pUC18 ประกิตชัย (2547) 
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2.  สารเคมีและเอนไซมท่ีใชในงานวิจัย 
 

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อจากบริษัท Ameresco (USA), Becton Dickinson (USA), Fluka 
(Switzerland), Himedia (India), Hispanlab (Spain), Macherey-Nagel (Germany), Merck 
(Germany), Scharlau (Spain), Sigma (Germany)  

 
ชุด kit และอุปกรณที่เกีย่วของกับงานพันธวุิศวกรรมจากบริษัท Amersham Pharmacia 

Biotech (UK), FMC bioproduct (USA), Qiagen (Germany), Promega (USA), ดีเอ็นเอมาตรฐาน  
(1 Kb DNA Ladder) จากบริษัท Gibco BRL (USA) และ Fermentas (USA) 
 

เอนไซมตัดจําเพาะจากบริษัท Gibco BRL (USA), Fermentas (USA) และ New England 
BioLabs (USA)  เอนไซม Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) จากบริษทั Amersham 
Pharmacia Biotech (UK)  เอนไซม T4 DNA ligase จากบริษัท Gibco BRL (USA) และ Fermentas 
(USA)  เอนไซม Taq DNA polymerase จากบริษัท Fermentas (USA) 
 
3.  วิธีการพื้นฐานที่ใชสําหรบั Streptomyces 
 

วิธีการพื้นฐานที่ใชสําหรับ Streptomyces ใชวิธีการตาม Kieser et al. (2000) 
 
3.1  อาหารและสภาวะที่ใชเล้ียง 
 

ใชกานไมพันสําลีปลอดเชื้อเขี่ยสปอรจาก stock culture มาเกลี่ยใหทั่วบนจานอาหาร
แข็ง  บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3-5 วนั  อาหารที่ใชไดแก  อาหาร Manitol Soya 
flour (MS, 1L: 20 g manitol, 20 g soya flour, 20 g agar; Hobbs et al.,1989)   

 
เมื่อเล้ียงในอาหารเหลว  เล้ียงในขวดรูปชมพูที่มีขดลวดสปริงวางที่กนขวด  เขยา 200 

รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  โดยใสแขวนลอยในอาหารเหลวในอัตราสวน 1 : 100  อาหารเหลวที่
ใชไดแก  Tryptone Soya Broth (TSB สําเร็จรูป) 
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เมื่อเล้ียง Streptomyces ที่สามารถตานทานยาปฏิชีวนะ  จะเติมยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม
ในอาหาร ใหมีความเขมขนดังตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4  ความเขมขนของยาปฏิชีวนะที่ใชในการเลี้ยง Streptomyces และ E. coli 
 

Final concentration in media  
S. rimosus R7 

(µg/ml) 
E. coli 

(µg/ml) 
Antibiotic 

stock solution 
(mg/ml) Agar Broth Overlay 

(µg/plate) 
Agar Broth Overlay 

(µg/plate) 
Ampicillin (100) - - - 100 50 - 
Apramycin (50) - - - 100 50 - 
Chloramphenicol (200 in ethanol) - - - 50 25 - 
Kanamycin (50) - - - 50 25 - 
Nalidixic acid (25) - - - 25 - 500 
Thiostrepton (50 in DMSO) 50 5 1000 - - - 
 

3.2  การเก็บสปอรของ Streptomyces 
 

เก็บจากเชื้อที่เล้ียงบนอาหารแข็ง  MS  เปนเวลาประมาณ 3-5 วัน  โดยเติมน้ํากลั่นหรอื
สารละลายกลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต ที่ฆาเชื้อแลวประมาณ 3 มิลลิลิตร  ลงบนจานอาหารแข็งแลว
ใชกานไมพันสําลีถูสปอรเบาๆ  จากนั้นนาํกอนสําลีวางลงใหซับสารละลายสปอรไว  แลวใชหลอด
ฉีดยาดดูสารละลายสปอรผานกอนสําลี  เพือ่เปนการกรองเสนใยออกจากสปอร  นําไปปนเหวี่ยงที่ 
4,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1-2 นาที  เทสารละลายทิ้ง  แลวละลายสปอรในสารละลาย 
กลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 

 
3.3  การสกัดดเีอ็นเอ 
 

นําเชื้อที่เล้ียงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  มาปนเหวี่ยงที ่12,000 รอบ
ตอนาที  ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นาน 1-2 นาที  เทสารละลายทิ้งนําเสนใยที่ไดไปสกัด 
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ดีเอ็นเอตามวิธีของ Hopwood et al. (1985) โดยเติม Lysis solution (0.3 M sucrose, 25 mM Tris-
HCl pH 8.0, 25 mM EDTA, pH 8.0) ที่มี lysozyme 10 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  และ RNase A  
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ใชปเปตตดูดขึน้-ลงเพื่อใหเสนใยกระจายตวั  
นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 45-60 นาที  โดยใชปเปตตดูดขึ้น-ลงเปนคร้ังคราว  จากนัน้
เติม sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  พลิก
หลอดกลับไปมาเพื่อใหของเหลวผสมกันทนัที  เติมสารละลาย phenol:chloroform:isoamyl alcohol 
(25:24:1)  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั  นําไปปนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 10 นาที  ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม (อาจทําซ้ํา 2-3 ครั้ง  
ถามีปริมาณโปรตีนมาก)  เติม 3M sodium acetate  ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดได  
เติมไอโซโพรพานอล  ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดดูได  ผสมโดยการพลิกหลอดไป
มา  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  เทสารละลายออก  แลวลางตะกอน 
ดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ
นาที  นาน 1 นาที  ดูดสารละลายออกใหหมด  ตั้งทิ้งไวใหตะกอนแหง  แลวละลายตะกอนดีเอน็เอ
ในบัพเฟอร TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0)  ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร  เก็บ
ไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  (ขั้นตอนการปนเหวีย่งทั้งหมดทําที่ 4 องศาเซลเซียส) 

 
4.  วิธีการพื้นฐานที่ใชสําหรบั E. coli  
 

วิธีการพื้นฐานที่ใชสําหรับ E. coli ใชวิธีการตาม Sambrook and Russell (2001) 
 
4.1  อาหารและสภาวะที่ใชเล้ียง  
 

เขี่ยเชื้อลงบนจานอาหารแขง็  Luria-Bertani  (LA, 1L: 10 g tryptone, 5 g yeast extract, 
10 g NaCl, 15 g agar, pH 7.2)  บมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 12-18 ช่ัวโมง   

 
การเลี้ยงในอาหารเหลวจะเตมิเชื้อ E. coli  ในขวดรูปชมพูที่มีอาหาร  ในอัตราสวน 1 : 

100  โดยใชอาหารเหลว  Luria-Bertani  (LB, สูตรเหมือน LA แตไมเตมิ agar)  นําไปเขยา 250 รอบ
ตอนาที  ที่ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง 

 



 30

เมื่อเล้ียง E. coli  ที่สามารถตานทานยาปฏชีิวนะ  จะเติมยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม  ใน
ความเขมขนดงัตารางที่ 4 

 
4.2  การสกัดพลาสมิด  
 

ใชวิธี  alkaline lysis ของ Sambrook and Russell (2001) โดยนําเชื้อที่เล้ียงในอาหาร 
LB เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร  ปนเหวีย่งที ่
12,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที  แลวเทอาหารทิ้ง  จากนั้นแขวนลอยตะกอนทีไ่ดดวย Solution I 
(50 mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0)  ที่เย็นจดั  ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร  แชในน้ําแข็ง 15 นาที  เติม Solution II [0.2 M NaOH, 1%(w/v) SDS] ที่เตรียมสําหรับ
ใชทันที 200 ไมโครลิตร  พลิกหลอดไปมาจนสารละลายใสและหนืด  แลวแชในน้ําแข็ง  
5 นาที  เติม Solution III (3M potassium acetate, 5M glacial acetic acid)  ที่เยน็จัด  ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร  ผสมทันทีโดยใชเครื่อง vortex  แชในน้ําแขง็นาน 3-5 นาที  ปนเหวี่ยงที ่12,000 รอบ
ตอนาที  นาน 10 นาที  ดูดสารละลายใสหลอดใหม  เติม phenol:chloroform:isoamy alcohol 
(25:24:1)  ปริมาตร 0.5 เทาของสารละลายที่ดูดได  พลิกหลอดไปมาเพื่อใหสารละลายเขากัน  แลว
นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  นาน 5 นาที  ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดใหม  แลวเติม
เอทานอลสมบูรณ  ปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ดูดได  พลิกหลอดไปมาเบาๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส 30 นาที  แลวปนเหวีย่งตกตะกอนดีเอ็นเอที่ 12,000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  
แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต  ปริมาตร  300  ไมโครลิตร  ปนเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที  แลวดดูสารละลายออกใหหมด  ตั้งทิ้งไวใหตะกอนแหง  ละลาย
ตะกอนอีเอน็เอดวยบพัเฟอร TE ที่มี RNase A 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 20-50 
ไมโครลิตร  เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส  (ขั้นตอนการปนเหวี่ยงทั้งหมดทําที่อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซียส) 

 
4.3  การสกัดพลาสมิดเพื่อนําไปหาลําดับเบส 
 

ใชชุดอุปกรณ QIAprep Miniprep (QIAGEN, Germany) ทําตามวิธีการในคูมือ  โดย
นําเชื้อที่เล้ียงในอาหารเหลวขามคืน ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 1 นาที  เทอาหารเหลวทิ้ง  แลวแขวนลอยตะกอนเซลลในบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน  แลวเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  กลับหลอดไปมา   
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เติมบัฟเฟอร N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร  แลวผสมทันทีโดยการกลับหลอดไปมา  นําไปปนเหวีย่ง
ที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ดูดสารละลายใสลงใน QIAprep spin column ที่วางอยูใน 
collection tube  นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง  เติมบฟัเฟอร PB  ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงเปนเวลา  1 นาที  เทของเหลวทิ้ง  เติมบัฟเฟอร PE  ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
ปนเหวี่ยงเปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวทิ้ง  แลวปนเหวีย่งอีกครั้งเพื่อกําจัดของเหลวทัง้หมด  
จากนั้นยายคอลัมนไปใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม  เติมบัฟเฟอร EB บมไวที่อุณหภมูิ 
50 องศาเซลเซียส ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร  ตามความเหมาะสม ตั้งทิง้ไว  2  นาที หรืออาจนําไป
บมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที กอนปนเหวี่ยงเก็บสารละลายดีเอ็นเอ เปนเวลา 2 นาที  
เก็บรักษาดีเอน็เอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
4.4  การเตรียมคอมพิเทนตเซลล (competent cell) ของ E. coli  
 

ทําตามวิธีของ  Chung et al. (1989)  นําเชื้อที่เล้ียงขามคืนในอาหาร LB ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร  ลงเลี้ยงในอาหาร LB ปริมาตร  50 มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพูขนาด  250 มิลลิลิตร  เขยา 
250 รอบตอนาที  ที่ 37 องศาเซลเซียส  จนไดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  
(OD600) เปน  0.3-0.4 (ประมาณ 2 –3 ช่ัวโมง)  ถายใสหลอดขนาด 50 มลิลิลิตร  แลวแชน้ําแข็งนาน 
15-20 นาที  จงึนําไปปนเหวีย่งเก็บเซลลที่  4,000 รอบตอนาที  อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  นาน 10 
นาที  เทอาหารทิ้ง  แลวเติม transformation and storage solution [TSS: 10% (w/v) polyethylene 
glycol (PEG) MW=8000, 10% dimethylsulphoxide (DMSO), 100 mM MgCl2, pH 6.5]  ที่เย็นจัด  
ปริมาตร  1-2 มิลลิลิตร  ใชปเปตตขนาด 1000 ไมโครลิตร  ดูดขึ้นลงเบาๆ ใหเซลลละลายไดดใีน
สารละลาย  แบงเก็บในหลอดขนาด 1.5 มลิลิลิตร  หลอดละ 100 ไมโครลิตร  ที่ –80 องศาเซลเซียส 

 
4.5  การทรานสฟอรเมชัน (Transformation) 
 

ใชวิธี heat-shock (Sambrook and Russell, 2001)  เติมพลาสมิด ปริมาตร 1-10 
ไมโครลิตร  ในคอมพิเทนตเซลล 100 ไมโครลิตร    ใชปเปตตผสมเบาๆ แลวแชในน้าํแข็ง 15 นาที  
จึงบมที่ 42 องศาเซลเซียส  นาน 90 วนิาท ี แลวแชน้ําแขง็ทันทีนาน 5 นาที  เติม LB 900 ไมโครลิตร  
แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส เขยา 250 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง  แลวแบงเซลล 100 ไมโครลิตร  
มาเกลี่ยบนอาหาร LA (ที่มียาปฏิชีวนะตามความเหมาะสม)  ที่เกลี่ยดวย X-gal (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-β-D-galactoside ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ใน  dimethylformamide)  
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ปริมาตร 40 ไมโครลิตร  และ IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside  ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร)  ปริมาตร 7 ไมโครลิตร  บมที่ 37 องศาเซลเซียส  ขามคืน  โคโลนีที่มีพลาสมิดสายผสม
จะมีสีขาว  ขณะที่โคโลนีทีม่ีพลาสมิดจะมีสีฟา 

 
5.  เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 

5.1  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel elctrophoresis) 
 

ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับ 6x loading buffer [0.25% (w/v) bromophenol blue, 0.25% 
(w/v) xylene cyanol, 30% glycerol] ในอัตราสวน 5 : 1 แลวทําอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซีส  เทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb ladder; Gibco, USA)  ที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต  ใช 
อะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต  ในบัฟเฟอรTAE  (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA)  ตรวจสอบแถบ 
ดีเอ็นเอดวยการยอมในเอธิเดยีมโบรไมด (ethidium bromide) ความเขมขน  0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  ตรวจดูภายใตแสง UV และบันทกึภาพดวยเครือ่ง BioDoc-It System (UVP, USA) 

 
5.2  การสกัดดเีอ็นเอจากเจล 

 
ใชชุดอปุกรณ QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Germany) และทาํตามขั้นตอนใน

คูมือ  โดยตัดเจลในตําแหนงทีป่รากฎแถบดเีอ็นเอทีต่องการ  ใสลงในหลอดขนาด 1.5 มลิลิลิตร  เตมิ
บัฟเฟอร QG  ปริมาตร 3 เทาของชิน้เจล  นาํไปบมที่ 50 องศาเซลเซยีส  ประมาณ 10 นาที จนเจล
ละลายหมด ดดูของเหลวทั้งหมดใสลงใน QIAquick spin column ที่วางอยูใน collection tube นําไปปน
เหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  นาน 1 นาที  เทของเหลวทีอ่ยูใน collection tube ทิ้ง แลวเติมบัฟเฟอร PE  
ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที เทของเหลวดานลางทิ้ง  แลวนาํ 
QIAquick spin column วางทีเ่ดิม  ปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีอีก 1 รอบ จากนั้นยาย 
QIAquick spin column มาวางบนหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม  เติมบฟัเฟอร EB  ปริมาตร 30-50 
ไมโครลติร  บมที่ 50 องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที  แลวปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที 
เก็บสารละลายดีเอน็เอที ่-20  องศาเซลเซยีส 
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5.3  การทําสารละลายดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑ PCR ใหบริสุทธิ์โดยใชชุดอุปกรณ 
 

สกัดดีเอ็นเอดวยชุดอุปกรณ QIAquick PCR Purification (QIAGEN, Germany) ตาม
ขั้นตอนในคูมอื โดยนําสารละลายดีเอ็นเอไปเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร
สารละลายดีเอ็นเอ ผสมใหเขากัน  ดูดของเหลวทั้งหมดใสลงใน QIAquick spin column ที่วางอยูใน 
Collection tube  นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวทิ้ง  เติม
บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งเปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวทิ้ง  แลวปนเหวี่ยงอีก
คร้ังเพื่อกําจัดของเหลวทั้งหมด  จากนัน้ยายคอลัมนไปใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม  
เติมบัฟเฟอร EB บมไวที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร  ตั้งทิ้งไว  2  นาที 
หรืออาจนําไปบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  กอนปนเหวีย่งเก็บสารละลายดีเอ็นเอ เปน
เวลา 1 นาที  เก็บรักษาดเีอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

5.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
 

การทํา PCR ใชดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัม  และไพรเมอรอยางละ 0.05 พิโคโมล  ใน
ปฏิกิริยาที่มี 1x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 10% DMSO, 0.5 unit Taq DNA 
polymerase  ในปริมาตรสุดทาย 20 ไมโครลิตร  โดยใชรอบ PCR  ดังนี้   

 
รอบที่ 1  94 องศาเซลเซียส     4    นาที   
รอบที่ 2-29 94 องศาเซลเซียส   30  วินาท ี
   อุณหภูมิ annealing (ขึ้นอยูกบัไพรเมอร) 1    นาที 
   72 องศาเซลเซียส   1    นาที 30 วนิาที 
รอบที่ 30  94 องศาเซลเซียส   30  วินาท ี
   อุณหภูมิ annealing (ขึ้นอยูกบัไพรเมอร) 1    นาที 
   72 องศาเซลเซียส   4    นาที 
 
ไพรเมอรที่ใชในการวิจัยนี้แสดงในตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในงานวิจัย 
 

ไพรเมอร เอกสารอางอิง 
ATT010 5’ TTGAATTCGAGCCGWTSGCGATCGTSGGYATG 3’ 
ATT011 5’ TTTCTGCAGGATSACGTGSGCGTTGGTGCC 3’ 

ณัฏฐิกาและอรินทิพย (2544) 

ATT012 5’ TGACTGAGTTGGACACCATCGC 3’ 
ATT013 5’ CCTGTCGATCCTCTCGTGCAG 3’ 

CAC93942.1, Takano et al. (1995) 

M13 Forward 5’ CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC3’ 
M13 Reverse 5’ GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA3’ 

Messing (1983) 

 
หมายเหต ุ W = A/T, S = G/C, Y = C/T 
 

5.5  การหาลําดับเบส 
 

สกัดพลาสมิดโดยใชชุดอุปกรณ  QIAprep Miniprep (QIAGEN, Germany) ตาม
วิธีการในขอ 4.3  และสงไปหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ (BSU) ศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ
 

5.6  การตัดและเชื่อมตอดีเอน็เอ 
 

กรณีที่ตัดพลาสมิดและชิ้นดเีอ็นเอที่จะนํามาเชื่อมดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกนั  
ตองกําจัดหมูฟอสเฟตที่ปลาย 5’ ของพลาสมิดดวยเอนไซม  calf intestinal alkaline phosphatase 
(CIAP)  การเชื่อมใชอัตราสวนของพลาสมิด : ดีเอ็นเอ เทากับ 1 : 3  โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase 
1 unit เติม 5x ligation buffer 4 ไมโครลิตร  ในปริมาตรสุดทาย 20 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 16 
องศาเซลเซียส  ขามคืน   

 
 
 
 
 



 35

5.7  Southern blot hybridization 
 

5.7.1  Southern blot 
 

ทํา Southern blot (Southern, 1975) โดยนําเจลที่ผานการทําอะกาโรส 
อิเล็กโทรโฟรซีีสแลวมาทํา depurination (ในกรณีที่เปนโครโมโซมหรือช้ินดเีอ็นเอขนาดใหญ)  โดย
แชใน 0.25 M HCl นาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น  แลวแชใน Denaturing solution (0.5 M NaOH, 1.5 M 
NaCl) นาน 15 นาที 2 ครั้ง  จากนัน้ทํา Southern blot  โดยใช Alkaline transfer buffer (0.25 M NaOH, 
1.5 M NaCl)  ยายดเีอ็นเอไปอยูบนเมมเบรน Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech, UK)  ดวยวธีิ 
capilary transfer เปนเวลาขามคืน 

 
5.7.2  การติดฉลากดีเอ็นเอที่ใชเปนโพรบ 

 
ใชชุดอปุกรณ Gene Image random prime labeling module (Amersham Pharmacia 

Biotech, UK)  โดยนําดเีอ็นเอโพรบ 50 นาโนกรัม  ในน้ํากลั่นปริมาตร 34 ไมโครลิตร  ไปตมในน้ําเดือด 
นาน 5 นาที  แลวแชน้ําแข็งทนัที  นาน 5 นาที  เติม nucleotide mix 10 ไมโครลิตร  random primer 5 
ไมโครลิตร  Klenow 1 ไมโครลิตร ในปริมาตรสุดทาย 50 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั  บมที่ 37 องศา
เซลเซียส ขามคืน  เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส 

 
5.7.3  Hybridization และการตรวจสอบผล 

 
ใชชุดอปุกรณ Gene Image CDP-star detection module (Amersham Pharmacia 

Biotech, UK)  โดยบมเมมเบรนใน hybridization buffer [1 L: 5% liquid block, 5x SSC (20x SSC; 1L: 
175.3 g NaCl, 88.2 g sodium citrate, pH 7.0), 0.1% SDS, 2.5% (w/v) PEG (MW=8000)]  ที่อุณหภูมิ 
68 องศาเซลเซยีส อยางนอย 1 ช่ัวโมง  เติมโพรบ 5-10 ไมโครลิตร ใน hybridization buffer 500 
ไมโครลติร  แลวนําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวแชในน้าํแข็งทนัที 5 นาที กอนนาํไปบมกับเมมเบรน  
ที่อุณหภูมเิดมิขามคืน  จากนัน้นําเมมเบรนมาลางแบบ low stringency ดวย 2x SSC, 0.1 % SDS (w/v)  
ที่อุณหภูมหิอง  เขยาที ่50 รอบตอนาที นาน 20 นาท ี2 ครั้ง  แลวลางแบบ high stringency ดวย 0.1x 
SSC, 0.1 % SDS ที่อุณหภูม ิ68 องศาเซลเซยีส  นาน 20 นาที 2 ครั้ง  โดยเขยาเปนครั้งคราว  จากนัน้
นําไปลางใน washing buffer [0.3% tween 20 ใน buffer A (10 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 
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9.5)] นาน 1-5 นาที  จึงนําไปบมใน blocking solution (10% liquid block ใน buffer A) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมหิอง  เขยา 50 รอบตอนาที  นาน 1 ช่ัวโมง  แลวนาํไปบมใน Antibody solution 
[anti-fluorescein alkaline phosphatase conjugate 1: 5000 ใน buffer A ที่มี 0.5% bovine serum albumin 
(BSA)] เขยา 50 รอบตอนาที  นาน 1 ช่ัวโมง  แลวนาํเมมเบรนไปลางใน washing buffer โดยเขยา 50 
รอบตอนาที นาน 10 นาท ี3 คร้ัง  จากนัน้นําเมมเบรนวางบนแผนพลาสตกิ  หยด CDP-star detection 
agent  จนทวมแผนเมมเบรน  นําพลาสตกิอกีแผนปดทับโดยไมใหมฟีองอากาศทิ้งไว 5 นาที  รีด
ของเหลวสวนเกินออก  แลวนําไปทาบกับฟลม Kodak Medical X-ray Film (Kodak, Japan)  ตาม
ระยะเวลาที่เหมาะสม  นําฟลมไปลางดวยสารละลาย Kodak Developer and Replenisher (Kodak, 
Australia)  เปนเวลา 1 นาที  ลางดวยน้ํา  แลวลางฟลมใน Kodak Fixer and Replenisher อีก 1 นาที  
จากนัน้ลางฟลมดวยน้ําแลวตากฟลมใหแหง 

 
5.8  การวิเคราะหลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโน 

 
การแปลรหัสลําดับเบสเปนลําดับกรดอะมิโนใชโปรแกรม Six-Frame Translation 

(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/Options/sixframe.html)  เปลี่ยนลําดับเบสเปนสายคูสมโดย
โปรแกรม Reverse Complement (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/Options/revcomp.html)  
การหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะบนลําดับเบสอาศัยโปรแกรม Webcutter 2.0 
(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html)  การคนหาลําดับที่มีความคลายกันในฐานขอมูลใช
โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; Altschul et al., 1990)  เมื่อตองการ
เปรียบเทียบความสัมพันธทําโดยการคัดเลือกขอมูลในฐานขอมูลจํานวนหนึ่งมาทํา multiple alignment 
โดยใชโปรแกรม ClustalX1.81 (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/clustalx.html; Thompson et 
al., 1994)  เลือกทํา bootstrapping สุมเปนจํานวน 1,000 คร้ัง  วาด phylogenetic tree ใชโปรแกรม 
TreeView 1.6.6 (Page, 1996) 

 
6.  การตรวจหาและโคลนยีน Type I PKS ในพลาสมิด pATT404 
 

ตรวจหากลุมยนี Type I PKS  โดยการใชโพรบที่จําเพาะตอยีน Type I PKS ตรวจสอบ
ช้ินสวนโครโมโซมของพลาสมิด pATT404  ที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสม  
ดวยวิธี Southern hybridization แลวจึง subclone และวิเคราะหโคลนตอไป 
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6.1  การเตรียมดีเอ็นเอโพรบ 
 

โพรบที่ใชในการทดลองเปนสวนของโดเมน KS ที่ไดมาจากพลาสมิด pATT401 
(Chotewutmontri and Thamchaipenet, 2002) ตัดดีเอน็เอสวนที่เปนโดเมน KS ออกจากพลาสมิด 
pATT401 ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะที่เหมาะสมและแยกขนาดโดยใชอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซีส  แลว
นําชิ้นดีเอน็เอที่ไดไปติดฉลาก  ตามวิธีขอ 5.7.2 

 
6.2  การตรวจสอบดวย Southern Blot Hybridization 

 
นําพลาสมิด pATT404 (ประกิตชัย, 2547) ซ่ึงมีสวนของกลุมยีน Type I PKS ไปตัด

ดวยเอนไซมตดัจําเพาะที่เหมาะสม  และแยกขนาดโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  ทํา Southern 
blot hybridization ตามวิธีการในขอ 5.7 ตรวจสอบชิ้นดีเอน็เอที่มีกลุมยนี Type I PKS ดวยโพรบ
จากขอ 6.1  

 
6.3  การโคลนยีน 

 
เลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอจากผลการทํา Southern blot hybridization ในขอ 6.2  โดยตัด

ช้ินดีเอ็นเอที่ตองการออกมาจากอะกาโรสเจลและสกัดดีเอ็นเอตามขอ 3.3  จากนั้นจึงนําดีเอ็นเอที่
สกัดได  ไป subclone และหาลําดับเบสเพื่อทําแผนที่ของการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  และ
เปรียบเทียบดีเอ็นเอที่โคลนไดกับฐานขอมลู 
 

6.4  การทําแผนที่เอนไซมตดัจาํเพาะ 
 

นําโคลนที่มีช้ินสวนของยนี Type I PKS มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ  แลว
แยกขนาดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  แลววิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะชนดิตางๆ เพื่อวาดแผนที่ตําแหนงตัดของเอนไซมตางๆ ที่อยูบนชิน้ดีเอ็นเอนั้น 
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7.  การศึกษาหนาท่ีของยีน Type I PKS จากพลาสมิด pATT404 
 

นําชิ้นดีเอน็เอที่หาลําดับเบสแลวคาดวาจะเปน Type I PKS ไดแก ช้ินทีไ่ดจากการ 
subclone พลาสมิด pATT404  (ขอ 6.3)  ไปทํายีนดิสรัปชันเพื่อศึกษาหนาที่ของยนี  โดยตรวจผล
จากการสังเคราะหสารตานเชื้อราของสายพันธุกลายที่ได 

 
7.1  การเตรียมพลาสมิดสําหรับการทํายีนดิสรัปชัน 
 

นําชิ้นดีเอน็เอที่ไดจากการ subclone พลาสมิด pATT404 จากขอ 6.3  ซ่ึงเปน
สวนประกอบของยีน Type I PKS  โคลนเขาสูพลาสมิด pSET151 (ภาพที่ 9) และ pIJ8671 (ภาพที่ 
10)  ดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสม  แลวทําทรานสฟอรเมชันเขาสู E. coli ET12567 
(pUZ8002) ตามวิธีการขอ 4.5 จากนั้นนําไปทําคอนจูเกชนัเขาสู S. rimosus R7  

 
7.2  การคอนจเูกชันตางสกุล (Intergeneric conjugation) 

 
การทําคอนจูเกชันตางสกุล อาศัยวิธีการของ ประกิตชัย (2547) 

 
7.2.1  การเตรียม E. coli  (donor) 
 

เล้ียง E.coli ขามคืนในอาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะที่เหมาะสม  เจือจางเซลล 
1:100 ดวยอาหาร LB  ที่มียาปฏิชีวนะ  แลวเล้ียงตอที่สภาวะเดิมจนมคีาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600)  อยูระหวาง 0.4-0.6 จึงนําเชื้อที่ได 5 มิลลิลิตร  ไปลาง 2 คร้ังดวย
อาหาร LB  ตกตะกอนโดยการปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที  แลวละลายในอาหาร LB ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร 
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ภาพที่ 9  แผนที่พลาสมิด pSET151  

 tsr = Thiostrepton resistance gene, bla = Ampicillin resistance gene, 
xylE = Catechol-2,3-dioxygenase 

ที่มา: Kieser et al. (2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  แผนที่พลาสมิด pIJ8671  

tsr = Thiostrepton resistance gene, aac(3)IV = Apramycin resistance gene 
ที่มา: Kieser et al. (2000) 
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7.2.2  การเตรียม S. rimosus R7  (recipient) 
 

เล้ียงเชื้อ S. rimosus R7 บนอาหาร MS ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  นาน 
3-5 วัน  เก็บสปอรตามขอ 3.2  แลวเตรียมสปอรใหมีความเขมขน 108-1010  สปอรตอมิลลิลิตรในน้ํา
กล่ัน  ดูดสปอรปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ปนเหวีย่ง 12,000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  เทน้ําทิ้ง  แลวแขวนลอยสปอรในอาหาร 2x YT (1L: 16 g tryptone, 
10 g yeast extract, 5 g NaCl)  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  นําไปกระตุนการงอกของสปอรโดยบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 10 นาที  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองกอนนําไปใช 

 
7.2.3  การทําคอนจูเกชนั 

 
ผสม donor และ recipient เขาดวยกัน  ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําไป

ปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวทิ้ง  ละลายตะกอนดวยอาหาร  
2x YT ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  เจือจางใหมีความเขมขนเหมาะสมดวยอาหาร 2x YT แลวเกลี่ย
สวนผสมดังกลาวปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอจานอาหาร  บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 16-20 ช่ัวโมง   

 
เมื่อสงถายพลาสมิดที่ตานยาปฏิชีวนะ thiostrepton  จะเททับจานอาหารที่บม

แลวดวยสารละลาย 1 มิลลิลิตร  ซ่ึงประกอบดวย thiostrepton 1,000 ไมโครกรัม และ nalidixic acid 500 
ไมโครกรัม  เพื่อคัดเลือก Streptomyces ที่ไดรับพลาสมิดหรือสายพันธุกลาย (ex-conjugant)  และกําจัด 
E. coli  ตามลําดับ  บมที่ 30 องศาเซลเซียส  ตอไปอีก 3-5 วนั  จากนัน้นําโคโลนีของเชื้อที่ขึ้นไปเกลี่ยลง
บนอาหาร MS ที่มียาปฏิชีวนะ thiostrepton และ nalidixic acid ความเขมขนตามตารางที่ 4  อีก 1-2 รอบ  
เพื่อตรวจสอบยืนยนัผลการตานยาปฏิชีวนะจากพลาสมิดทีไ่ดรับรวมทั้งกาํจัด E. coli  
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8.  การตรวจสอบสายพันธุกลาย 
 

8.1  ตรวจสอบการเกิดวงใส (clear zone) ดวยวิธี agar plug assay (Brewer and Platt, 1967) 
 

นําสายพันธุกลายเกลี่ยลงบนอาหาร MS ซ่ึงมียาปฏิชีวนะตามความเหมาะสม  เล้ียงโดย
บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  เจาะอาหารที่มีเชื้อเจริญอยูดวย cork borer ขนาด
เสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร  

 
เกลี่ยสปอรของ A. niger  บนอาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA; 1L: 200 g potato, 

20 g dextrose, 20 g agar, pH 7.2)  แลวนําชิน้อาหารที่เจาะออกมา  วางลงบนจานอาหาร PDA บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วนั  ตรวจสอบการเกิดวงใส  เทียบกับ S. rimosus R7 สายพันธุ wild type 

 
8.2  การตรวจสอบสายพันธุกลายดวยวิธี PCR 
 

สกัดโครโมโซมของสายพันธุกลายตามวธีิการในขอ 3.3  แลวทํา PCR ตามวิธีขอ 5.4  
ดวยไพรเมอร ATT012 และ ATT013 หรือ ไพรเมอร M13 Forward และ M13 Reverse  (ตารางที่ 5)  
เพื่อตรวจสอบยีนตานยาปฏชีิวนะ thiostrepton (tsr) หรือตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอทีแ่ทรกเขาไปใน
โครโมโซมของ S. rimosus R7  ตามลําดับ  แลวตรวจสอบ PCR product ดวยวิธี agarose gel 
electrophoresis 

 
8.3  การตรวจสอบสายพันธุกลายดวยวิธี Southern Blot Hybridization 

 
ตรวจสอบโดยนําสายพันธุกลาย  ที่ขึ้นบนจานอาหารแขง็ที่มียาปฏิชีวนะตามความ

เหมาะสม  ไปเล้ียงในอาหารเหลว TSB ที่มียาปฏิชีวนะ  ที่อุณหภูมิหอง เขยา 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 3 วัน  แลวสกัดโครโมโซมตามวิธีการในขอ 3.3 นําไปทํา Southern blot hybridization ตาม
วิธีการขอ 5.7 โดยใชโพรบที่เหมาะสม  
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9.  การตรวจสอบการผลิตสารตานเชื้อ rimocidin  
 

9.1  การสกัดสาร rimocidin  
 

เล้ียงสายพันธุกลายในอาหารเหลว SPG [2.5%(w/v) soya peptone, 0.5 mM ZnSo4, 2% 
(w/v) glucose, pH 7.5; Martin and Demain, 1976]  ปริมาตร 1 ลิตร  ในขวดรูปชมพู  ซ่ึงมีขดลวด
สปริงวางที่กนขวด  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยา 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 
5 วัน  แยกสารที่ตองการสกัดเปน 2 สวน  คอื น้ําเลี้ยงและเสนใยโดยนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อแยกน้ําเลี้ยงและเสนใย 

 
สกัดสาร rimocidin จากน้ําเลีย้งในกรวยแยก  โดยเติมเอธิลอะซีเทต (ethyl acetate)  

ปริมาตรเทาตัว  เขยาแลวตั้งทิ้งใหแยกชัน้  เก็บสารละลายสวนบนมากาํจัดน้ําออกโดยการเติม 
sodium sulfate anhydrous จนอิ่มตัว  (ตกตะกอนไดด)ี  ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  ขามคืน  กรอง  
sodium sulfate ออก  โดยใชกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 นําไประเหย ethyl acetate ออกโดย
การทํา evaporation จนแหง  ละลายตะกอนดวยเมธานอล 5-10 มิลลิลิตร  ตามความเหมาะสม  เก็บ
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
การสกัดสาร rimocidin จากเสนใย  โดยการเติมบิวทานอล (n-butanol)  ปริมาตร 10 

เทาของน้ําหนกัเปยก  ผสมใหเขากันโดยใช magnetic stirrer เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง  กรองตะกอน
ออกดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 นําสารละลายที่แยกไดไประเหยบวิทานอลออก  โดยการ
ทํา evaporation จนแหง  ละลายตะกอนในเมธานอล 5-10 มิลลิลิตร  ตามความเหมาะสม  เก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

9.2  การตรวจสอบโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแผนเคลอืบ (Thin-Layer Chromatography; 
TLC) และ Bioautography 

 
นําสารสกัดที่ตองการตรวจสอบ  จุดบนแผน TLC Silica gel 60 F254 (Merck) ขนาด 

20x20 เซนติเมตร  ปริมาณ 5 ไมโครลิตร  สูงจากขอบลาง 1.5 เซนติเมตร  เปรียบเทียบกับ nystatin 
250 ไมโครกรัม  ทํา TLC โดยใชตวัพาคือ  n-butanol : acetic acid : H2O (4:5:1)  ตรวจสอบผล
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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ทํา bioautography โดยนําแผน TLC ที่ระเหยตัวพาดีแลว  วางลงในกลองพลาสติกที่
ปลอดเชื้อ  แลวเททับดวยอาหารกึ่งแข็ง PDA ที่ผสมสปอรของ A. niger ใหทัว่ทั้งแผน  บมที่
อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 2-3 วัน  ตรวจสอบการเกิดวงใส (Brautaset et al., 2000) 
 

9.3  ตรวจสอบโดย Spectrophotometry 
 

ตรวจสอบการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากขอ 9.1  ในชวงแสง 200-400  นาโนเมตร  
(UV scan)  โดยเครื่อง DU® 800 UV/Visible Spectrophotometry (Beckman Coulter, USA)  ซ่ึงตอง
เจือจางสารสกัดดวยเอธานอลตามความเหมาะสมใหมีคาดูดแสง (Absorbance)ในชวง 0-2 เก็บ
ขอมูลในรูปแบบกราฟ 
 
10.  สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 

หองปฏิบัติการวิจัย  ภาควิชาพันธุศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยา
เขตบางเขน  ในระหวางเดือน พฤศจิกายน 2545- กันยายน 2548 
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M        1 M       1 

10 kb 

3 kb 

2 kb 

1 kb 

0.5 kb 

8.0  kb 
7.0  kb 

0.5  kb 
1.3  kb 
0.9  kb 
0.6  kb 

8.0  kb 
7.0  kb 

0.5  kb  0.6  kb 

ผลและวิจารณ 
 
1.  การโคลนกลุมยีน Type I Polyketide Synthase (Type I PKS) จาก S. rimosus R7 
 

จากรายงานของประกิตชัย (2547)  ไดโคลนยีน Type I PKS จาก S. rimosus R7  ดวยวิธี 
Southern blot hybridization ได 2 โคลนคือ  พลาสมิด pATT403 และ pATT404  ซ่ึงประกอบดวย
ช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3.7 กิโลเบส  จากการตัดดวยเอนไซม KpnI  และชิ้นดีเอน็เอขนาดมากกวา  
12 กิโลเบส  จากการตัดดวยเอนไซม PstI ตามลําดับ (ประกิตชัย, 2547)  ซ่ึงพลาสมิด pATT403 ได
ถูกวิเคราะหลําดับเบสแลว  จึงเลือกพลาสมิด pATT404 มาวิเคราะหตอในงานวิจยันี ้

 
1.1  การตรวจสอบยีน Type I PKS ดวย Southern blot hybridization 
 

ตัด pATT404 ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ SacI แลวนําไปทํา Southern blot hybridization 
ดวยโพรบของโดเมน KS จากพลาสมิด pATT401 (ประกติชัย, 2547) ใชอุณหภูมิ hybridize ที่ 68°C 
ตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดตางๆกัน คือ 0.5, 0.6, 7 และ 8 กิโลเบส  ดังภาพที่ 12 

 
    
 
 
 
  
 
 
 
 
(ก)                                                                  (ข) 

 
ภาพที่ 11  การวิเคราะห Southern blot hybridization ดวยโพรบ KS  (ก)  agarose gel electrophoresis   

   (ข) Southern blot hybridization ; 1 =  pATT404/ SacI; M = 1 kb ladder 
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1.2  การ subclone พลาสมิด pATT404 
 

โคลนชิ้นดีเอน็เอขนาดประมาณ 7 และ 8 กิโลเบส  จากพลาสมิด pATT404  ที่ตัดดวย
เอนไซม SacI (ภาพที่ 11)  เขาสูพลาสมิด pUC18  และตรวจสอบโคลนโดยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ SacI พบวาโคลนในแถวที่ 2, 4, 6 และ 8  ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 8 กิโลเบส (ภาพที่ 12)   

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 12  การคัดเลือกโคลน 9 โคลน (ชอง 1-9) โดยการตัดดวยเอนไซม SacI; M = 1 kb ladder   
 
นําทั้ง 4 โคลนที่ไดไปตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ คือ  BamHI, BglII, EcoRI, EcoRV, HindIII, KpnI, 
NcoI, PstI, SalI, SphI  และ XbaI (ภาพที่ 13)  การตัดดวยเอนไซม KpnI แบบที่ 1 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 3.0 และ 7.7 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวท่ี 1 และ 3)  แบบที่ 2 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 5.0 และ 
5.7 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวท่ี 2 และ 4)  การตัดดวยเอนไซม NcoI พบแถบดีเอ็นเอขนาด 5.0 และ 
5.7 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวท่ี 5-8)  การตัดดวยเอนไซม SalI แบบที่ 1 พบแถบดีเอน็เอขนาด 0.5, 
0.6, 1.0, 1.3(x3), 1.6 และ 3.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวที่ 9 และ 11)  แบบที่ 2 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 0.5, 0.6, 1.3(x3), 1.6 และ 4.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวที่ 10 และ 12)  การตดัดวยเอนไซม 
XbaI, HindIII, SphI และ PstI  พบแถบดีเอน็เอขนาดใหญกวา 10.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวที่ 13-
16, ภาพที่ 13 ข แถวที่ 9-12, ภาพที่ 13 ง แถวท่ี 5-12)  แสดงวาไมมีตําแหนงตดัเหลานี้อยูบนชิน้ดี
เอ็นเอ  การตัดดวยเอนไซม BglII และ EcoRV พบวาไมมีตําแหนงตัดดวยเอนไซม 2 ชนิดนี้ (ภาพที่ 
13 ข แถวที่ 1-8)  การตัดดวยเอนไซม EcoRI แบบที่ 1 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 3.3 และ 7.4 กิโลเบส 
(ภาพที่ 13 ค แถวท่ี 1 และ 3)  แบบที่ 2 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 4.7 และ 6.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ค 
แถวที่ 2 และ 4)  การตัดดวยเอนไซม BamHI แบบที่ 1 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1.0 และ 9.7 กิโลเบส 
(ภาพที่ 13 ง แถวท่ี 1 และ 3)  แบบที่ 2 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 3.5 และ 7.2 (ภาพที่ 13 ง แถวที่ 2 และ 
4)  จากผลการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทัง้หมด  พบวาทั้ง 4 โคลนมีรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตดั

3.0 kb 

M   1   2    3   4   5    6    7   8   9 

8.0 kb 

2.7 kb 1.7 kb 
1.2 kb 

3 kb 
2 kb 
1 kb 

0.5 kb 
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จําเพาะ 2 แบบ  เนื่องจากมทีิศทางการโคลนชิ้นดีเอ็นเอตรงขามกัน โดยโคลนหมายเลข 2 และ 6 มี
รูปแบบการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะเหมอืนกัน จึงตัง้ชื่อพลาสมิดวา pATT700 สวนโคลน
หมายเลข 4 และ 8 มีรูปแบบการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเหมือนกนั  จึงตั้งชื่อพลาสมิดวา 
pATT701  โดยเลือกใชพลาสมิด pATT700 เพื่อทํา subclone ตอไป 
 

จากการตัดพลาสมิด pATT700 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 11 ชนิด ไดแก  BamHI, BglII, 
EcoRI, EcoRV, HindIII, KpnI, NcoI, PstI, SalI, SphI  และ XbaI (ภาพที่ 13)  ซ่ึงบางเอนไซมมี
ตําแหนงตัด 1 ตําแหนง บน multiple cloning site ของพลาสมิด pUC18 คือ BamHI, EcoRI, HindIII, 
KpnI, PstI, SalI, SphI และ XbaI  จากการแยกขนาดโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  แสดงวา  
BglII, EcoRV, HindIII, PstI, SphI และ XbaI ไมมีตําแหนงตัดบนชิน้ดเีอ็นเอ  จากการตัดดวย
เอนไซม KpnI ใหแถบดเีอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 3.0 และ 7.7 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก แถวที่ 1 และ 3) 
แสดงวามีตําแหนงตัดบนชิ้นดีเอ็นเอ 1 ตําแหนง  เอนไซม NcoI ใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 5.2 
และ 5.5  กิโลเบส  (ภาพที่ 13 ก แถวที่ 5 และ 7) แสดงวามีตําแหนงตัดบนชิ้นดีเอน็เอ 2 ตําแหนง 
เอนไซม SalI ใหแถบดเีอ็นเอ 8 แถบ ขนาด 0.5, 0.6, 1.0, 1.3(x3), 1.6 และ 3.0 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ก 
แถวที่ 9 และ 11) แสดงวามตีําแหนงตัดบนชิ้นดีเอน็เอ 8 ตําแหนง  เอนไซม EcoRI ใหแถบดีเอ็นเอ 
2 แถบ ขนาด 3.3 และ 7.4 กโิลเบส (ภาพที ่13 ค แถวที่ 1 และ 3) แสดงวามีตําแหนงตดับนชิ้นดเีอ็น
เอ 1 ตําแหนง  เอนไซม BamHI ใหแถบดีเอน็เอ 2 แถบขนาด 1.0 และ 9.7 กิโลเบส (ภาพที่ 13 ง แถว
ที่ 1 และ 3) แสดงวามีตําแหนงตัดบนชิน้ดเีอ็นเอ 2 ตําแหนง   
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ภาพที่ 13  การตรวจสอบ subclone ของ pATT404 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

(ก)  แถวที่1-4 = KpnI  แถวที่ 5-8 = NcoI  แถวที่ 9-12 = SalI  แถวที่ 13-16 = XbaI 
(ข)  แถวที่1-4 = BglII  แถวที ่5-8 = EcoRV  แถวที่ 9-12 = HindIII   
(ค)  แถวที่1-4 = EcoRI 
(ง)  แถวที่1-4 = BamHI  แถวที่ 5-8 = SphI  แถวที่ 9-12 = PstI; M = 1 kb ladder 

M   1    2    3   4    5   6    7   8   9   10  11  12    

3 kb 2 kb 

0.5 kb 
1 kb 

10.7 kb 

BglII EcoRV HindIII 

(ข) 

M   1    2   3    4    5   6   7   8    9   10  11  12    

1 kb 

3 kb 
2 kb 

0.5 kb 

10.7 kb 9.7 kb 7.2 kb 3.5 kb 

1.0 kb 

BamHI SphI PstI 

(ง) 

M   1    2   3    4   5   6    7   8    9  10  11  12  13  14  15  16  

3 kb 
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0.5 kb 

10.7 kb 
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2 kb 
1 kb 
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M   1   2   3   4 
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1.3  การ subclone พลาสมิด pATT700 
 

จากผลการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะของพลาสมิด pATT700 ในขอ 1.2 จึงเลือกเอนไซม 
EcoRI และ KpnI ในการ subclone ช้ินดีเอน็เอขนาด 3.3 กิโลเบส (ภาพที่ 14 ก)  โคลนเขาสูพลาสมิด 
pUC18 ที่ตัดดวยเอนไซมเดยีวกนั  ไดพลาสมิด pATT702 (ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 14 ข) 
 

นําพลาสมิด pATT700 มาตัดดวยเอนไซม SalI ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 0.5, 0.6, 1.0, 
1.3(x3), 1.6 และ 3.0 กิโลเบส (ภาพที่ 14 ค)  เลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.3 และ 0.6 กิโลเบส  เขา
สูพลาสมิด pUC18 ที่ตัดดวยเอนไซมชนิดเดียวกัน  โดยใหช่ือพลาสมิดวา pATT712 และ pATT713 
ตามลําดับ (ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 14 ง)  
 

นําพลาสมิด pATT702 มาตัดดวยเอนไซม SalI (ภาพที่ 15 ก)  แลวนํามา re-ligate 
เนื่องจากมีสวนของพลาสมิด pUC18 อยู  ใหช่ือพลาสมิดวา pATT720 (ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 15 ข ) 
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ภาพที่ 14  การ subclone พลาสมิด pATT700 และการตรวจสอบโคลน 

(ก)  แถวที่ 1 = pATT700/EcoRI/KpnI 
(ข)  การตรวจสอบโคลนของพลาสมิด pATT702  แถวที่ 1= ช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส  

แถวที่ 2 = pUC18/EcoRI  แถวท่ี 3 = pATT702/EcoRI   
(ค)  แถวที่ 1 = pATT700/SalI 
(ง)  การตรวจสอบโคลนของพลาสมิด pATT712 และ pATT713  แถวที่ 1 = 

pATT713/SalI  แถวที่ 2 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 0.6 กิโลเบส  แถวที่ 3 = pATT712/SalI  
แถวที่ 4 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1.3 กิโลเบส  แถวที่ 5 = pUC18/SalI; M = 1kb ladder 

3.3  kb 3.0  kb 2.7  kb 
1.7  kb 

3  kb 
2  kb 

1  kb 

0.5  kb 

  M       1 

(ก) 

3.3 kb 
2.7 kb 3 kb 

2 kb 

1 kb 

0.5 kb 

M     1     2     3 

(ข) 

3 kb 
2 kb 

  M          1 

1.3 kb 

0.6 kb 
1 kb 

0.5 kb 

(ค) 

M      1      2     3      4      5 

1 kb 

2.7 kb 
1.3 kb 
0.6 kb 

2 kb 
3 kb 

0.5 kb 

(ง) 
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ภาพที่ 15  การ subclone พลาสมิด pATT702 และการตรวจสอบโคลน 

(ก)  แถวที่ 1= pATT702/SalI 
(ข)  การตรวจสอบโคลนของพลาสมิด pATT720  แถวที ่1 = pATT720/SalI/EcoRI   

แถวที่ 2 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 0.9 กิโลเบส  แถวที่ 3 =  pUC18/SalI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก) 

3 kb 
2 kb 

1 kb 

0.5 kb 

M       1 

3.6 kb 

1.3 kb 

0.6 kb 
0.45 kb 

M      1       2       3 

2.7 kb 

0.9 kb 

3 kb 
2 kb 
1 kb 

0.5 kb 

(ข) 
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2.  การวิเคราะหลําดับเบสของยีน Type I PKS จาก S. rimosus R7 
 

2.1  การหาลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบสของพลาสมิด pATT702 และ subclone 
 

หาลําดับเบสของพลาสมิด pATT702 โดยใชไพรเมอร M13 Forward  ไดลําดับเบส 
721 คูเบส  แปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 240 กรดอะมิโน  เมื่อนําไปเปรียบเทียบกบัฐานขอมูล  โดย
ใชโปรแกรม BlastX พบวามีความคลายคลึงกับกลุมยีน Type I PKS ในฐานขอมูล GenBank 
(กันยายน 2548) (ตารางที่ 6)  โดยมีคาความเหมือนกับสารในกลุมที่เปน polyene  เชน  pimaricin  
จาก S. natalensis (Aparicio et al., 2000)  ซ่ึงใหคาความเหมือนสูงสุดที ่65 เปอรเซ็นต  candicidin  
จาก Streptomyces sp. FR-008  (Chen et al., 2003)  nystatin  จาก S. noursei (Brautaset et al., 2000)  
และ  amphotericin  จาก S. nodosus (Caffrey et al., 2001)  แสดงวา pATT702 มียีน Type I PKS  
จึงหาลําดับเบส  โดยใชไพรเมอร M13 Forward และ M13 Reverse  สําหรับพลาสมิด pATT702, 
pATT712, pATT713 และ pATT720  ซ่ึงเปน subclone ของพลาสมิด pATT700 ทั้งหมดดังแสดงใน
ตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 6  ขอมูล 4 อันดับแรก  ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของชิ้นดีเอ็นเอใน 

พลาสมิด pATT702 ทางดานไพรเมอร M13 Forward  กับฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม 
BlastX 

 
ลําดับ
ที่ เอนไซม จุลินทรีย สารที่สังเคราะห 

Identity 
(%) 

Accession 
No. เอกสารอางอิง 

1 PimS2 S. natalensis Pimaricin 65 CAC20921 Aparicio et al. (2000) 
2 FscD Streptomyces sp. 

FR-008 
Candicidin 48 AAQ82568 Chen et al. (2003) 

3 NysI S. noursei Nystatin 48 AAF71766 Brautaset et al. (2000) 
4 AmphI S. nodosus Amphotericin 47 AAK73501 Caffrey et al. (2001) 
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ตารางที่ 7  การหาลําดับเบสของ subclone  และแปลเปนลําดับกรดอะมิโน 
 

พลาสมิด ไพรเมอร ลําดับเบส (คูเบส) ลําดับกรดอะมิโน 
pATT702 M13 Forward 

M13 Reverse 
721 
736 

240 
245 

pATT712 M13 Forward 
M13 Reverse 

777 
789 

259 
263 

pATT713 M13 Forward 615 205 
pATT720 M13 Forward 765 255 

 
จากการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของพลาสมิด pATT702, pATT712, pATT713

และ  pATT720 พบวามีความคลายคลึงกับกลุมยีน Type I PKS ในฐานขอมูล และพบวาพลาสมดิ 
pATT702 มีสวนของยนี Type I PKS  หลายโดเมน จึงนําพลาสมิดนีม้าทาํแผนที่การตดัดวยเอนไซม
ตัดจาํเพาะและระบุโดเมนของยนี Type I PKS  เพื่อนําไปใชในการทาํยนีดีสรัปชนัตอไป 
 

2.2  การสรางแผนที่ยนีของพลาสมิด pATT702 
 

จากการวิเคราะหตําแหนงตดัดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ  และการวิเคราะหลําดับเบสและ
ลําดับกรดอะมโิน  ทําใหสามารถนําไปสรางแผนที่การตดัของเอนไซมตดัจําเพาะ  และเชือ่มตอลําดบั
เบสจากพลาสมิดตางๆ เขาดวยกนั  ดังภาพที่ 16 

 
จากการเชื่อมตอลําดับเบสจากพลาสมิดตางๆ เขาดวยกัน  ทําใหไดลําดับเบสของ 

พลาสมดิ pATT702  มีความยาวทัง้หมด 3,308 คูเบส  แปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 1,102  กรดอะมิโน  
พบวากรดอะมโินประกอบดวย โดเมน ketoreductase (KR), acyl carrier protein (ACP), 
ketoacylsynthase (KS) และบางสวนของโดเมน acyl transferase (AT)  เรียงตามลําดับ 
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KS AT KR 

Sc1 S2 S3 S4 E5 

Sc1 E5 

S2 S3 

S3 S4 

S4 E5 

702f 721bp 702r 710bp 

712r 789bp 712f
 777bp 

713f 

720f 765bp 

A
C

P  

pATT702 

pATT712 

pATT713 

pATT720 

0.5 kb 

 

 
 

ภาพที่ 16  แผนที่เอนไซมตดัจําเพาะและ subclone ของโคลน pATT702 ขนาด 3.3 กิโลเบส   
ลูกศรโปรงแสดงทิศทางของยีน Type I PKS (โดเมน KR, ACP, KS และ AT)  
ลูกศรเล็กแสดงทิศทางการหาลําดับเบส   B = BamHI, E = EcoRI, Sc = SacI, S = SalI   

 
3.  การทํายีนดสิรัปชันของกลุมยีน Type I PKS ใน S. rimosus R7 
 

นําพลาสมิด pATT702 มาใชศึกษาหนาทีข่องยีน Type I PKS โดยการทํายีนดิสรัปชนั  
เนื่องจากพลาสมิด pATT702 มีสวนของยนี Type I PKS ที่เหมือนกับกลุมยีน polyene หลายชนิด  
จึงจะใชพิสูจนวาสวนของกลุมยีน Type I PKS นี้เกี่ยวของกับการสังเคราะหสาร rimocidin ใน  
S. rimosus R7 โดยจะใชช้ินดีเอ็นเอในพลาสมิด pATT702 เปนดีเอ็นเอเปาหมายเชื่อมเขากับ 
mobilizable plasmid  เพื่อทําคอนจูเกชันตางสกุลเขาสู S. rimosus R7 โดยคาดวาจะเกดิ  
homologous recombination ของชิ้นดีเอ็นเอนี้ที่บริเวณกลุมยีน Type I PKS บนจีโนมของ  
S. rimosus R7  ทําใหพลาสมิดแทรกตวัเขาไปอยูบนกลุมยีน  เกิดยนีดสิรัปชันเปนผลให  
transcription ของกลุมยีนถูกทําลายไมสามารถสังเคราะหโปรตีนที่สมบูรณได  กจ็ะไมเกิดการ
สังเคราะหสารตานเชื้อรา rimocidin 
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3.1  การเตรียมพลาสมิดสําหรับทํายีนดิสรัปชัน 
 

พลาสมิดที่ใชในการทํายีนดสิรัปชัน คือ mobilizable plasmid  ซ่ึงไมสามารถเพิ่ม
จํานวนไดใน Streptomyces ไดแก pSET151 (Bierman et al., 1992) และ pIJ8671 (Sun et al., 1999) 
(ภาพที่ 9 และ 10)  โดยจะแทรกชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 3.3 กิโลเบส จากพลาสมิด pATT702  

 
3.1.1  พลาสมิด pATT709 

 
พลาสมิด pATT709 ไดจากการตัดพลาสมิด pATT702  ดวยเอนไซม EcoRI ได

ช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.3  กิโลเบส  โคลนเขาพลาสมิด pSET151 ทรานสฟอรมพลาสมิดสายผสมเขาสู 
E.coli XL1-Blue  และตรวจสอบโคลนโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (ภาพที่ 17)  แลวจึงนําเขา
สู E.coli ET12567 (pUZ8002)  แผนที่พลาสมิด pATT709 แสดงในภาพที่ 18 ก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17  การตรวจสอบพลาสมิด pATT709 โดยการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ  

แถวที่ 1= pATT702/EcoRI  แถวที่ 2 =  ช้ิน EcoRI ขนาด 3.3 kb  
แถวที่ 3 = pSET151/EcoRI  แถวที่ 4 = pATT709/EcoRI; M=1 kb ladder 

 
 

6 kb 
3 kb 
2 kb 

6.2 kb 

 M         1         2          3          4    

3.3 kb 2.7 kb 
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(ก)                (ข) 
 
ภาพที่ 18  แผนที่ของพลาสมิดสายผสมที่ใชในการทํายนีดิสรัปชัน (ก) pATT709  (ข) pATT711 

 
3.1.2  พลาสมิด pATT711 

 
พลาสมิด pATT711 ไดจากการตัดพลาสมิด pATT702 ดวยเอนไซม EcoRI และ 

PstI  ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส  เนื่องจากไมสามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอนีเ้ขาสู pIJ8671 ได
โดยตรง  จึงตองโคลนเขาพลาสมิด Litmus28 (Evan et al., 1995) กอนใหช่ือวาพลาสมิด pATT710  
แลวจึงตดัพลาสมิด pATT710 ดวยเอนไซม BamHI และ BglII นําชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส  
โคลนเขาพลาสมิด pIJ8671  ทรานสฟอรมพลาสมิดสายผสมเขาสู E.coli XL1-Blue  ตรวจสอบ
โคลนโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (ภาพที่ 19)  แลวจึงนําเขาสู E.coli ET12567 (pUZ8002) 
แผนที่พลาสมิด pATT711 แสดงในภาพที่ 18 ข 
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ภาพที่ 19  การตรวจสอบพลาสมิด pATT711 โดยการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ  
   แถวที่ 1= pATT710/BamHI/BglII  แถวที่ 2 = ช้ิน BamHI/BglII ขนาด 3.3 kb   

แถวที่ 3 = pIJ8671/BamHI/BglII  แถวที่ 4 = pATT711/BamHI/BglII; M=1 kb ladder 
 

3.2  การตรวจสอบสายพันธุกลายที่ไดจากการทํายีนดิสรัปชัน 
 

นํา E. coli ET12567 (pUZ8002) ที่มีพลาสมิด pATT709 และ pATT711 ไปทําคอนจูเก
ชันตางสกุลกบั S. rimosus R7 ตามวิธีการทดลองขอที่ 7.2.3  คัดเลือกสายพันธุกลายที่ไดดวยยา
ปฏิชีวนะ thiostrepton ซ่ึงเปนยีนเครื่องหมายที่อยูบนพลาสมิดทั้งสอง  พบวาไดเอ็กซคอนจูแกนต
ของพลาสมิด pATT709 เรียกสายพันธุกลายที่ไดวา S. rimosus ATT709  แตไมพบเอก็ซคอนจูแกนต
ของพลาสมิด pATT711  แสดงวา pSET151 อาจเปนพาหะที่ดีกวา pIJ8671 ในการทําคอนจูเกชนัตาง
สกุลใน S. rimosus  แตอยางไรก็ตาม นิรินทรยา (2548) ไดรายงานไววาสามารถทํายีนดิสรัปชันได
ดวยวิธีคอนจเูกชันตางสกุลโดยใช pIJ8671 แสดงวา mobilizable plasmid ทั้งสองนี้นาจะใชกับ 
S. rimosus ไดทั้งคู  จึงนํา S. rimosus ATT709 ไปวิเคราะหตอไป 

 
 
 
 
 

M         1         2          3         4     

5.4 kb 
3.3 kb 2.7 kb 

6 kb 

3 kb 
2 kb 
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3.2.1  การตรวจสอบการสรางสารตานเชื้อราของ S. rimosus ATT709   
 

ก)  ตรวจสอบดวยวิธี agar plug assay 
 

การตรวจสอบการสรางสารตานเชื้อราโดยการสรางวงใสของ S. rimosus  
ATT709  ตอ  Aspergillus niger  ดวยวิธี agar plug assay เปรียบเทียบกบั wild type พบวาสายพันธุ
กลายสามารถสรางสารตานเชื้อราไดนอยลงอยางเหน็ไดชัด (วงใสขนาด 0.8 เซนติเมตร เมื่อเทียบ
กับ wild type ขนาด 1.8 เซนติเมตร) (ภาพที่ 20)  คาดวานาจะมกีารแทรกตัวของพลาสมิดสายผสม
เขาไปในโครโมโซมของ S. rimosus R7 ในตําแหนงยีนทีเ่กี่ยวของกับการสรางสารตานเชื้อรา 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 20  การตรวจสอบการสรางสารตานเชื้อราโดยการเกิดวงใสของ wild type และสายพันธุ

กลายตอ A. niger  ดวยวิธี agar plug assay (ก) = S. rimosus R7  
(ข) และ (ค) =  S. rimosus ATT709 
 
 
 
 
 
 

(ก) 

(ข) (ค) 
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(ข)  ตรวจสอบดวยวิธี Thin-Layer Chromatography (TLC) และวิธี  
Bioautography  

 
เล้ียงสายพันธุกลายและ wild type ในอาหารเหลว SPG แลวสกัดสารจาก

เซลลและน้ําเลี้ยงของสายพันธุกลายและ wild type ตามวิธีการทดลองขอที่ 9.1  นําสารสกัดมาทํา 
TLC โดยใชแผน TLC เปน silica gel 60F254 (Merck, USA) ขนาด 20x20 เซนติเมตร  โดยใช   
n-butanol:acetic acid:H2O ในอัตราสวน 4:1:5  เปนตัวพา  ใชสาร nystatin 250 ไมโครกรัม  เปน
สารมาตรฐาน  เมื่อนําแผน TLC ไปตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  พบวาสารละลายที่สกัด
ไดจากสวนของน้ําเลี้ยงและจากเสนใยมีการแยกของสารตางกัน (ภาพที่ 21 ข)  โดยสารสกัดจากน้าํ
เล้ียงของ S. rimosus ATT709 พบจุดทึบ 3 ตําแหนง  คือ ที่คา Rf = 0.18, 0.33 และ 0.56  (ภาพที่ 21 
ข ชองที่ 2)  สวนสารสกัดจากน้ําเลี้ยงของ  S. rimosus  R7  พบจุดทึบ 2 ตําแหนง  คือ ที่คา Rf = 
0.18 และ 0.56  (ภาพที่ 21 ข ชองที่ 3)  สารสกัดจากเซลลของ S. rimosus ATT709  พบจุดทึบ 6 
ตําแหนง คือ ที่คา Rf = 0.07, 0.18, 0.29, 0.33 และ 0.47  (ภาพที่ 21 ข ชองที่ 4)  สวนสารสกัดจาก
เซลลของ S. rimosus  R7  พบจุดทึบ 6 ตําแหนง  คือ  ที่คา Rf = 0.07, 0.18, 0.29, 0.39 และ 0.47  
(ภาพที่ 21 ข ชองที่ 5)  จากผลการทํา TLC พบวาสายพนัธุกลายมีการแยกของสารบางตําแหนงที่
แตกตางไปจาก wild type คือ จุดทึบที่คา Rf = 0.33 ซ่ึงอาจเปน intermediate ที่เกิดจากการทํา
ยีนดิสรัปชันของกลุมยีน Type I PKS ขณะเดยีวกัน wild type ก็มีจุดทบึที่ตําแหนงคา Rf =  0.39 ใน
สารสกัดจากเซลลซ่ึงไมพบจุดทึบที่คา Rf นี้ในสายพันธุกลาย 
 

เมื่อทํา Bioautography บนแผน TLC (ภาพที่ 21 ค) พบวาเกิดวงใสของ  
A. niger  บนตําแหนงทีเ่ปนสารสกัดจากเซลลของ S. rimosus  R7  ทีค่า Rf = 0.39  และยังพบวงใส
ในตําแหนงของสาร nystatin ที่คา Rf = 0.31 ดวยเชนกนั (positive control)  แตไมพบวงใสใน
บริเวณอ่ืนอกี  แสดงวา S. rimosus ATT709 ไมสามารถสรางสารตานเชื้อราได   
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ภาพที่ 21  การตรวจสอบการแยกสารสกัดจาก S. rimosus R7 และ S. rimosus ATT709 ดวย TLC 

ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และ Bioautography  
(ก)  แผนภาพแสดงจุดที่เกิดจากการแยกตวัของสาร 
(ข)  ผลการทํา TLC บนแผน silica gel 60 F254 โดยใช n-butanol:acetic acid:H2O (4:1:5)  

ตรวจโดยใชแสง UV 
(ค)  Bioautography ที่เททับแผน TLC จากขอ ข. ดวย A. niger   

แถวที่ 1 = nystatin 250 ไมโครกรัม  แถวที ่2 = สารสกัดจากน้ําเลีย้งของ S. rimosus 
ATT709  แถวที่ 3 = สารสกัดจากน้าํเลี้ยงของ S. rimosus R7  แถวที่ 4 = สารสกัด
จากเซลลของ S. rimosus ATT709  แถวที่ 5 = สารสกัดจากเซลลของ S. rimosus R7 

          = ตําแหนงที่มีการสรางสารตานเชื้อรา             = ตําแหนงของสารที่แตกตาง
สรางโดยสายพันธุกลาย             = ตําแหนงจุดทึบที่เหมอืนกันระหวางสารสกัดจาก
เซลล (ชองที่ 2 และ 3) และน้ําเลี้ยง (ชองที่ 4 และ 5) ของสายพันธุกลายและ wild 
type  

 

1    2   3   4   5 1   2   3   4   5 1    2   3   4   5 
จุดสิ้นสุด 

จุดเร่ิมตน 

0.29 

0.07 

0.18 

0.31 0.33 0.39 

0.47 

0.56 Rf 

(ก) (ข) (ค) 
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(ค)  ตรวจสอบดวยวิธี  Spectrophotometry 
 

นําสารสกัดจากเสนใยและน้าํเลี้ยงที่สกัดจากสายพันธุกลายและ wild type 
ไปเจือจางดวยเอทานอล  แลววดัการดดูกลนืแสงที่ชวง 200-400 นาโนเมตร  เปรียบเทียบกับ 
nystatin  โดย nystatin มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) ที่ 277, 291, 304 และ 319  นาโนเมตร  
(ภาพที่ 22 ก)  ซ่ึงสอดคลองกับที่ไดรายงานไว (Oroshnik and mebane, 1963)  สวนสารตานเชื้อราที่
สกัดไดจากเซลลใหคา λmax  ที่  278, 290, 303 และ 318 นาโนเมตร (ภาพที่ 22 ข)  ซ่ึงเทากับคา
ของ rimocidin ที่ Cope et  al. (1965) ไดเคยรายงานไว  สวนในสายพนัธุกลายนั้นพบวาไมมี
รูปแบบของคาการดูดกลืนแสงสูงสุดเลย (ภาพที่ 22 ค)  นอกจากนี้ยังขดูซิลิกาเจลบริเวณที่คาดวาจะ
เปน intermediate (Rf = 0.33)  และบริเวณวงใสที่คาดวาจะเปนสาร rimocidin (Rf = 0.39)  มาสกัด
ดวยเมทานอลแลวเจือจางดวยเอทานอล 1,000 เทา  นํามาวัดคาการดดูกลืนแสงดังขางตน  พบวา
สารสกัดที่คา Rf = 0.39 ใหคา λmax  ที่ 278, 288, 303 และ 318 นาโนเมตร (ภาพที ่22 ง)  เทากนักับ
สาร rimocidin  สวนสารที่คาดวาเปน intermediate  พบวาคา λmax  ที่ไดไมไดอยูในชวงเดยีวกบัสาร 
rimocidin  แตมีคาอยูที่  255, 260 และ 266 นาโนเมตร (ภาพที่ 22 จ)  จากผลการทดลองนี้ยังสรุป
ไมไดวาสารที่คาดวาเปน intermediate จะเปนสารอะไร  จะตองวิเคราะหทางเคมีดวย HPLC และ 
NMR ตอไป 

 
3.2.2  การตรวจสอบสายพันธุกลายดวยวิธี PCR 

 
ตรวจสอบ S. rimosus pATT709 ดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร 2 คู คือ ATT012 

และ ATT013  ในอปุกรณและวิธีการ (ตารางที่ 5)  โดยคูไพรเมอรนี้จาํเพาะกับยีน tsr  (ยีนตานยา 
thiostrepton)  ซ่ึงจะพบยนีนีใ้นจีโนมของสายพนัธุกลายแตจะไมพบใน wild type  โดยทํา PCR ที่
อุณหภูม ิannealing 58 องศาเซลเซียส  พบวาไดผลิตภณัฑ PCR ขนาด 0.8 กิโลเบส  ใน S. rimosus 
pATT709 แตไมพบแถบดเีอน็เอขนาดเดยีวกันใน wild type (ภาพที่ 23 ข)  ไพรเมอรคูที่ 2 ใชไพรเมอร 
M13 Forward และ M13 Reverse เพื่อใหไพรเมอรจบักบับริเวณปลายทั้งสองขางของชิน้ดเีอ็นเอขนาด 
3.3 กิโลเบส ในบริเวณ multiple cloning site ของพลาสมดิ  โดยทํา PCR ที่อุณหภูม ิannealing 48 องศา
เซลเซยีส  พบวาไดผลิตภณัฑPCR ขนาด 3.3 กิโลเบส  ในพลาสมิดสายผสม pATT709 ซ่ึงใชเปน 
positive control  แตไมพบแถบดีเอน็เอดังกลาวใน wild type และ S. rimosus pATT709 (ภาพที่ 23 ค)  
เนื่องจาก wild type ไมมีตําแหนงจบักับไพรเมอร  สวนในสายพนัธุกลาย  ทิศทางของไพรเมอรทัง้คูจะ
หันออกจากกนัเมือ่ pATT709 แทรกเขาไปบนโครโมโซม  ทําใหไมพบผลิตภณัฑ PCR (ภาพที่ 23 ก) 
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ภาพที่ 22  ผลการทํา Spectrophotometry ของสารสกัดที่คาดูดกลืนแสง 200-400 นาโนเมตร 

(ก) = nystatin 25 mg/ml เจือจาง 500 เทา  (ข) = สารสกัดจากเซลลของ S. rimosus R7 
เจือจาง 1000 เทา (ค) = สารสกัดจากเซลลของ S. rimosus ATT709 เจือจาง 1000 เทา  
(ง) = สารสกัดจากซิลิกาเจล ณ ตําแหนง Rf = 0.39 ของ S. rimosus R7 เจือจาง 1000 เทา 
(จ) = สารสกัดจากซิลิกาเจล ณ ตําแหนง Rf = 0.33 ของ S. rimosus ATT709  เจือจาง 
1000 เทา 
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Sc Sc S S E 

3.3 kb

5.7 kb 

Sc E E S S Sc/K/Sm/B/X/S/P/Sp/H 

Sc Sc S S E Sc/K/Sm/B/X/S/P/Sp/H 
Sc/K E Sc E S S 

WT 

pATT709 
9.5 kb 

MT 

tsr 

tsr 
E 

0.8 kb 

(ก) ไพรเมอร ATT012 และ ATT013 
ไพรเมอร M13Forward และ M13 Reverse 

B = BamHI, E = EcoRI, H = HindIII, K = KpnI, 
P = PstI, Sc = SacI, S = SalI, Sm = SmaI, 
Sp = SphI, X = XbaI 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
ภาพที่ 23  การตรวจสอบสายพันธุกลายดวยวิธี PCR 

(ก)  แผนทีก่ารแทรกของพลาสมิด pATT709 บนโครโมโซมของ S. rimosus R7 และทศิทาง
ของไพรเมอร  (ข)  ผลิตภณัฑ PCR ของยนี tsr  โดยไพรเมอร ATT012 และ ATT013  ที่
อุณหภูม ิannealing 58 °C  (ค)  ผลิตภณัฑ PCR ของชิน้ดเีอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส  โดยไพร
เมอร M13 Forward และ M13 Reverse ที่อุณหภูม ิannealing 48 °C  แถวที่ 1 =  pATT709  
แถวที่ 2 =  S. rimosus ATT709  แถวที่ 3 =  S. rimosus R7; M = 1 kb ladder 

 M        1        2         3     

0.8 kb 

3 kb 
2 kb 

1 kb 

0.5 kb 

M         1        2         3  

3.3 kb 3 kb 
2 kb 

1 kb 

0.5 kb 

(ข) (ค) 
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3.2.3  การตรวจสอบดวยวิธี  Southern blot hybridization   
 

นํา S. rimosus pATT709  ไปตรวจสอบดวยวิธี Southern blot hybridization  
โดยใชช้ินดีเอน็เอขนาด 1.3 กิโลเบส  ซ่ึงไดจากการตัดพลาสมิด pATT712 ดวยเอนไซม SalI  เปน
โพรบ (ภาพที่ 25 ก)  ผลของการทํา Southern blot hybridization  โดยการตัดโครโมโซมของ  
S. rimosus pATT709 ดวยเอนไซม SacI  เปรียบเทียบกบัพลาสมิด pATT709 และ wild type  ที่ตัด
ดวยเอนไซมชนิดเดยีวกัน (ภาพที่ 25 ข)  พบวา  S. rimosus  ATT709  ใหแถบดีเอ็นเอสองแถบ
ขนาด 5.7 และ 3.3 กิโลเบส (ภาพที่ 25 ค แถวท่ี 2)  ในขณะที่พลาสมิด pATT709 ใหแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 3.3 กิโลเบส (ภาพที่ 25 ค แถวที่ 1) และ wild type ใหแถบดเีอ็นเอขนาด 5.7 กิโลเบส  (ภาพที่ 
25 ค แถวที่ 3)  แสดงวาเกิด homologous recombination  ของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย (3.3 กิโลเบส  
จากพลาสมิด pATT702)  เขาที่ตําแหนงเดยีวกันบนโครโมโซมของ S. rimosus  R7  เปนผลใหเกดิ
ยีนดิสรัปชัน  ไมเกิดการสรางสารตานเชื้อรา rimocidin  แสดงวาชิ้นดเีอน็เอเปาหมายที่โคลนไดนี้
เปนสวนของยนี rimocidin synthase (rms)  ซ่ึงเกี่ยวของกบัการสังเคราะหสาร polyene นี้  ดังนั้นจึง
จะโคลนดีเอ็นเอบริเวณใกลเคียงจากผล Southern hybridization 
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B = BamHI, E = EcoRI, H = HindIII, K = KpnI, 
P = PstI, Sc = SacI, S = SalI, Sm = SmaI, 
Sp = SphI, X = XbaI     = probe 

                   (ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                                      (ข)                                                   (ค) 
 
ภาพที่ 24  แผนที่แสดงการเกิดยีนดิสรัปชันและการตรวจสอบผลโดยวิธี Southern blot hybridization  

ดวยเอนไซม SacI  (ก)  แผนที่การแทรกของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส บนโครโมโซม
ของ S. rimosus  R7  (ข)  เจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซม SacI   
(ค)  ภาพ Southern  hybridization  โพรบดวยช้ินดีเอ็นขนาด 1.3 กิโลเบส ที่อุณหภูม ิ68 
องศาเซลเซียส  จากพลาสมิด pATT712  แถวที่ 1 = pATT709/SacI  แถวที่ 2 =  
S. rimosus ATT709/SacI  แถวที่ 3 =  S. rimosus R7/SacI 
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4.  การโคลนยนีและวิเคราะหลําดับเบสของกลุมยีน Type I PKS ท่ีเก่ียวของกับการสงัเคราะหสาร 
     ตานเชื้อรา rimocidin 
 

จากการตรวจสอบสายพันธุกลายโดยการทํา Southern blot hybridization พบวาเมื่อตดั
โครโมโซมของ S. rimosus  ATT709 ดวยเอนไซม SacI แลวโพรบดวยบางสวนของยนี Type I 
PKS พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบขนาด 3.3 และ 5.7 กิโลเบส (ภาพที่ 24 ค)  โดยช้ิน 3.3 กิโลเบสเปน
สวนของชิ้นดีเอ็นเอที่แทรกเขาไปในพลาสมิดเพื่อทํายนีดสิรัปชัน  สวนชิ้นขนาด 5.7 กิโลเบส  เปน
ช้ินที่รวมเอาชิน้ 3.3 กิโลเบสและบริเวณที่ตอเนื่องออกไปบนโครโมโซม (ภาพที่ 24 ก)  จึงจะโคลน
ช้ินดีเอน็เอขนาด 5.7 เพื่อหาลําดับเบสและวิเคราะหโดเมนตางๆ ตอไป 

 
4.1  การโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 5.7 กิโลเบส 

 
ตัดโครโมโซมของ S. rimosus  ATT709 ดวยเอนไซม SacI  แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ

ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (ภาพที ่25 ก)  แลวตดัเจลบริเวณทีม่ีช้ินดีเอ็นเอขนาด 5.7 กิโล
เบส  นําไปสกดัดีเอ็นเอออกจากเจล  ทํา PCR โดยใชไพรเมอร ATT010 และ ATT011 (ตารางที่ 5) 
ที่จําเพาะตอโดเมน KS เพื่อตรวจสอบวาชิน้ดีเอ็นเอที่สกดัไดมสีวนของโดเมน KS  เนื่องจากทราบ
แลววาชิน้ดีเอน็เอเปาหมาย 3.3 กิโลเบส  มีโดเมน KS อยู  ซ่ึงพบวาไดผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 1.3 
กิโลเบสของโดเมน KS อยูจริง (ภาพที่ 25 ข)  จึงนําไปเชือ่มตอกับพลาสมิด pUC18 ที่ตัดดวย
เอนไซมชนิดเดียวกัน  จากนัน้ทรานสฟอรมเขา E. coli XL1-Blue  เลือกโคโลนีที่มีช้ินดีเอ็นเอขนาด 
5.7 กิโลเบส  ใหช่ือวา pATT718  (ตรวจสอบโคลนภาพที่ 25 ค)  ตรวจสอบโคลนที่ไดนี้อีกครั้งโดย
การทําพีซีอารโดเมน KS  พบวาไดผลิตภณัฑพีซีอารขนาด 1.3 กิโลเบส  (ภาพที่ 25 ง)  จึงเชื่อมัน่วา
เปนโคลนที่ตองการจริง  โดยจะนําไป subclone และวิเคราะหลําดับเบสตอไป 
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ภาพที่ 25  การเตรียมชิ้นดเีอน็เอและการตรวจสอบโคลน 

(ก)  แถวที่ 1-4 = S. rimosus ATT709/SacI    
(ข)  การตรวจสอบชิ้นดีเอน็เอโดยการทาํ PCR โดเมน KS  แถวที ่1 = S. rimosus R7  แถวท่ี 

2 = ช้ินดเีอ็นเอบริเวณ 5.7 กิโลเบส ที่ตดัออกจากเจลในรูป (ก)  แถวที่ 3 = pATT709 
(ค)  การตรวจสอบพลาสมิด pATT718 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ   

แถวที่ 1 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 5.7 กิโลเบส  แถวที่ 2 = pUC18/SacI   
แถวที่ 3 = pATT718/SacI 

(ง)  การตรวจสอบพลาสมิดสายผสมโดยการทํา PCR โดเมน KS 
แถวท่ี 1 = S. rimosus  R7  แถวที่ 2 = pATT718  แถวที่ 3 = pATT709 
M = 1 kb ladder   
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4.2  การตรวจสอบพลาสมิด pATT718 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

นําพลาสมิด pATT718 ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด  ไดแก  BamHI, EcoRI, 
KpnI, SacI และ SalI ซ่ึงทั้ง 5 ชนิดมีตําแหนงตัดเพยีงตําแหนงเดียวบนพลาสมิด pUC18  จากการ
แยกขนาดโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  แสดงวา BamHI  ไมมีตําแหนงตดับนชิ้นดีเอ็นเอ  
(ภาพที่ 26 ก แถวท่ี 2)  เอนไซม EcoRI มีตําแหนงตดับนชิ้นดีเอ็นเอ 1 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็น 2 
แถบขนาด 6.0 และ 2.4 กิโลเบส  (ภาพที่ 26 ก แถวที่ 3) เอนไซม SacI มีตําแหนงตัดบนชิ้นดีเอน็เอ 
1 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็น 2 แถบขนาด 5.7 และ 2.7 กิโลเบส  (ภาพที่ 26 ข)  เมื่อตัดเอนไซม KpnI 
รวมกับเอนไซม EcoRI ใหแถบดีเอ็นเอ 5 แถบ  ขนาด 3.3, 2.7, 1.8, 0.4 และ 0.15  กิโลเบส  (ภาพที่ 
26 ค แถวที่ 2)  เอนไซม SalI มีตําแหนงตัดบนชิ้นดีเอน็เอ 7 ตําแหนง  ใหแถบดีเอ็นเอ 8 แถบ ขนาด 
2.7, 1.6, 1.4, 0.95, 0.6, 0.5, 0.4, 0.15 และ 0.10  กิโลเบส  (ภาพที่ 26 ง) 

 
4.3  การ subclone พลาสมิด pATT718 

 
จากผลการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะของพลาสมิด pATT718 จึงเลือกใชเอนไซม 

EcoRI ผสมกับ SacI  ในการ subclone ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.3, 2.7 และ 2.4 กิโลเบส  โดยเลือก
โคลนชิ้นดีเอน็เอขนาด 2.4 กิโลเบส  ซ่ึงเปนบริเวณที่ถัดจากชิ้น 3.3 กิโลเบส  ที่ใชเปนดีเอ็นเอ
เปาหมาย  เชื่อมกับพลาสมิด pUC18 ที่ตัดดวยเอนไซมชนดิเดียวกนั  ใหช่ือพลาสมิดวา pATT719  
(ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 27 ก)  

 
นําพลาสมิด pATT718 มาตัดดวยเอนไซม EcoRI ผสมกับ KpnI ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 

3.3, 2.7, 1.8, 0.4 และ 0.15 กโิลเบส  เลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.8 กิโลเบส เชื่อมกับพลาสมิด 
pUC18 ที่ตัดดวัยเอนไซมเดยีวกัน ใหช่ือพลาสมิดวา pATT704 (ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 27 ข) 
 

นําพลาสมิด pATT719 มาตัดดวยเอนไซม SalI  ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.4, 0.95, 0.5 และ 
0.15 กิโลเบส (ภาพที่ 27 ค)  เลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 0.5 และ 0.95 กิโลเบส เชื่อมกับพลาสมิด 
pUC18 ที่ตัดดวยเอนไซมชนดิเดียวกนั  ใหช่ือพลาสมิดวา pATT721 และ pATT722 ตามลําดับ 
(ตรวจสอบโคลนในภาพที่ 27 ง) 
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ภาพที่ 26  การตัดพลาสมิด pATT718 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ   

(ก)  แถวที่ 1 = pATT718  แถวที ่2 = pATT718/BamHI  แถวที่ 3 = pATT718/EcoRI    
(ข)  แถวที่ 1 = pATT718/SacI    
(ค)  แถวที่ 1 = pATT718  แถวที่ 2 =  pATT718/EcoRI/KpnI 
(ง)  แถวที่ 1 = pATT718/SalI; M = 1 kb ladder 
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ภาพที่ 27  การตรวจสอบ subclone ของพลาสมิด pATT718   

(ก)  แถวที่ 1 = pATT719  แถวที่ 2 = pATT719/EcoRI/SacI  แถวที่ 3 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 
2.4 กิโลเบส  แถวที่ 4 = pUC18/EcoRI/SacI   

(ข)  แถวที่ 1 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1.8 กิโลเบส  แถวที่ 2 = pUC18/EcoRI/KpnI  แถวที่ 3 = 
pATT704/EcoRI/KpnI 

(ค)  แถวที่ 1 = pATT719/SalI   
(ง)  แถวที่ 1 = pATT721/SalI  แถวที่ 2 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด 0.95 กิโลเบส   

แถวที่ 3 = pUC18/SalI  แถวที่ 4 = pATT722/SalI  แถวที่ 5 = ช้ินดีเอ็นเอขนาด  
0.5 กิโลเบส; M = 1 kb ladder 
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4.4  การหาลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบสของพลาสมิด pATT718 และ subclone 
 

หาลําดับเบสของพลาสมิด pATT718 โดยใชไพรเมอร M13 Forward ไดลําดับเบสยาว 749 
คูเบส  แปลรหัสเปนกรดอะมโินได 249 กรดอะมิโน  เมื่อนาํไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมลู GenBank โดย
ใชโปรแกรม BlastX (กันยายน 2548)  พบวามีความคลายคลึงกับกลุมยีน Type I PKS  ดังตารางที่ 8โดย
มีคาความเหมอืนกับสารในกลุมที่เปน polyene  เชน pimaricin จาก S. natalensis (Aparicio et al., 2000)  
ซ่ึงใหคาความเหมือนสูงสุดที่ 84 เปอรเซ็นต  candicidin จาก Streptomyces sp. FR-008  (Chen et al., 
2003)  nystatin จาก S. noursei (Brautaset et al., 2000)  และ amphotericin จาก S. nodosus (Caffrey et al., 
2001)  แสดงวา pATT718 มียีน Type I PKS จึงหาลําดับเบส โดยใชไพรเมอร M13 Forward และ M13 
Reverse สําหรับพลาสมิด pATT718 และ subclone ตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 9 

 
ตารางที่ 8  ขอมูล 4 อันดับแรก  ที่ไดจากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของชิ้นดีเอ็นเอในพลาสมิด 

pATT718 ทางดานไพรเมอร M13 Forward  กับฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BlastX 
 
ลําดับ
ที่ เอนไซม จุลินทรีย สารที่สังเคราะห 

Identity 
(%) 

Accession 
No. เอกสารอางอิง 

1 PimS2 S. natalensis Pimaricin 84 CAC20921 Aparicio et al. (2000) 
2 FscD Streptomyces sp. 

FR-008 
Candicidin 64 AAQ82568 Chen et al. (2003) 

3 NysI S. noursei Nystatin 58 AAF71766 Brautaset et al. (2000) 
4 AmphI S. nodosus Amphotericin 57 AAK73501 Caffrey et al. (2001) 

 
ตารางที่ 9  การหาลําดับเบสของพลาสมิด pATT718 และ subclone 
 

พลาสมิด ไพรเมอร ลําดับเบส (คูเบส) ลําดับกรดอะมิโน 
pATT718 M13 Forward 

M13 Reverse 
749 
775 

249 
258 

pATT704 M13 Forward 
M13 Reverse 

812 
843 

270 
281 

pATT719 M13 Reverse 746 248 
pATT721 M13 Reverse 474 158 
pATT722 M13 Reverse 704 234 



 71

4.5  การสรางแผนที่ยีนของพลาสมิด pATT718 
 

จากผลการวิเคราะหตําแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะของพลาสมิด pATT718 และ 
subclone รวมกับการวิเคราะหลําดับเบส  สามารถนําไปสรางแผนที่การตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ
และสามารถนํา subclone ตางๆ มาเชื่อมตอกัน  ทําใหไดแผนที่ของพลาสมิด pATT718 ดังภาพที ่28 

 
จากการเชื่อมตอลําดับเบสทั้งหมดเขาดวยกัน  ทําใหไดลําดับเบสของพลาสมิด 

pATT718 ที่สมบูรณ  ซ่ึงมีความยาว 5,676 คูเบส  แปลรหัสเปนกรดอะมิโน 1,892 กรดอะมิโน  มี
ปริมาณ G+C เปน 75 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 29)  และไดเก็บในฐานขอมูล GenBank ที่ accession No. 
AY701054 (ภาคผนวก) พบวาลําดับกรดอะมิโนประกอบดวย 5 โดเมน  คือ  โดเมน KR (กรดอะมิ
โนที่ 50-229)  โดเมน ACP (กรดอะมิโนที่ 338-408)  โดเมน KS (กรดอะมิโนที่ 431-838)  โดเมน 
AT (กรดอะมโินที่ 936-1245)  และโดเมน KR (กรดอะมโินที่ 1543-1716) 

 
เมื่อนําลําดับเบสของพลาสมิด pATT702 และ subclone ซ่ึงเปนบริเวณที่ใชเปนดเีอ็นเอ

เปาหมายในการทํายีนดิสรัปชันมาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของพลาสมิด pATT718 พบวามีลําดับ
เบสเหมือนกนัทั้งหมด  แสดงวาพลาสมิด pATT702 เปนสวนหนึ่งของพลาสมิด pATT718  ดังนั้น
จึงสามารถโคลนยีน Type I PKS ที่อยูตอจากบริเวณดีเอน็เอเปาหมายได  นอกจากนีบ้ริเวณปลาย
ดาน 3’ ของพลาสมิด pATT718 พบวามีบางสวนซอนทบักับปลาย 5’ ของพลาสมิด pATT403 
(ประกิตชัย, 2547)  แสดงวาชิ้นดีเอ็นเอของยีน Type I PKS ที่เคยถูกรายงานไวในพลาสมิด 
pATT403 เปนสวนหนึ่งของยีนที่เกี่ยวของกับการสรางสารตานเชื้อรา rimocidin หรือ rimocidin 
synthase (rms)  ดังที่ไดเคยรายงานไวใน S. rimosus R7 (นิรินทรยา, 2548) 
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     SacI1  pATT718f  
   1: GAGCTCGACAGCACCACCCTGCGCCGTCTGGCCACCGTCCTCGCCGACAGC 
   1: E  L  D  S  T  T  L  R  R  L  A  T  V  L  A  D  S   
 
  52: GGCGGCGAGGACCAGCTCGCCGTACGCACCACCGCGGCCTTCGCCCGCCGC 
  18: G  G  E  D  Q  L  A  V  R  T  T  A  A  F  A  R  R   
 
 103: CTGGCGCACCACCGCGTCATGCCGGACTCCGAGGCGGGTACGTTCAGCCCC 
  35: L  A  H  H  R  V  M  P  D  S  E  A  G  T  F  S  P   
      Ketoreductase (KR) 
 154: ACCGGCACCGTGCTCGTCACCGGCGGCACCGGCGCTCTCGGCGGACATGTT 
  52: T  G  T  V  L  V  T  G  G  T  G  A  L  G  G  H  V   
                   
 205: GCCCGCTGGCTCGCCGAAGCGGGCGCGCAGCACCTGCTGCTGGTCAGCCGC 
  69: A  R  W  L  A  E  A  G  A  Q  H  L  L  L  V  S  R   
 
 256: CGCGGCGCCGACGCGCCCGGCGCGGGCGAACTGGCCGCGCAGATCGAGGAC 
  86: R  G  A  D  A  P  G  A  G  E  L  A  A  Q  I  E  D   
 
 307: ATGGGCGTACGGGTCACCCTCGCGGCGTGCGACACCGCCGACCGCGGCGCG 
 103: M  G  V  R  V  T  L  A  A  C  D  T  A  D  R  G  A   
 
 358: CTCGACGCCGTACTGGCCGAGATCCCCGAAGAGCACCCGCTCACCGCGGTC 
 120: L  D  A  V  L  A  E  I  P  E  E  H  P  L  T  A  V   
                        SalI2 pATT712r 
 409: TTCCACACCGCCGGGACCGTCGACGACGGCACCCTGGACACGCTCACCCCC 
 137: F  H  T  A  G  T  V  D  D  G  T  L  D  T  L  T  P   
 
 460: GAGCAGTTCACCTCCGTCCTGCACGCCAAGGTCACCGCGACCCGCACCCTG 
 154: E  Q  F  T  S  V  L  H  A  K  V  T  A  T  R  T  L   
 
 511: CACGAGGCCACCCGCGACCTGGACCTGAGCGCCTTCGTGCTCTTCTCCTCC 
 171: H  E  A  T  R  D  L  D  L  S  A  F  V  L  F  S  S   
 
 562: GTCGCCGGCACCCTCGGCGCACCCGGCCAGGGCAACTACGCCGCGGCCAAC 
 188: V  A  G  T  L  G  A  P  G  Q  G  N  Y  A  A  A  N   
 
 613: GCCTTCCTCGACGCCTTCGCCGAGCACCGCCGCGCCCACGGCCTGCCCGCG 
 205: A  F  L  D  A  F  A  E  H  R  R  A  H  G  L  P  A   
 
 664: ACCTCGATCGCCTGGGGTCCCTGGGCCGAGGACGGCATGGCGGCCGACGGC 
 222: T  S  I  A  W  G  P  W  A  E  D  G  M  A  A  D  G   
 
 715: ACCGACGTCCAGGCACGCATCCGGCGAGGCGGCTACAACCCGCTGCCGCCG 
 239: T  D  V  Q  A  R  I  R  R  G  G  Y  N  P  L  P  P   
 
 766: CAGCTCGCCCTCACCGCCCTGCGGCAGGCGATCGAGCAGGGCGCCCCGACG 
 256: Q  L  A  L  T  A  L  R  Q  A  I  E  Q  G  A  P  T   
 
 817: CTCACCCTCGCGGACATCGACTGGCAGCGCTACGCGGAGGTGTTCACCGCG 
 273: L  T  L  A  D  I  D  W  Q  R  Y  A  E  V  F  T  A   
 
 868: ACGCGCCCCAGCCCCCTCGTCGGCGACCTGCCCGAACTGCGCCAGGCCACC 
 290: T  R  P  S  P  L  V  G  D  L  P  E  L  R  Q  A  T   
 
 919: GCACCCGCCGGGACAGCGGAGGCCGCCCTGCGGGAACCGGCCCTGCGGCAG 
 307: A  P  A  G  T  A  E  A  A  L  R  E  P  A  L  R  Q   
                                           Acyl 
 971: CGGCTCGCCGGGCTCTCGCCGGCCGCGCGCCCGCGCTTCGTGCTGGATCTC 
 324: R  L  A  G  L  S  P  A  A  R  P  R  F  V  L  D  L   
     carrier protein (ACP) 
1021: GTACGGACCCGGGTCGCGCGGTCCTCGGCACAGCGGCACCTCGGGCATCGG 
 341: V  R  T  R  V  A  R  S  S  A  Q  R  H  L  G  H  R   
 
1072: CGCCGACCGCGCCTTCAGCGACTCGGTTTCGACTCGCTGACCACCGTCGAA 
 358: R  R  P  R  L  Q  R  L  G  F  D  S  L  T  T  V  E   
 
1123: CTGCGCAACACCCTCACGGCCGCCACCGGCCTGAAACTGCCCGCGACCCTC 
 375: L  R  N  T  L  T  A  A  T  G  L  K  L  P  A  T  L   
 
1174: GTCTACGACTACCCGACACCGATCGCCCTCGCCGACTTCCTGCTCGCCGAA 
 392: V  Y  D  Y  P  T  P  I  A  L  A  D  F  L  L  A  E   
 
1225: CTCCAGGGCGCCCTGCCCGAGTCCGACCGGCTCGCCCCGGCCCCCGGAGGC 
 409: L  Q  G  A  L  P  E  S  D  R  L  A  P  A  P  G  G   
                  Keto-acyl synthase (KS) 
1276: CGCGCCGCCGACGACGACCCGATCGCCGTCGTCGGCCTGAACTGCCGCTTC 
 426: R  A  A  D  D  D  P  I  A  V  V  G  L  N  C  R  F   
 
1327: CCCGGCGGCATCCGGTCCCCCGAAGACCTCTGGCAGCTGCTCGGCCGGGGC 
 443: P  G  G  I  R  S  P  E  D  L  W  Q  L  L  G  R  G   
 
1378: GAGGACGCCATCTCCGGCTTCCCCGCGGACCGCGGCTGGGACCTGGACGCC 
 460: E  D  A  I  S  G  F  P  A  D  R  G  W  D  L  D  A   
 
1429: CTCGCCCAGGGCGGCTCCGCGACCCTCGAAGGCGGATTCCTCGACGGCGTC 
 477: L  A  Q  G  G  S  A  T  L  E  G  G  F  L  D  G  V   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                     NcoI3 
1480: GGCCTCTTCGACGCCGCGTTCTTCGGCATCTCGCCCCGCGAGGCCCTGGCC 
 494: G  L  F  D  A  A  F  F  G  I  S  P  R  E  A  L  A   
 
1531: ATGGACCCCCAGCAGCGCCTGCTGCTGGAGACGTCCTGGGAGGTCTTCGAG 
 511: M  D  P  Q  Q  R  L  L  L  E  T  S  W  E  V  F  E   
 
1582: CGGGCCGGCATCGACCCGGCCACCCTGCGCGGCAGCCGTACCGGCGTCTTC 
 528: R  A  G  I  D  P  A  T  L  R  G  S  R  T  G  V  F   
 
1633: GTCGGCACCAACGGCCAGGACTACGCCACGGTCCTGCGCCGGGCGACCGGC 
 545: V  G  T  N  G  Q  D  Y  A  T  V  L  R  R  A  T  G   
 
1684: ACCGCCGACATCCGCGGGCACGTCGCCACCGGCAACACCGCCAGCGTCCTG 
 562: T  A  D  I  R  G  H  V  A  T  G  N  T  A  S  V  L   
                                         pATT712f  SalI4 
1735: TCCGGCCGCCTCTCCTACGCCTTCGGCCTGGAGGGCCCGGCCGTCACCGTC 
 579: S  G  R  L  S  Y  A  F  G  L  E  G  P  A  V  T  V   
          pATT713f 
1786: GACACCGCCTGCTCCTCCGCGCTGGTCGCCCTGCACATGGCGGCGAACGCC 
 596: D  T  A  C  S  S  A  L  V  A  L  H  M  A  A  N  A   
 
1837: CTGCGCAGCGGCGAGTGCACCCTCGCACTGGCCGGTGGCGTCTCGGTGATG 
 613: L  R  S  G  E  C  T  L  A  L  A  G  G  V  S  V  M   
 
1888: TCGAGCCCCGACTCCTTCACCGAGTTCACGGTGCAGGGCGGGCTCGCCCCC 
 630: S  S  P  D  S  F  T  E  F  T  V  Q  G  G  L  A  P   
 
1939: GACGGCCGCTGCAAGCCCTTCGCCGACGCGGCCGACGGCACCAGCTGGTCC 
 647: D  G  R  C  K  P  F  A  D  A  A  D  G  T  S  W  S   
 
1990: GAGGGCGTGGGCGTCCTCGTCCTGGAACGGCTCTCCGACGCCCGGCGCAAC 
 664: E  G  V  G  V  L  V  L  E  R  L  S  D  A  R  R  N   
 
2041: GGCCACGAGGTGTGGGGCATCGTGCGCGGCACCGCCGTCAACCAGGACGGC 
 681: G  H  E  V  W  G  I  V  R  G  T  A  V  N  Q  D  G   
 
2092: GCCTCCAACGGGCTGACCGCGCCCAGCGGACGGGCCCAGCAGCGCGCCATC 
 698: A  S  N  G  L  T  A  P  S  G  R  A  Q  Q  R  A  I   
 
2143: CGCCAGGCCCTCGCCGATGCCGACCTCGCCCCCGCCGACATCGATGTGGTC 
 715: R  Q  A  L  A  D  A  D  L  A  P  A  D  I  D  V  V   
 
2194: GAGGCGCACGGCACCGGCACCACCCTCGGCGACCCCATCGAGGCGCAGGCC 
 732: E  A  H  G  T  G  T  T  L  G  D  P  I  E  A  Q  A   
 
2245: CTCATCACCGCCTACGGGCCGGACCGCGAGCGCCCGCTGCTGCTCGGCGCC 
 749: L  I  T  A  Y  G  P  D  R  E  R  P  L  L  L  G  A   
 
2296: GTCAAGTCGAACCTGGGCCACACCCAGGCCGCCGCGGGCGTCGCGGGCACC 
 766: V  K  S  N  L  G  H  T  Q  A  A  A  G  V  A  G  T   
 
2347: ATCAAGATGCTCCTGGCCATGCGCCACGGCGTGCTGCCCAAGAACCTGCAC 
 783: I  K  M  L  L  A  M  R  H  G  V  L  P  K  N  L  H   
      SalI5 
2398: GTCGACTGGTCGGACGGCACGGTCTCGCTCGTCACCGAGGAGCAGGCGTGG 
 800: V  D  W  S  D  G  T  V  S  L  V  T  E  E  Q  A  W   
 
2449: CCCGAGACCGGCCACGCCCGGCGGGCCGGCGTCTCCGCCTTCGGCGTGAGC 
 817: P  E  T  G  H  A  R  R  A  G  V  S  A  F  G  V  S   
 
2500: GGCACCAACGCCCACGTCATCATCGAGCAGGCACCGGAGGCGGAGGAGCCC 
 834: G  T  N  A  H  V  I  I  E  Q  A  P  E  A  E  E  P   
 
2551: GAGGCGGACGGGCCCGCCGAGCCCACCACGGTGCCGGGCCTCGTGCCCTGG 
 851: E  A  D  G  P  A  E  P  T  T  V  P  G  L  V  P  W   
 
2602: CCGGTGTCGGCCAAGTCCGAGGCCGCGCTGGCGGCACAGATCGAGCGGATC 
 868: P  V  S  A  K  S  E  A  A  L  A  A  Q  I  E  R  I   
 
2653: ACGGCGCTGACCGGCCTCGCGCCCGCCGACGTGGGCCACTCCCTGGCCACC 
 885: T  A  L  T  G  L  A  P  A  D  V  G  H  S  L  A  T   
 
2704: GGCAGGTCGGCGTTCACCCACCGCGCGGTCCTCGCGGCCGACGGTACGGGC 
 902: G  R  S  A  F  T  H  R  A  V  L  A  A  D  G  T  G   
 
2755: GTACGGGAACTCGCCCGCGGCATCGCCCAGGAGACCGACGGCAAGCTGGCC 
 919: V  R  E  L  A  R  G  I  A  Q  E  T  D  G  K  L  A   
      Acyl transferase (AT) 
2806: CTGCTGTTCTCGGGCCAGGGCGCGCAGCGCGCCGGGATGGGCCGCGAGCTG 
 936: L  L  F  S  G  Q  G  A  Q  R  A  G  M  G  R  E  L   
 
2857: TACGGCCGGTTCCCGGTGTTCGCCGAGGCGCTGGACGCGGTACTGGCGCAC 
 953: Y  G  R  F  P  V  F  A  E  A  L  D  A  V  L  A  H   
 
2908: TTCGACGCCGGGCTGCGGGACGTGATCTTCGGTGACGCGGAGGGCCTGGAC 
 970: F  D  A  G  L  R  D  V  I  F  G  D  A  E  G  L  D   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 29  ลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนของยีน rimocidin synthase (rms) ของ S. rimosus R7 
ขนาด 5,676 คูเบสจากพลาสมิด pATT718 ประกอบดวย 5 โดเมน (KR, ACP, KS, AT 
และ KR)  กรดอะมิโนตวัหนา = โดเมน  อักษรตัวหนาและขีดเสนใต = ตําแหนงตดัของ
เอนไซมตัดจําเพาะ  ตีกรอบ = active-site region  ลูกศร = ทิศทางการหาลําดับเบส  อักษร
เอน = บริเวณที่ซอนทับกันระหวางยีน Type I PKS จากพลาสมิด pATT718 และ 
pATT403 (ประกิตชัย, 2547) 
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2959: GAGACCGGGTTCACCCAGCCGGCCCTGTTCGCCATCGAGGTGGCGCTGTTC 
 987: E  T  G  F  T  Q  P  A  L  F  A  I  E  V  A  L  F   
 
3010: CGGCTGGCCGAGTCGCTGGGTATACGCCCGGACTTCGTGGCCGGCCACTCG 
1004: R  L  A  E  S  L  G  I  R  P  D  F  V  A  G  H  S   
 
3061: ATCGGCGAGATCGCGGCGGCGCATGTGGCAGGAGTGTTCTCACTGGCGGAC 
1021: I  G  E  I  A  A  A  H  V  A  G  V  F  S  L  A  D   
 
3112: GCGTGTGCGCTGGTGGCGGCCCGTGCCCGGCTGATGCAGGCGCTGCCGGAG 
1038: A  C  A  L  V  A  A  R  A  R  L  M  Q  A  L  P  E   
 
3163: GGCGGCGCGATGGTGGCGATCGAGGCCACCGAGGGCGAGGTCGGGCCGCGG 
1055: G  G  A  M  V  A  I  E  A  T  E  G  E  V  G  P  R   
 
3214: CTGGCCGACGGGGTGTCGATCGCGGCGCTCAACGGCCCGGAGTCGGTGGTG 
1072: L  A  D  G  V  S  I  A  A  L  N  G  P  E  S  V  V   
                                pATT702r  EcoRI6  
3265: ATCTCCGGAACGCAGGACGCGGTCCTGCGATCGCGGCGGAATTCGCCGACT 
1089: I  S  G  T  Q  D  A  V  L  R  S  R  R  N  S  P  T   
      pATT704r 
3316: GAGGGCCGCAAGACCCGGCGCCTGTCGGTGAGCCACGCCTTCCACTCGCCG 
1106: E  G  R  K  T  R  R  L  S  V  S  H  A  F  H  S  P   
 
3367: CTGATGGACCCGATGCTGGCGGACTTCCGGCAGGTGGCCGAGGGGCTGGCG 
1123: L  M  D  P  M  L  A  D  F  R  Q  V  A  E  G  L  A   
 
3418: TACGAGGCCCCGCGTATCCCGCTCGTGTCCAACGTGACGGGCGAACTCGCC 
1140: Y  E  A  P  R  I  P  L  V  S  N  V  T  G  E  L  A   
 
3469: ACCGCGGAGCTGATCTGCACGCCCGGGTACTGGGTGCAGCACGTACGGGAC 
1157: T  A  E  L  I  C  T  P  G  Y  W  V  Q  H  V  R  D   
 
3520: ACGGTGCGGTTCGCCGACGGTGTCCGCGCGCTGGAGGCCGAGGGCGCCTCG 
1174: T  V  R  F  A  D  G  V  R  A  L  E  A  E  G  A  S   
 
3571: GTCTTCCTGGAGGTGGGCCCGGACGGGGTGCTGACGGCGATGGCCCAGCAC 
1191: V  F  L  E  V  G  P  D  G  V  L  T  A  M  A  Q  H   
 
3622: AGCCTGGCCGACGCGGCCGTGGCCGTCCCCGCCCTCCGCAAGGACCGCCCC 
1208: S  L  A  D  A  A  V  A  V  P  A  L  R  K  D  R  P   
 
3673: GAGGAAACCGCCCTGCTCACCGCGCTGGCGCAGCTGTACGTCACCGGGGTC 
1225: E  E  T  A  L  L  T  A  L  A  Q  L  Y  V  T  G  V   
 
3724: GGCATCGACTGGTCCGGCGTCTTCGACGGCACCGGCGCCCGCCGCGTGGAC 
1242: G  I  D  W  S  G  V  F  D  G  T  G  A  R  R  V  D   
 
3775: CTGCCCACCTACCCCTTCCAGCAGGAGTGGTTCTGGCCGGAGACCGCGCCC 
1259: L  P  T  Y  P  F  Q  Q  E  W  F  W  P  E  T  A  P   
 
3826: GCGGCGAGCCCGGCGGACGGCTCGCAGGCTCCGGTGGACGCCGAGTTCTGG 
1276: A  A  S  P  A  D  G  S  Q  A  P  V  D  A  E  F  W   
 
3877: GACGCGGTGGAGCGCGAGGACCTGACAGCGCTCTCCGCCGACCTCGACCTG 
1293: D  A  V  E  R  E  D  L  T  A  L  S  A  D  L  D  L   
 
3928: GACGGCTCCGCGCTGGGCGCCTCGTACCGCCTGTCGCCTGGCGCGCAAGCG 
1310: D  G  S  A  L  G  A  S  Y  R  L  S  P  G  A  Q  A   
                     SalI7 pATT721 
3979: CGTCGAGCGCTCGACGTCGACGGCTGGCGCTACCAGGTGACGTGGAAGCCG 
1327: R  R  A  L  D  V  D  G  W  R  Y  Q  V  T  W  K  P   
 
4030: CTCACCGGCACCTCGGCGAGCACGCTTTCCGGGCCGTGGCTGGCGCTCGTC 
1344: L  T  G  T  S  A  S  T  L  S  G  P  W  L  A  L  V   
 
4081: CCGGCAGGCGGTGCCGATGATGAGTGGACCGCCTCCGTGGTCGCGGCCCTC 
1361: P  A  G  G  A  D  D  E  W  T  A  S  V  V  A  A  L   
 
4132: GGCGACGACGCCGTGAGCGTCGAGGCCGACCCGGCCGACTCCCGGGCGCTG 
1378: G  D  D  A  V  S  V  E  A  D  P  A  D  S  R  A  L   
 
4183: ACCGCCCGGCTGGCCGAACTGGCCGCGCAGGGCCAGGAGTTCGCGGGAGTC 
1395: T  A  R  L  A  E  L  A  A  Q  G  Q  E  F  A  G  V   
 
4234: GTCTCGCTCCTGGCCGCCCGGACCGGCGAAGGTGTCGCCTCCGGCGGGGCG 
1412: V  S  L  L  A  A  R  T  G  E  G  V  A  S  G  G  A   
 
4285: GCCTGGCCGGACGCGGCGGTACAGGCACTGGCCGACGCCGGTATCGGTGCC 
1429: A  W  P  D  A  A  V  Q  A  L  A  D  A  G  I  G  A   
 
4336: CGCCTCTGGTACGTCACCCGTGGCGCGGTGGCGGTCGGCCGCTCGGAGACG 
1446: R  L  W  Y  V  T  R  G  A  V  A  V  G  R  S  E  T   
 
4387: GACGTGGACGCCGCCCAGGCGGCGGTGTGGGGAGCGGGCCGGGTCGCGGCC 
1463: D  V  D  A  A  Q  A  A  V  W  G  A  G  R  V  A  A   
                                    SalI8 
4438: CTCGACCACCCCGACCTCTGGGGCGGACTCGTCGACATCGCGGACGTCCTC 
1480: L  D  H  P  D  L  W  G  G  L  V  D  I  A  D  V  L   
 
4489: GACCGGCGCTCGGCGGACCGGTTCCGTGCCGTGCTGTCCGGTACGGGCGGC 
1497: D  R  R  S  A  D  R  F  R  A  V  L  S  G  T  G  G   
 
4540: GAGGACCAGGTGGCACTGCGGTCCTCGGGCGCCTTCGGACGCCGGCTGGTA 
1514: E  D  Q  V  A  L  R  S  S  G  A  F  G  R  R  L  V   
                          SalI9        Ketoreductase (KR) 
4591: CGCGCCACGGCCGACACCCCGTCGACTCCGTGGCAGCCGTCCGGCACGGTC 
1531: R  A  T  A  D  T  P  S  T  P  W  Q  P  S  G  T  V   
 
4642: CTGGTCGTCGGCGGCGCGTCCGGCACCGGCGGGCTCTGCGCCCGCTGGCTC 
1548: L  V  V  G  G  A  S  G  T  G  G  L  C  A  R  W  L   
 
4693: GCCGGACAGGGCGCCCAGCACATCCTGCTGGCCGGGCCCGCCACGCCCGAG 
1565: A  G  Q  G  A  Q  H  I  L  L  A  G  P  A  T  P  E   
 
4744: GCGGACACCCTGCCTGCCGAACTCGACGGCCTCGGCGCTGAGCTGACGCGG 
1582: A  D  T  L  P  A  E  L  D  G  L  G  A  E  L  T  R   

 
ภาพที่ 29 (ตอ) 

4795: GTCACCTGCGACCCGGCCGACAGCGACGCACTGCTGAACGCCCTCACCGCA 
1599: V  T  C  D  P  A  D  S  D  A  L  L  N  A  L  T  A   
 
4846: CTCCCGCCCACGGCACCGCTGACCGCCGTCGTCTACGCCGACGCGGAAGCA 
1616: L  P  P  T  A  P  L  T  A  V  V  Y  A  D  A  E  A   
 
4897: CTGTCCGGCGACGGCGAGCCGGGCACAGCCCTGGCCGCGCTGCACACGGCC 
1633: L  S  G  D  G  E  P  G  T  A  L  A  A  L  H  T  A   
 
4948: GTGGAGAACCTGGCGGCCGTCGCCGAAGCGGCGGCCGGCGAACGGCCCCTG 
1650: V  E  N  L  A  A  V  A  E  A  A  A  G  E  R  P  L   
                        pATT704f  KpnI10  
4999: GACGCCTTCGTCCTGTGCTCCTCGATCGCCGGTACCTGGGGTGCCGGCGGC 
1667: D  A  F  V  L  C  S  S  I  A  G  T  W  G  A  G  G   
 
5050: CGGGGCGCGGAGGCGGCGGCCGGAGCCCTGCTGGACGCCCTGGCCCGGCGG 
1684: R  G  A  E  A  A  A  G  A  L  L  D  A  L  A  R  R   
      KpnI11 
5101: TACCGCGCACGCGGACTGCGTGCCCTGTCCGTTGCCTGGGGCGCCTGGGCG 
1701: Y  R  A  R  G  L  R  A  L  S  V  A  W  G  A  W  A   
 
5152: GACACCACCGACGACAGCCTGGCCGCGCATCTGCGGGTCAACGGCCTGCCG 
1718: D  T  T  D  D  S  L  A  A  H  L  R  V  N  G  L  P   
                                                   KpnI12 
5203: GTGATGGACGCCGAACGGGCCCTGTCCGCGCTCTCCCGCTCCGCCGGTACC 
1735: V  M  D  A  E  R  A  L  S  A  L  S  R  S  A  G  T   
 
5254: GACGCGGCCTCGGTGACGGTCGCCGACGTACGGTGGGACCGGTTCGCGCCG 
1752: D  A  A  S  V  T  V  A  D  V  R  W  D  R  F  A  P   
 
5305: GCCTTCACCCGCAACCGGCGCGGCGCCCTGTTCACCGACCTGCCCGAGGCC 
1769: A  F  T  R  N  R  R  G  A  L  F  T  D  L  P  E  A   
 
5356: AGGGCCGCACTCGCGGAACCCGGGAACGCCGGGCAGGGCACCGCGACCGGA 
1786: R  A  A  L  A  E  P  G  N  A  G  Q  G  T  A  T  G   
 
5407: CTCGGGGCCCGGCTCGCCGGCCGACCGGCCGCCGAGCAGACCGAGGCGCTG 
1803: L  G  A  R  L  A  G  R  P  A  A  E  Q  T  E  A  L   
     Acyl carrier protein (ACP) 
5458: CTGACCCTGATCCGCGGCGAGGTGGCCACGGTGCTCGGCTTCGCCGACGCC 
1820: L  T  L  I  R  G  E  V  A  T  V  L  G  F  A  D  A   
 
5509: GACGCCGTCCCGTCCGGACCCGCCTTCAAGGACCTCGGCTTCGACTCGCTG 
1837: D  A  V  P  S  G  P  A  F  K  D  L  G  F  D  S  L   
            SalI13 
5560: ACCGCCGTCGACCTGCGCAACCAGCTCGCCACGGCGACCGGCCTGTCCCTG 
1854: T  A  V  D  L  R  N  Q  L  A  T  A  T  G  L  S  L   
 
5611: CCCGCCACCCTCGTCTTCGACTACCCGACGGCGGAGGCGCTGGCCGGGCAC 
1871: P  A  T  L  V  F  D  Y  P  T  A  E  A  L  A  G  H   
    pATT718r SacI14 
5662: CTGCGGACCGAGCTC 
1888: L  R  T  E  L   
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4.6  การวิเคราะหโดเมนของ rimocidin synthase (RMS) ใน S. rimosus R7 
 

โดเมนทั้งหมดของ RMS ใน S. rimosus จะนํามาทํา multiple alignment กับ Type I PKS 
อ่ืนๆ ในฐานขอมูล 15 ชนิด  โดยแบงเปนกลุม macrolide และกลุม polyene ดังตารางที่ 10 

 
4.6.1  โดเมน KR 

 
จากการวิเคราะหลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนของพลาสมิด pATT718 พบวา

มีโดเมน KR 2 โดเมน  โดยโดเมน KR แรกมีความยาว 179 กรดอะมิโน (ภาพที่ 29; นิวคลีโอไทดที่ 
151-688; กรดอะมิโนที่ 50-229)  สวนโดเมน KR ที่สองมีความยาว 174 กรดอะมิโน  (ภาพที่ 29;  
นิวคลีโอไทดที่ 4627-5146; กรดอะมิโนที่ 1543-1716)  เมื่อนําโดเมน KR ทั้งสองโดเมนไป
เปรียบเทียบกบัโดเมน KR อ่ืนในฐานขอมูลพบบริเวณที่เปน active-site motif 2 ตําแหนง คือ  
GxGxxGxxxA ซ่ึงเปนบริเวณที่จับกับ NADP(H) (Scrutton et al., 1990) และ aSRrG (Brautaset et 
al., 2000) เฉพาะโดเมนที่ 1 (718-KR1)  แตในโดเมนที่ 2 (718-KR2) พบวาตําแหนง glycine ตัวที่ 2 
เปน serine คือ GASGTGGLCA  และบริเวณ active-site motif ตําแหนงที่สองมีลําดับกรดอะมิโน
เปน AGPAT ซ่ึงแตกตางจาก conserved sequence อาจเปนไปไดวา 718-KR2 นี้ inactive มีรายงาน
โดเมน KR ที่ inactive ใน KR-9 ของกลุมยีนสังเคราะห pimaricin โดยบริเวณที่เปน active site 
motif จะมีลําดบักรดอะมิโน คือ PASGTGGHCA และ ADRTA (Aparicio et al., 2000)  ใน KR-13 
ของกลุมยีนสังเคราะห amphotericin มี active site motif คือ GTRAMGARAA และ TTSPA 
(Caffrey et al., 2001)  ใน KR-15 ของกลุมยีนสังเคราะห candicidin มี active site motif คือ 
RAEGFGGHVA และ AGPAG (Chen et al., 2003)  ใน KR-13 ของกลุมยีนสังเคราะห nystatin มี
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณทีจ่ับกับ NADP(H) เปนปกติ  แตลําดับกรดอะมิโนตําแหนงที่สองมี active 
site motif เปน TAPD (ภาพที่ 30)  ซ่ึงจากการที่โดเมน KR inactive ของกลุมยีนที่สรางสาร polyene  
คาดวาอาจทําใหเกิดโครงสรางที่เรียกวา hemiacetal ring ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะทีพ่บในโครงสราง
ของสารกลุมนี้ (Kadota et al., 2004) 
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AMP-KR5    SEGTVLVTG---GTGGLGGLVARHLVMERGVRRLLLTSRSGLDAAG-ARELVAELENLGA 56 
NYS-KR4    ADGTVLVTG---GTGGLGGLVARHLVRSCGVRHLLLTSRSGVGAAG-AAGLVAELESLGA 56 
AMP-KR9    GEGAVLVTG---GTGGLGAVLARHLVAEHGVRELVLVSRRGGAAAG-AAELVAELAESGA 56 
NYS-KR9    GEGAVLVTG---GTGGLGAVLARHLVAEYGVRDLLLVSRSGERAVG-AGELVAELAGVGA 56 
PIM-KR2    PSGTVLVTG---GTGGLGRVMARHLVVEHGVRNLLLVSRRGPAAEG-AEELVTELRHSGA 56 
PIM-KR11   ADGTVLVTG---GTGGLGRELARHLVVERGVRHLLLVSRSGPEAPG-VSGLSDELAAHGA 56 
718-KR1    PTGTVLVTG---GTGALGGHVAR-WLAEAGAQHLLLVSRRGADAPG-AGELAAQIEDMGV 55 
NYS-KR10   ATGTVLITG---GTGGLGAEVARWLARA-GAQHLVLTSRRGPDAPG-AAELRAELEGYGP 55 
PIM-KR6    ARGTVLITG---GTGALGAEAARWLARS-GAEHLLLTSRRGPEAPG-AAELAAEIEELGA 55 
AMP-KR1    PRGTTLVTG---GSGTLAPGLARHLAAQ-GAEHLVLLSRRGADAPG-AAELAAELQAAGT 55 
PIM-KR9    PAGTVLVVG---PASGTGGHCARWLAGQ-GAQHLVLADRTAPD----TAQLIGELDALGV 52 
718-KR2    PSGTVLVVG---GASGTGGLCARWLAGQ-GAQHILLAGPATPE----ADTLPAELDGLGA 52 
FSC-KR15   PAGTVLVTG---RAEGFGGHVARWLAAH-GATGVLLAGPAGPEDAA-TTALRAEVEALGA 55 
AMP-KR13   PHGTVLVVG---GTRAMGARAARWLARE-GAARLVLTTSP-ADSATDTEELRAELGRLGA 55 
NYS-KR13   PTGTVLVVGGTGGTGTMGGRAARWLVRE-GARHLVLTAPDGTTTAADTEALTAELAALGA 59 

 GxGxxGxxxA              xSRxG 
 
ภาพที่ 30  Multiple alignment ของโดเมน KR ในบริเวณ active site   

บรรทัดลางแสดง active site motif; กรอบสี่เหล่ียม = กรดอะมิโนที่แตกตางจาก active 
site motif 

 
4.6.2  โดเมน ACP 
 

โดเมน ACP มีความยาว 71 กรดอะมิโน  (ภาพที่29; นิวคลีโอไทดที่ 1012-1224; 
กรดอะมิโนที่ 338-408)  เมื่อนําโดเมน ACP ไปเปรียบเทยีบกับโดเมน ACP อ่ืนในฐานขอมูลพบ
ลําดับกรดอะมิโน LGFDS ซ่ึงคือ active site motif (LGXDS) โดยมี S (serine) เปน active site  เปน
บริเวณทีจ่ับกบั phosphopanthitheine  ดังภาพที่ 31  

 
FKB-ACP4        LGVVRDTAATLLGHTDAAAVTATTAFKDLGVDSLTALGLRNRLSEALGIPLPATLVFDYP 60 
RAP-ACP8        VKVVCDSAATVLGHADVDSIPVTAAFRDLGVDSLTAVELRNSLTKATGLRLPATLVFDYP 60 
PIM-ACP10       LALVRDRVAAVLGFADADAVPSGQAFTDLGFDSLTAVDLRNQLAVATGLALPATLVFDYP 60 
AMP-ACP11       LETVRTEAASVLGLSSAEDLTDQRAFRDVGFDSLTAVGLRNRLASVTGLTLPSTMVFDYP 60 
FSC-ACP13       LELVRSEAATVLGHASPEVLSERRAFRDIGFDSLTAVDLRNRLASVTGLTLPSTLVFDYP 60 
SPN-ACP7        LEVVLAETASTLGHDSAEAVQPDRTFAELGFDSLTAVELRNRLNAVTGLRLPPTLVFDHP 60 
PIK-ACP3        QELVREHLAVVLNHPSPEAVDTGRAFRDLGFDSLTAVELRNRLKNATGLALPATLVFDYP 60 
AVE-ACP2        LALVRSHIATVLGHTTPDTIPPDRAFRDLGFDSLTAVELRNRLSRTTGLRLPTTLAFDHP 60 
TYL-ACP5        LAEIRAHAAAVLGHGSDDSIPEDRAFKDLGFDSLTAVEMRNRLSAATGLRLPATLVFDHP 60 
ERY-ACP1        FELVRSHAAAVLGHASAERVPADQAFAELGVDSLSALELRNRLGAATGVRLPTTTVFDHP 60 
MEG-ACP2        VRLVRRDAAAVLGS-DAKAVPATTPFKDLGFDSLAAVRFRNRLAAHTGLRLPATLVFEHP 59 
OLE-ACP6        VKLVRTEAAAVLGHGSAQDVPAERAFKELGFDSLTAVQLRNRLAAATGTRLPASAVFDHP 60 
NID-ACP3        LELVRTEVAAVLGHGDPGAVGAERSFKDAGFDSLTAVDLRNRLNARTGLRLPATLVFDHP 60 
NYS-ACP14       VDLVRTRAAQVLGYPDTEAVAAERSFRDLGVDSLGAVELRNQLSAATGLNLPATLVFDHP 60 
RIF-ACP5        LDLVRAQVAAVLGHADASAVRVDTAFKDAGFDSLTAVELRNRMRTATGLKLPATLVFDYP 60 
718-ACP         LDLVRTRVARSSAQRHLGHRRRPR-LQRLGFDSLTTVELRNTLTAATGLKLPATLVYDYP 59 
                                            LGxDS     
                                                *   

 
ภาพที่ 31  Multiple alignment ของโดเมน ACP ในบริเวณ active site   

บรรทัดลางแสดง active site motif;  * = active site 
 

Active 
module 

Inactive 
module 
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4.6.3  โดเมน KS 
 

โดเมน KS มีความยาว 409 กรดอะมิโน (ภาพที่ 30; นิวคลีโอไทดที่ 1291-2515; 
กรดอะมิโนที่ 431-838)  เมื่อนําโดเมน KS มาเปรียบเทียบกับโดเมน KS อ่ืนในฐานขอมูล  พบสวน
ที่เปน active site motif คือ GPxxxxxTACSS   โดยมี C (Cystein) เปน active site (Donadio et al., 
1991)  โดยโดเมน KS ของพลาสมิด pATT718 มีลําดับกรดอะมีโนเปน GPAVTVDTACSS  ดัง
ภาพที ่32 

 
718-KS          SGRLSYAFGLEGPAVTVDTACSSALV 174 
PIM-KS12        SGRLSYTLGLEGPAVTVDTACSSSLV 178 
AMP-KS3         SGRLSYFLGAEGPAVTVDTGCSSSLV 175 
AVE-KS4         SGRVAYALGLEGPALTVDTACSSSLV 178 
SPN-KS9         SGRVAYSFGFEGPAVTVDTACSSSLV 179 
FSC-KS9         SGRLSYTFGWEGPAVTVDTACSSSLV 169 
NYS-KS10        SGRVAYTLGLEGPAVTVDTACSSSLV 176 
NID-KS3         SGRVAYTLGLQGPALTVDTACSSSLV 178 
FKB-KS3         SGRLSYFYGLEGPAVTVDTACSSSLV 173 
RAP-KS7         SGRLSYFFGLEGPAITMDTACSSSLV 172 
PIK-KS4         SGRVSYTLGLEGPAVTVDTACSSSLV 178 
RIF-KS8         SGRVSYVLGFEGPAVTVDTGCSSSLV 178 
OLE-KS6         SGRISYTFGLEGPAVTVDTACSSSLV 178 
TYL-KS7         SGRISYALGLEGPSMTVETACSSSLV 178 
ERY-KS1         SGRIAYTLGLEGPAISVDTACSSSLV 178 
MEG-KS5         SGRVAYTLGLEGPAVTVDTACSSGLT 166 
                           GPxxxxxTACSS 
                                                                                                                                   *  

 
ภาพที่ 32  Multiple alignment ของโดเมน KS ในบริเวณ active site   

บรรทัดลางแสดง active site motif;  * = active site cystein 
 

หลังจากการทาํ multiple alignments ของลําดับกรดอะมิโนของโดเมน KS แลว  
จึงเลือกโดเมน KS บางโดเมนจากฐานขอมลูมาทํา phylogenetic tree รวมกับโดเมน KS จากพลาสมิด 
pATT718 พบวา โดเมน KS สามารถแบงไดตามชนิดของสารที่ผลิต  และขนาดโมเลกุลของสาร  
(ภาพที่ 34)  จากภาพ phylogenetics tree สามารถแบงโดเมน KS ไดเปน 2 กลุมใหญ  คือ  สารใน
กลุม macrolide  และสารในกลุม polyene ซ่ึงจะมีโครงสรางของสารขนาดใหญกวา 
 

โดเมน KS ของพลาสมิด pATT718 อยูในกลุมของสาร polyene  โดยโดเมน KS 
ของสารในกลุมนี้ยังมีการแบงเปนกลุมยอยลงไปอีก  นอกจากนี้ยังไดนาํโดเมน KS จากพลาสมิด 
pATT403 (ประกิตชัย, 2547) และโดเมน KS จากพลาสมิด pATT600 (นิรินทรยา, 2548) มา
วิเคราะหดวย  พบวา pATT718-KS จัดอยูในกลุมเดยีวกับ PIM-KS9, FSC-KS15, AMP-KS13 และ 
NYS-KS13  สวน pATT403-KS จัดอยูในกลุมเดียวกับ PIM-KS10, FSC-KS16, AMP-KS14 ตามที่
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ไดเคยรายงานแลวโดยประกติชัย (2547)  และ NYS-KS14 และ pATT600-KS จัดอยูในกลุม
เดียวกับ PIM-KS11, PIM-KS12, FSC-KS17,AMP-KS15 และ NYS-KS15 ตามที่ไดรายงานแลว
โดยนิรินทรยา (2548)  จากการแบงกลุมยอยดังกลาวสามารถเขียนแผนภาพการจดัเรียงตัวของกลุม
เอนไซม RMS รวมกับ Type I PKS ของสารกลุม polyene ไดดังภาพที่ 34  เมื่อเปรียบเทียบกับ
โครงสรางของสาร rimocidin (ภาพที่ 34)  พบวา pATT718-KS, pATT403-KS และ pATT600-KS 
อยูคนละโมดลุ  จากการเปรยีบเทียบโดยใช Type I PKS ของสารที่อยูในกลุม polyene  ไดแก  
nystatin (NYS), amphotericin (AMP), candicidin (FSC) และ pimaricin (PIM)  (ภาพที่ 33)  มา
วิเคราะหพบวา pATT718-KS อยูโมดุลที่ 9 ขณะที่มีรายงานแลววา pATT403-KS และ pATT600-
KS อยูในโมดลุที่ 10 และ 12 ตามลําดับ (ประกิตชัย, 2547; นิรินทรยา, 2548) (ภาพที่ 34) 
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ภาพที่ 33  Phylogenetic tree  ที่คา bootstrap 1,000 คร้ัง  ของโดเมน KS ของพลาสมิด pATT718 

เปรียบเทียบกบัโดเมน KS ของสารกลุม macrolide และ polyene 
กรอบเสนประ = กลุมยอยของโดเมน KS; ตัวเลขขางทาย KS = ลําดับโมดุล 
AVE = avermectin, AMP = amphotericin, ERY = erythromycin,  
FSC = candicidin/FR008, MEG = megalomycin, NID = niddamycin, NYS = nystatin,  
OLE = olendomycin, PIK = pikromycin, PIM = pimaricin, RIF = rifamycin,  
SPN = spinosad, TYL = tylosin 
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Polyene 

RMS9 
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Loading 
KS+AT+ACP 

KS+AT+KR+ACP 

KS+AT+DH+KR+ACP 
KS+AT+DH+ER+KR+ACP 
TE 

Methylmalonyl-specific module Ethylmalonyl-specific module 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R1 = CH2-CH3 ; R2 = CH2-CH2-CH3 
 
ภาพที่ 34  การจัดเรียงตวัของกลุมยีน Type I PKS ของสารกลุม polyene 

AMP =  amphotericin, FSC = candicidin, NYS = nystatin, PIM = pimaricin 
RMS = rimocidin, L = Loading domain, ตัวเลข = ลําดับโมดุล 
กรอบเสนทึบ = แบบทํานายการจัดเรียงตัวของกลุมยีน rms 
กรอบเสนประ = โมดุลที่มีการหาลําดับเบสแลว 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Aparicio et al. (2003) 
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4.6.4  โดเมน AT 
 

โดเมน AT มีความยาว 310 กรดอะมิโน (ภาพที่ 29; นวิคลีโอไทดที่ 2806-3735; 
กรดอะมิโนที่ 936-1245)  จากการเปรยีบเทยีบโดเมน AT กับโดเมน AT อ่ืนในฐานขอมูลพบ active 
site motif  คือ GHSXG ซ่ึงมี S (serine) เปน active site (Donadio et al., 1991)  โดเมน AT ของ 
พลาสมดิ pATT718 มีลําดับเปน GHSIG   ทําการคัดเลือกโดเมน AT บางสวนจากฐานขอมูลไปทํา 
phylogenetic tree  พบวาแบงโดเมน AT ออกเปนสองกลุม  คือโดเมน AT ที่จําเพาะตอ malonyl-CoA 
(mAT)  และโดเมน AT ที่จําเพาะตอ methylmalonyl-CoA (mmAT)  โดย pATT718-AT  อยูในกลุม
ของโดเมน AT ที่จําเพาะตอ malonyl-CoA  ดังภาพที่ 36  นอกจากนีย้ังพบ specific motif  ของ mAT 
คือ xTxxtQPALFAxevALxrLxxxwGxxPxxvxGHS  (Chotewutmontri and Thamchaipenet, 2002)  
โดย pATT718-AT  มีลําดับเปน  ETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGIRPDFVAGHS  (ภาพที่ 35)  
นอกจากนี้ยงันาํโดเมน AT จากพลาสมิด pATT403 (ประกติชัย, 2547) และโดเมน AT จากพลาสมดิ 
pATT604 (นิรินทรยา, 2548) มาวเิคราะห phylogenetic tree ดวยพบวา ทั้ง pATT718-AT, pATT604-
AT และ pATT403-AT จัดอยูในกลุมทีจ่ําเพาะตอ  mAT  และยงัจดัอยูในกลุมยอยอีก คอื  pATT403-
AT จดัอยูในกลุม PIM-AT10, FSC-AT16, AMP-AT14 และ NYS-AT14  ในขณะที ่pATT718-AT 
และ pATT604-AT จัดอยูในกลุมเดยีวกนักบั PIM-AT9, PIM-AT11, AMP-AT13, NYS-AT13, FSC-
AT15 และ FSC-AT17  ซ่ึงสอดคลองกับการทํา phylogenetic tree ของโดเมน KS  ดังไดกลาวไปแลว 
 
718-AT          EGLDETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGIRPDFVAGHSIGEIAAAHVAGVFSLADACALV 107 
PIM-AT9         EGLDETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGVRPDFVGGHSIGEIAAAHVAGVFSLADACALV 107 
PIM-AT10        ERLNETGYTQPALFAIEVALFRLVASWGIRPDFVAGHSIGEIAAAHVAGVFSLDDACRLV 111 
AMP-AT14        ETLNETGHTQPALFAFEVALYRLVESWGVTPDFVAGHSVGEIAAAHVAGVLSLDDACRLV 112 
NYS-AT14        EALHATGNTQPALFAVEVALYRLIESWGVRPDFVAGHSVGELAAAHVAGVLSLDDACRLV 112 
AMP-AT3         ELLNETGWTQPALFAVEVALYRLVSSLGVTPDYVGGHSIGEIAAAHVAGVLSLEDACALV 112 
NYS-AT4         QLVDRTGYTQPALFAIEVALFRLLEAWGITPDFVAGHSIGEIAAAHVAGVLSLGDACRLV 112 
AVE-AT10        RLIEDTGFAQPALFAFEVALFRLLETWGLTPDYVLGHSVGELAAAHVAGMLCLADAVALV 120 
PIK-AT2         ALLDETRYTQCALFALEVALFRLVESWGMRPAALLGHSVGEIAAAHVAGVFSLADAARLV 116 
TYL-AT7         ALLDRTEYTQPALFAVEVALHRLLEHWGMRPDLLLGHSVGELAAAHVAGVLDLDDACALV 116 
NID-AT1         DLLDRTEYTQPALFALQTALYRTLTARGTQAHLVLGHSVGEITAAHIAGVLDLPDAARLI 113 
RAP-AT5         LEVNETGYAQPALFALQVALFGLLESWGVRPDAVVGHSVGELAAGYVSGLWSLEDACTLV 99 
RIF-AT9         GLLNQTVFTQAGLFAVESALFRLAESWGVRPDVVLGHSIGEITAAYAAGVFSLPDAARIV 119 
SPN-AT4         QLLDQTLWAQSGLFALQAGLLGLLGSWGVRPDVVMGHSVGELAAAFAAGVLSLRDAARLV 114 
FKB-AT10        ALAHDTLYAQAGLFTLEVALLRLLEHWGVRPDVLVGHSVGEVTAAYAAGVLTLADATELI 112 
                    xTxxtQPALFAxevALxrLxxxwGxxPxxvxGHS                      

 
ภาพที่ 35  Multiple alignment ของโดเมน AT ที่จําเพาะตอ malonyl-CoA ในบริเวณ active site  

บรรทัดลางแสดง specificity motif ของ malonate specific AT 
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ภาพที่ 36  Phylogenetic tree  ที่คา bootstrap 1,000 คร้ัง  ของโดเมน AT ของพลาสมิด pATT718 

เปรียบเทียบกบัโดเมน AT ของสารโพลีคีไทด 
กรอบเสนประ = กลุมยอยของโดเมน AT ของสารกลุม polyene; ตัวเลขขางทาย AT = 
ลําดับโมดุล; mAT = malonate specific AT; mmAT = methylmalonate specific AT 

 

mmAT 

mAT 
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สรุป 
 
 โดเมน KS จากพลาสมิด pATT401 (ประกติชัย, 2547)  ถูกใชเปนโพรบในการตามหากลุม
ยีน Type I PKS ของ S. rimosus R7 ดวยการทํา Southern  hybridization  จากพลาสมิด pATT404  ที่
ตัดดวยเอนไซม SacI  สามารถโคลนยีนขนาด 8 กิโลเบส  หลังจาก subclone แลวไดช้ินดีเอ็นเอ
ขนาด 3.3 กิโลเบส  ประกอบดวยสวนของโดเมน KR, ACP, KS และบางสวนของโดเมน AT  ของ
กลุมยีน Type I PKS จึงใชช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.3 กิโลเบส  เปนดีเอ็นเอเปาหมายในการหากลุมยีน 
Type I PKS ดวยวิธียีนดิสรัปชัน  โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเขาสูพลาสมิด pSET151 โดยอาศยั
วิธีคอนจูเกชนัตางสกุลนําพลาสมิดสายผสมเขาสู S. rimosus R7 ไดสายพันธุกลาย S. rimosus 
ATT709  เมื่อนําสายพันธุกลายมาวิเคราะห  พบวาสามารถสรางสารตานเชื้อราไดนอยมากเมื่อ
เปรียบเทียบกบั wild type  เมื่อสกัดสารจากเสนใยและน้าํเลี้ยงของ S. rimosus  R7 และ S. rimosus 
ATT709  ที่เล้ียงในอาหารเหลว SPG มาตรวจสอบโดยการทํา TLC ดวยแผน silica gel 60 F254 และ
ทํา Bioautography พบวาสารสกัดจากเสนใยของ  S. rimosus R7 เทานั้นที่มีวงใสตอ A. niger  
ขณะที่สายพันธุกลายไมมีวงใสเกิดขึ้น  เมือ่สกัดสารบริเวณวงใสมาตรวจสอบดวยวิธี 
Spectrophotometry พบวาได λmax  เทากบั 278, 290, 303 และ 318 นาโนเมตร ซ่ึงสอดคลองกับคา 
λmax  ของ rimocidin  สวนในสายพันธุกลายนั้น  ผลจากการทํา TLC พบวามีตําแหนง Rf = 0.33 
แตกตางจาก wild type  ซ่ึงอาจเปนสาร intermediate  จงึสกัดสารบริเวณดังกลาวมาตรวจสอบ  
พบวาได λmax  เทากับ 255, 260 และ 266 นาโนเมตร  ซ่ึงไมใชชวงความยาวคลื่นของสารในกลุม 
polyene 
 
 เมื่อตรวจสอบสายพันธุกลายดวยวิธี PCR ยนี tsr และชิน้ดีเอ็นเอเปาหมาย  พบวา 
พลาสมิดแทรกตัวเขาไปในจีโนมของ S. rimosus R7 จริง  เมื่อตรวจสอบดวยวิธี Southern 
hybridization  พบวา S. rimosus ATT709  มีการแทรกของพลาสมิด pATT709 เขาไปใน
โครโมโซม  โดยการเกิด homologous recombination แบบ single crossover  จึงโคลนชิ้นดีเอน็เอ
ขนาด 5.7 กิโลเบส  จากผลการทํา Southern hybridization นํามาวิเคราะหลําดับเบส  พบวา
ประกอบดวยโดเมน KR, ACP, KS, AT และ KR ซ่ึงบริเวณปลาย 3′ ซอนทับอยูกับสวนของชิ้น 
ดีเอ็นเอที่อยูในพลาสมิด pATT403 ซ่ึงเคยถูกรายงานไวแลวโดยประกติชัย (2547)  จากการวิเคราะห 
phylogenetic tree  แสดงใหเหน็วาโดเมน AT จัดอยูในกลุมที่มีความจาํเพาะตอ malonyl-CoA  
ขณะเดยีวกนับริเวณโดเมนทีพ่บนาจะอยูในโมดุลที่ 8 และ 9 ของ rimocidin synthase (RMS)  ที่
เกีย่วของกับการสรางสาร rimocidin ใน S. rimosus R7 
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LOCUS       AY701054                8939 bp    DNA     linear   BCT 02-DEC-2005 
DEFINITION  Streptomyces rimosus rimocidin synthase (rms) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY701054 
VERSION     AY701054.2  GI:82659653 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Streptomyces rimosus 
  ORGANISM  Streptomyces rimosus 
            Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; 
            Streptomycineae; Streptomycetaceae; Streptomyces. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 8939) 
  AUTHORS   Chotewutmontri,P. 
  TITLE     Cloning and characterisation of type I polyketide synthase from an 
            anti-fungal antibiotic producing Streptomyces rimosus 
  JOURNAL   Thesis (2004) Kasetsart University, Bangkok, Thailand 
REFERENCE   2  (bases 1 to 8939) 
  AUTHORS   Tanittaisong,A. 
  TITLE     Characterisation of type I polyketide synthase gene cluster from 
            rimocidin-producing Streptomyces rimosus R7 
  JOURNAL   Thesis (2004) Kasetsart University, Bangkok, Thailand 
REFERENCE   3  (bases 1 to 8939) 
  AUTHORS   Thamchaipenet,A. and Chotewutmontri,P. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-JUL-2004) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phaholyothin, Bangkhen, Bangkok 10900, Thailand 
REFERENCE   4  (bases 1 to 8939) 
  AUTHORS   Thamchaipenet,A. and Tanittaisong,A. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (25-NOV-2005) Department of Genetics, Kasetsart 
            University, 50 Phaholyothin, Bangkhen, Bangkok 10900, Thailand 
  REMARK    Sequence update by submitter 
COMMENT     On Nov 25, 2005 this sequence version replaced gi:51594272. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..8939 
                     /organism="Streptomyces rimosus" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="R7" 
                     /db_xref="taxon:1927" 
     gene            <1..>8939 
                     /gene="rms" 
     CDS             <1..>8939 
                     /gene="rms" 
                     /note="type I polyketide synthase; Rms; RMS; module 8-10" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=11 
                     /product="rimocidin synthase" 
                     /protein_id="AAU08169.2" 
                     /db_xref="GI:82659654" 
                     /translation="ELDSTTLRRLATVLADSGGEDQLAVRTTAAFARRLAHHRVMPDS 
                     EAGTFSPTGTVLVTGGTGALGGHVARWLAEAGAQHLLLVSRRGADAPGAGELAAQIED 
                     MGVRVTLAACDTADRGALDAVLAEIPEEHPLTAVFHTAGTVDDGTLDTLTPEQFTSVL 
                     HAKVTATRTLHEATRDLDLSAFVLFSSVAGTLGAPGQGNYAAANAFLDAFAEHRRAHG 
                     LPATSIAWGPWAEDGMAADGTDVQARIRRGGYNPLPPQLALTALRQAIEQGAPTLTLA 
                     DIDWQRYAEVFTATRPSPLVGDLPELRQATAPAGTAEAALREPALRQRLAGLSPAARP 
                     RFVLDLVRTRVARSSAQRHLGHRRRPRLQRLGFDSLTTVELRNTLTAATGLKLPATLV 
                     YDYPTPIALADFLLAELQGALPESDRLAPAPGGRAADDDPIAVVGLNCRFPGGIRSPE 
                     DLWQLLGRGEDAISGFPADRGWDLDALAQGGSATLEGGFLDGVGLFDAAFFGISPREA 
                     LAMDPQQRLLLETSWEVFERAGIDPATLRGSRTGVFVGTNGQDYATVLRRATGTADIR 
                     GHVATGNTASVLSGRLSYAFGLEGPAVTVDTACSSALVALHMAANALRSGECTLALAG 
                     GVSVMSSPDSFTEFTVQGGLAPDGRCKPFADAADGTSWSEGVGVLVLERLSDARRNGH 
                     EVWGIVRGTAVNQDGASNGLTAPSGRAQQRAIRQALADADLAPADIDVVEAHGTGTTL 
                     GDPIEAQALITAYGPDRERPLLLGAVKSNLGHTQAAAGVAGTIKMLLAMRHGVLPKNL 
                     HVDWSDGTVSLVTEEQAWPETGHARRAGVSAFGVSGTNAHVIIEQAPEAEEPEADGPA 
                     EPTTVPGLVPWPVSAKSEAALAAQIERITALTGLAPADVGHSLATGRSAFTHRAVLAA 
                     DGTGVRELARGIAQETDGKLALLFSGQGAQRAGMGRELYGRFPVFAEALDAVLAHFDA 
                     GLRDVIFGDAEGLDETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGIRPDFVAGHSIGEIAAAHVA 
                     GVFSLADACALVAARARLMQALPEGGAMVAIEATEGEVGPRLADGVSIAALNGPESVV 
                     ISGTQDAVLRSRRNSPTEGRKTRRLSVSHAFHSPLMDPMLADFRQVAEGLAYEAPRIP 
                     LVSNVTGELATAELICTPGYWVQHVRDTVRFADGVRALEAEGASVFLEVGPDGVLTAM 
                     AQHSLADAAVAVPALRKDRPEETALLTALAQLYVTGVGIDWSGVFDGTGARRVDLPTY 
                     PFQQEWFWPETAPAASPADGSQAPVDAEFWDAVEREDLTALSADLDLDGSALGASYRL 
                     SPGAQARRALDVDGWRYQVTWKPLTGTSASTLSGPWLALVPAGGADDEWTASVVAALG 
                     DDAVSVEADPADSRALTARLAELAAQGQEFAGVVSLLAARTGEGVASGGAAWPDAAVQ 
                     ALADAGIGARLWYVTRGAVAVGRSETDVDAAQAAVWGAGRVAALDHPDLWGGLVDIAD 
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                     VLDRRSADRFRAVLSGTGGEDQVALRSSGAFGRRLVRATADTPSTPWQPSGTVLVVGG 
                     ASGTGGLCARWLAGQGAQHILLAGPATPEADTLPAELDGLGAELTRVTCDPADSDALL 
                     NALTALPPTAPLTAVVYADAEALSGDGEPGTALAALHTAVENLAAVAEAAAGERPLDA 
                     FVLCSSIAGTWGAGGRGAEAAAGALLDALARRYRARGLRALSVAWGAWADTTDDSLAA 
                     HLRVNGLPVMDAERALSALSRSAGTDAASVTVADVRWDRFAPAFTRNRRGALFTDLPE 
                     ARAALAEPGNAGQGTATGLGARLAGRPAAEQTEALLTLIRGEVATVLGFADADAVPSG 
                     PAFKDLGFDSLTAVDLRNQLATATGLSLPATLVFDYPTAEALAGHLRTELFGEDGDAL 
                     PAVGAVRARGAADDPVVIVGMSCRYPGGVRSPEDLWQLAMGEVDAIGGFPVDRGWDLE 
                     TLLNGDRDGRGRTAVREGGFLYDVADFDPGFFGIAPREAMVMDPQQRILLEASWEALE 
                     RAGIDPAGLRGGDTGVFIGGGSGDYRPEAGQLGHAQTAQSASLLSGRVAYHFGLEGPT 
                     VSVDTACSSSLVALHLAAQALRNGECSVALTGGVTVMSSPVNFVEFGEMGALAPDGRC 
                     RAFADSASGTGWSEGVGVLVLERLSDARRNGHEILAVLRGSAINQDGASNGITAPNGP 
                     SQRRVIRRALADAGLAPGDVDAVEAHGTGTTLGDPIEAQALLATYGQERELPLYLGSL 
                     KSNIGHTQAAAGVAGVIKMVQAMRHGVLPRTLHVDAPSAHVDWDSGAVELLTEAADWP 
                     RTDHPRRAGISAFGASGTNSHVIIEQFEQPEPAVTTEPVEAHGPLPVPVSAAAPQALR 
                     AQARQLHSYVTARPGLGTADLARALATTRSVFTHRAAVLAGDRDRLLAGLAALADGRT 
                     APQVVQGEAAARRGKLAVLFSGQGTQRLGMGRELYARFPAFAAAFDAVTAHLDTELDR 
                     PLRDVLSEDAERLNETGYTQPALFAIEVALFRLVESWGIRPDFAAGHSIGEIAAAHVA 
                     GVFSLEDACKVVAARARLMNALPSGGAMVAVQATEEEVTALLTAGVSIAAVNGPRSVV 
                     LSGDEGAVLDIADKLTADGRKTRRLRVSHAFHSLHMDAILDDFRRVTRSVDYHAPRIP 
                     LVSNVTGEAATEEQVCSPDYWVRHVREAVRFGDGIRTLAESGVTAFLELGPDGGLCAM 
                     AQDTLDALASRALAVPVLRKDRGEQESAVTALARLYADGAAPDWDALLAGTATGPRRN 
                     DLPTYPFQRQRYWPATLPGDASAAPEGADDGFWTAVREADFASLETTLNVDGEALAKV 
                     LPALADWRRRRGEENTVDGWRQQITWQPLSPQPARTPAGTWLAVLPAGHADDPWAADA 
                     VTALGPDTVRLEVADPDRAALAERLRALAADGFAFTGVVSLLALATTPAPGADAPEAL 
                     ALTTALIQALGDADLAAPLWCVTRGAVAAAPSEPVP" 
ORIGIN       
        1 gagctcgaca gcaccaccct gcgccgtctg gccaccgtcc tcgccgacag cggcggcgag 
       61 gaccagctcg ccgtacgcac caccgcggcc ttcgcccgcc gcctggcgca ccaccgcgtc 
      121 atgccggact ccgaggcggg tacgttcagc cccaccggca ccgtgctcgt caccggcggc 
      181 accggcgctc tcggcggaca tgttgcccgc tggctcgccg aagcgggcgc gcagcacctg 
      241 ctgctggtca gccgccgcgg cgccgacgcg cccggcgcgg gcgaactggc cgcgcagatc 
      301 gaggacatgg gcgtacgggt caccctcgcg gcgtgcgaca ccgccgaccg cggcgcgctc 
      361 gacgccgtac tggccgagat ccccgaagag cacccgctca ccgcggtctt ccacaccgcc 
      421 gggaccgtcg acgacggcac cctggacacg ctcacccccg agcagttcac ctccgtcctg 
      481 cacgccaagg tcaccgcgac ccgcaccctg cacgaggcca cccgcgacct ggacctgagc 
      541 gccttcgtgc tcttctcctc cgtcgccggc accctcggcg cacccggcca gggcaactac 
      601 gccgcggcca acgccttcct cgacgccttc gccgagcacc gccgcgccca cggcctgccc 
      661 gcgacctcga tcgcctgggg tccctgggcc gaggacggca tggcggccga cggcaccgac 
      721 gtccaggcac gcatccggcg aggcggctac aacccgctgc cgccgcagct cgccctcacc 
      781 gccctgcggc aggcgatcga gcagggcgcc ccgacgctca ccctcgcgga catcgactgg 
      841 cagcgctacg cggaggtgtt caccgcgacg cgccccagcc ccctcgtcgg cgacctgccc 
      901 gaactgcgcc aggccaccgc acccgccggg acagcggagg ccgccctgcg ggaaccggcc 
      961 ctgcggcagc ggctcgccgg gctctcgccg gccgcgcgcc cgcgcttcgt gctggatctc 
     1021 gtacggaccc gggtcgcgcg gtcctcggca cagcggcacc tcgggcatcg gcgccgaccg 
     1081 cgccttcagc gactcggttt cgactcgctg accaccgtcg aactgcgcaa caccctcacg 
     1141 gccgccaccg gcctgaaact gcccgcgacc ctcgtctacg actacccgac accgatcgcc 
     1201 ctcgccgact tcctgctcgc cgaactccag ggcgccctgc ccgagtccga ccggctcgcc 
     1261 ccggcccccg gaggccgcgc cgccgacgac gacccgatcg ccgtcgtcgg cctgaactgc 
     1321 cgcttccccg gcggcatccg gtcccccgaa gacctctggc agctgctcgg ccggggcgag 
     1381 gacgccatct ccggcttccc cgcggaccgc ggctgggacc tggacgccct cgcccagggc 
     1441 ggctccgcga ccctcgaagg cggattcctc gacggcgtcg gcctcttcga cgccgcgttc 
     1501 ttcggcatct cgccccgcga ggccctggcc atggaccccc agcagcgcct gctgctggag 
     1561 acgtcctggg aggtcttcga gcgggccggc atcgacccgg ccaccctgcg cggcagccgt 
     1621 accggcgtct tcgtcggcac caacggccag gactacgcca cggtcctgcg ccgggcgacc 
     1681 ggcaccgccg acatccgcgg gcacgtcgcc accggcaaca ccgccagcgt cctgtccggc 
     1741 cgcctctcct acgccttcgg cctggagggc ccggccgtca ccgtcgacac cgcctgctcc 
     1801 tccgcgctgg tcgccctgca catggcggcg aacgccctgc gcagcggcga gtgcaccctc 
     1861 gcactggccg gtggcgtctc ggtgatgtcg agccccgact ccttcaccga gttcacggtg 
     1921 cagggcgggc tcgcccccga cggccgctgc aagcccttcg ccgacgcggc cgacggcacc 
     1981 agctggtccg agggcgtggg cgtcctcgtc ctggaacggc tctccgacgc ccggcgcaac 
     2041 ggccacgagg tgtggggcat cgtgcgcggc accgccgtca accaggacgg cgcctccaac 
     2101 gggctgaccg cgcccagcgg acgggcccag cagcgcgcca tccgccaggc cctcgccgat 
     2161 gccgacctcg cccccgccga catcgatgtg gtcgaggcgc acggcaccgg caccaccctc 
     2221 ggcgacccca tcgaggcgca ggccctcatc accgcctacg ggccggaccg cgagcgcccg 
     2281 ctgctgctcg gcgccgtcaa gtcgaacctg ggccacaccc aggccgccgc gggcgtcgcg 
     2341 ggcaccatca agatgctcct ggccatgcgc cacggcgtgc tgcccaagaa cctgcacgtc 
     2401 gactggtcgg acggcacggt ctcgctcgtc accgaggagc aggcgtggcc cgagaccggc 
     2461 cacgcccggc gggccggcgt ctccgccttc ggcgtgagcg gcaccaacgc ccacgtcatc 
     2521 atcgagcagg caccggaggc ggaggagccc gaggcggacg ggcccgccga gcccaccacg 
     2581 gtgccgggcc tcgtgccctg gccggtgtcg gccaagtccg aggccgcgct ggcggcacag 
     2641 atcgagcgga tcacggcgct gaccggcctc gcgcccgccg acgtgggcca ctccctggcc 
     2701 accggcaggt cggcgttcac ccaccgcgcg gtcctcgcgg ccgacggtac gggcgtacgg 
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     2761 gaactcgccc gcggcatcgc ccaggagacc gacggcaagc tggccctgct gttctcgggc 
     2821 cagggcgcgc agcgcgccgg gatgggccgc gagctgtacg gccggttccc ggtgttcgcc 
     2881 gaggcgctgg acgcggtact ggcgcacttc gacgccgggc tgcgggacgt gatcttcggt 
     2941 gacgcggagg gcctggacga gaccgggttc acccagccgg ccctgttcgc catcgaggtg 
     3001 gcgctgttcc ggctggccga gtcgctgggt atacgcccgg acttcgtggc cggccactcg 
     3061 atcggcgaga tcgcggcggc gcatgtggca ggagtgttct cactggcgga cgcgtgtgcg 
     3121 ctggtggcgg cccgtgcccg gctgatgcag gcgctgccgg agggcggcgc gatggtggcg 
     3181 atcgaggcca ccgagggcga ggtcgggccg cggctggccg acggggtgtc gatcgcggcg 
     3241 ctcaacggcc cggagtcggt ggtgatctcc ggaacgcagg acgcggtcct gcgatcgcgg 
     3301 cggaattcgc cgactgaggg ccgcaagacc cggcgcctgt cggtgagcca cgccttccac 
     3361 tcgccgctga tggacccgat gctggcggac ttccggcagg tggccgaggg gctggcgtac 
     3421 gaggccccgc gtatcccgct cgtgtccaac gtgacgggcg aactcgccac cgcggagctg 
     3481 atctgcacgc ccgggtactg ggtgcagcac gtacgggaca cggtgcggtt cgccgacggt 
     3541 gtccgcgcgc tggaggccga gggcgcctcg gtcttcctgg aggtgggccc ggacggggtg 
     3601 ctgacggcga tggcccagca cagcctggcc gacgcggccg tggccgtccc cgccctccgc 
     3661 aaggaccgcc ccgaggaaac cgccctgctc accgcgctgg cgcagctgta cgtcaccggg 
     3721 gtcggcatcg actggtccgg cgtcttcgac ggcaccggcg cccgccgcgt ggacctgccc 
     3781 acctacccct tccagcagga gtggttctgg ccggagaccg cgcccgcggc gagcccggcg 
     3841 gacggctcgc aggctccggt ggacgccgag ttctgggacg cggtggagcg cgaggacctg 
     3901 acagcgctct ccgccgacct cgacctggac ggctccgcgc tgggcgcctc gtaccgcctg 
     3961 tcgcctggcg cgcaagcgcg tcgagcgctc gacgtcgacg gctggcgcta ccaggtgacg 
     4021 tggaagccgc tcaccggcac ctcggcgagc acgctttccg ggccgtggct ggcgctcgtc 
     4081 ccggcaggcg gtgccgatga tgagtggacc gcctccgtgg tcgcggccct cggcgacgac 
     4141 gccgtgagcg tcgaggccga cccggccgac tcccgggcgc tgaccgcccg gctggccgaa 
     4201 ctggccgcgc agggccagga gttcgcggga gtcgtctcgc tcctggccgc ccggaccggc 
     4261 gaaggtgtcg cctccggcgg ggcggcctgg ccggacgcgg cggtacaggc actggccgac 
     4321 gccggtatcg gtgcccgcct ctggtacgtc acccgtggcg cggtggcggt cggccgctcg 
     4381 gagacggacg tggacgccgc ccaggcggcg gtgtggggag cgggccgggt cgcggccctc 
     4441 gaccaccccg acctctgggg cggactcgtc gacatcgcgg acgtcctcga ccggcgctcg 
     4501 gcggaccggt tccgtgccgt gctgtccggt acgggcggcg aggaccaggt ggcactgcgg 
     4561 tcctcgggcg ccttcggacg ccggctggta cgcgccacgg ccgacacccc gtcgactccg 
     4621 tggcagccgt ccggcacggt cctggtcgtc ggcggcgcgt ccggcaccgg cgggctctgc 
     4681 gcccgctggc tcgccggaca gggcgcccag cacatcctgc tggccgggcc cgccacgccc 
     4741 gaggcggaca ccctgcctgc cgaactcgac ggcctcggcg ctgagctgac gcgggtcacc 
     4801 tgcgacccgg ccgacagcga cgcactgctg aacgccctca ccgcactccc gcccacggca 
     4861 ccgctgaccg ccgtcgtcta cgccgacgcg gaagcactgt ccggcgacgg cgagccgggc 
     4921 acagccctgg ccgcgctgca cacggccgtg gagaacctgg cggccgtcgc cgaagcggcg 
     4981 gccggcgaac ggcccctgga cgccttcgtc ctgtgctcct cgatcgccgg tacctggggt 
     5041 gccggcggcc ggggcgcgga ggcggcggcc ggagccctgc tggacgccct ggcccggcgg 
     5101 taccgcgcac gcggactgcg tgccctgtcc gttgcctggg gcgcctgggc ggacaccacc 
     5161 gacgacagcc tggccgcgca tctgcgggtc aacggcctgc cggtgatgga cgccgaacgg 
     5221 gccctgtccg cgctctcccg ctccgccggt accgacgcgg cctcggtgac ggtcgccgac 
     5281 gtacggtggg accggttcgc gccggccttc acccgcaacc ggcgcggcgc cctgttcacc 
     5341 gacctgcccg aggccagggc cgcactcgcg gaacccggga acgccgggca gggcaccgcg 
     5401 accggactcg gggcccggct cgccggccga ccggccgccg agcagaccga ggcgctgctg 
     5461 accctgatcc gcggcgaggt ggccacggtg ctcggcttcg ccgacgccga cgccgtcccg 
     5521 tccggacccg ccttcaagga cctcggcttc gactcgctga ccgccgtcga cctgcgcaac 
     5581 cagctcgcca cggcgaccgg cctgtccctg cccgccaccc tcgtcttcga ctacccgacg 
     5641 gcggaggcgc tggccgggca cctgcggacc gagctcttcg gcgaggacgg cgacgcgctg 
     5701 cccgccgtcg gagcggtacg ggcgcggggc gcggccgacg acccggtcgt catcgtcggc 
     5761 atgagctgcc gctacccggg cggggtccgc tcgcccgagg acctgtggca gctggccatg 
     5821 ggcgaggtgg acgccatcgg cggcttcccc gtggaccgtg gctgggacct ggagacgctg 
     5881 ctgaacggcg accgggacgg ccgcggccgg accgccgtcc gcgaaggcgg cttcctctac 
     5941 gacgtggccg acttcgaccc ggggttcttc gggatcgcgc cgcgcgaggc catggtgatg 
     6001 gacccgcagc agcgcatcct gctggaagca tcctgggagg cgctggagcg ggcgggcatc 
     6061 gacccggccg ggctgcgcgg cggtgacacc ggcgtgttca tcggcggcgg ctcgggcgac 
     6121 taccggcccg aggcgggcca gctgggccac gcccagaccg cgcagtcggc cagcctgctg 
     6181 tccggccggg tggcctacca cttcggcctg gaaggcccga ccgtcagcgt cgacacggcc 
     6241 tgctcgtcgt ccctggtggc gctccacctg gccgcccagg cgctgcgcaa cggcgagtgc 
     6301 tccgtcgcgc tcaccggcgg tgtgacggtg atgtccagcc cggtgaactt cgtcgagttc 
     6361 ggcgagatgg gcgccctcgc gcccgacggc cgctgccggg ccttcgccga ctccgcgagc 
     6421 ggcaccggct ggtccgaggg tgtgggcgtc ctcgtactgg agcgcctctc ggacgcccgc 
     6481 cgcaacggcc acgagatcct ggccgtactg cgcggctcgg cgatcaacca ggacggcgcc 
     6541 agcaacggca tcaccgcgcc caacggcccc tcgcagcgcc gtgtcatccg ccgggccctg 
     6601 gccgacgccg ggcttgcgcc gggcgacgtg gacgcggtgg aggcgcacgg caccggcacc 
     6661 accctgggcg accccatcga ggcgcaggcg ctgctggcca cgtacgggca ggagcgtgaa 
     6721 ctgccgctgt acctcgggtc gttgaagtcc aacatcggcc acacccaggc cgccgccggt 
     6781 gttgccggcg tgatcaagat ggtgcaggcc atgcggcacg gcgtgctgcc caggaccctg 
     6841 cacgtcgacg cgccgtcggc gcacgtggac tgggactccg gcgccgtcga gctgctgacg 
     6901 gaggcggccg actggccgcg tacggaccac ccccggcgcg ccggcatctc ggccttcggc 
     6961 gccagcggca ccaactccca cgtgatcatc gagcagttcg agcagcccga accggcggtc 
     7021 accaccgaac cggtggaggc ccacggcccg ctgccggtgc ccgtgtcggc cgccgcgccg 
     7081 caggcactgc gggcccaggc ccggcagctg cactcctacg tgaccgcccg gcccggactc 
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     7141 ggcaccgccg acctggcccg cgcgctggcc accacccgct cggtcttcac ccaccgcgcc 
     7201 gccgtcctcg cgggcgaccg cgaccgactg ctggccggcc tggccgcgct cgccgacggc 
     7261 cgcaccgcac cccaggtcgt acagggtgag gcggcggccc gccgcggcaa gctcgcggtg 
     7321 ctgttctccg gccagggcac ccagcgcctg ggcatgggac gggagctgta cgcccgcttc 
     7381 ccggcgttcg ccgcggcctt cgacgcggtg accgcgcacc tggacaccga actggaccgc 
     7441 cccctgcggg acgtgctgtc cgaggacgcg gagcggctga acgagaccgg ctacacccag 
     7501 cccgcgctgt tcgccatcga ggtggcgctg ttccgcctgg tggagtcctg gggtatccgc 
     7561 ccggacttcg ccgccgggca ctcgatcggc gagatcgcgg ccgcgcacgt ggccggggtc 
     7621 ttctccctgg aggacgcctg caaggtcgtg gccgcgcggg cccggctgat gaacgccctg 
     7681 ccgtccggcg gcgccatggt cgccgtccag gccaccgagg aggaggtgac ggccctgctg 
     7741 accgcgggag tgtcgatcgc cgcggtcaac gggccgcggt cggtggtcct ctccggcgac 
     7801 gagggcgccg tcctggacat cgcggacaaa ctcaccgccg acgggcgcaa gactaggcgt 
     7861 ttgcgggtca gccatgcatt tcactcactg cacatggacg ccatcctcga cgacttccgg 
     7921 cgggtcaccc gcagcgtgga ctaccacgcc ccgcggatcc cgctggtgtc caacgtcacc 
     7981 ggcgaggcgg ccaccgagga gcaggtgtgc tccccggact actgggtgcg ccacgtccgc 
     8041 gaggccgtcc gcttcggcga cggcatccgc accctcgccg agagcggcgt gaccgccttc 
     8101 ctggagctcg gccccgacgg cgggctgtgc gccatggccc aggacaccct ggacgccctg 
     8161 gcgtcgcggg ccctggccgt accggtcctg cgcaaggacc gcggcgagca ggaatccgcg 
     8221 gtcaccgccc tcgcccggct gtacgccgac ggagcggccc cggactggga cgccctgctc 
     8281 gccgggacgg ccaccgggcc ccgccgcaac gacctgccca cctacccctt ccagcgccag 
     8341 cgctactggc ccgccaccct gccgggcgac gcttccgcag cgccggaggg cgcggacgac 
     8401 ggcttctgga cggcggtgcg cgaggccgac ttcgcctcgc tggagacgac gctgaacgtc 
     8461 gacggcgaag cgctggccaa ggtgctcccc gccctcgccg actggcgccg ccggcgcggc 
     8521 gaggagaaca ccgtcgacgg ctggcggcag cagatcacct ggcagccgct gagtccgcag 
     8581 cccgcccgca ccccggcagg cacctggctc gccgtgctcc cggccggaca cgccgacgac 
     8641 ccctgggccg ccgacgccgt caccgcgctg ggaccggaca ccgtacgcct ggaagtggcg 
     8701 gaccccgacc gagcggcgct cgccgaacgg ctgcgcgcac tggccgccga cgggttcgcg 
     8761 ttcaccggag tggtgtccct gctggccctc gccaccacgc ccgcgcccgg cgcggacgcc 
     8821 cccgaggcac tggccctgac caccgccctg atccaggcgc tcggcgacgc ggacctcgcc 
     8881 gcacccctgt ggtgcgtcac ccgcggcgcg gtcgccgccg cgccctccga gccggtacc 
// 
 
 
>rimocidin synthase 
ELDSTTLRRLATVLADSGGEDQLAVRTTAAFARRLAHHRVMPDSEAGTFSPTGTVLVTGGTGALGGHVARWLAEAGAQHLLLVSRRGADAPGAGELAAQIEDMGVRVTLAACDTA
DRGALDAVLAEIPEEHPLTAVFHTAGTVDDGTLDTLTPEQFTSVLHAKVTATRTLHEATRDLDLSAFVLFSSVAGTLGAPGQGNYAAANAFLDAFAEHRRAHGLPATSIAWGPWA
EDGMAADGTDVQARIRRGGYNPLPPQLALTALRQAIEQGAPTLTLADIDWQRYAEVFTATRPSPLVGDLPELRQATAPAGTAEAALREPALRQRLAGLSPAARPRFVLDLVRTRV
ARSSAQRHLGHRRRPRLQRLGFDSLTTVELRNTLTAATGLKLPATLVYDYPTPIALADFLLAELQGALPESDRLAPAPGGRAADDDPIAVVGLNCRFPGGIRSPEDLWQLLGRGE
DAISGFPADRGWDLDALAQGGSATLEGGFLDGVGLFDAAFFGISPREALAMDPQQRLLLETSWEVFERAGIDPATLRGSRTGVFVGTNGQDYATVLRRATGTADIRGHVATGNTA
SVLSGRLSYAFGLEGPAVTVDTACSSALVALHMAANALRSGECTLALAGGVSVMSSPDSFTEFTVQGGLAPDGRCKPFADAADGTSWSEGVGVLVLERLSDARRNGHEVWGIVRG
TAVNQDGASNGLTAPSGRAQQRAIRQALADADLAPADIDVVEAHGTGTTLGDPIEAQALITAYGPDRERPLLLGAVKSNLGHTQAAAGVAGTIKMLLAMRHGVLPKNLHVDWSDG
TVSLVTEEQAWPETGHARRAGVSAFGVSGTNAHVIIEQAPEAEEPEADGPAEPTTVPGLVPWPVSAKSEAALAAQIERITALTGLAPADVGHSLATGRSAFTHRAVLAADGTGVR
ELARGIAQETDGKLALLFSGQGAQRAGMGRELYGRFPVFAEALDAVLAHFDAGLRDVIFGDAEGLDETGFTQPALFAIEVALFRLAESLGIRPDFVAGHSIGEIAAAHVAGVFSL
ADACALVAARARLMQALPEGGAMVAIEATEGEVGPRLADGVSIAALNGPESVVISGTQDAVLRSRRNSPTEGRKTRRLSVSHAFHSPLMDPMLADFRQVAEGLAYEAPRIPLVSN
VTGELATAELICTPGYWVQHVRDTVRFADGVRALEAEGASVFLEVGPDGVLTAMAQHSLADAAVAVPALRKDRPEETALLTALAQLYVTGVGIDWSGVFDGTGARRVDLPTYPFQ
QEWFWPETAPAASPADGSQAPVDAEFWDAVEREDLTALSADLDLDGSALGASYRLSPGAQARRALDVDGWRYQVTWKPLTGTSASTLSGPWLALVPAGGADDEWTASVVAALGDD
AVSVEADPADSRALTARLAELAAQGQEFAGVVSLLAARTGEGVASGGAAWPDAAVQALADAGIGARLWYVTRGAVAVGRSETDVDAAQAAVWGAGRVAALDHPDLWGGLVDIADV
LDRRSADRFRAVLSGTGGEDQVALRSSGAFGRRLVRATADTPSTPWQPSGTVLVVGGASGTGGLCARWLAGQGAQHILLAGPATPEADTLPAELDGLGAELTRVTCDPADSDALL
NALTALPPTAPLTAVVYADAEALSGDGEPGTALAALHTAVENLAAVAEAAAGERPLDAFVLCSSIAGTWGAGGRGAEAAAGALLDALARRYRARGLRALSVAWGAWADTTDDSLA
AHLRVNGLPVMDAERALSALSRSAGTDAASVTVADVRWDRFAPAFTRNRRGALFTDLPEARAALAEPGNAGQGTATGLGARLAGRPAAEQTEALLTLIRGEVATVLGFADADAVP
SGPAFKDLGFDSLTAVDLRNQLATATGLSLPATLVFDYPTAEALAGHLRTELFGEDGDALPAVGAVRARGAADDPVVIVGMSCRYPGGVRSPEDLWQLAMGEVDAIGGFPVDRGW
DLETLLNGDRDGRGRTAVREGGFLYDVADFDPGFFGIAPREAMVMDPQQRILLEASWEALERAGIDPAGLRGGDTGVFIGGGSGDYRPEAGQLGHAQTAQSASLLSGRVAYHFGL
EGPTVSVDTACSSSLVALHLAAQALRNGECSVALTGGVTVMSSPVNFVEFGEMGALAPDGRCRAFADSASGTGWSEGVGVLVLERLSDARRNGHEILAVLRGSAINQDGASNGIT
APNGPSQRRVIRRALADAGLAPGDVDAVEAHGTGTTLGDPIEAQALLATYGQERELPLYLGSLKSNIGHTQAAAGVAGVIKMVQAMRHGVLPRTLHVDAPSAHVDWDSGAVELLT
EAADWPRTDHPRRAGISAFGASGTNSHVIIEQFEQPEPAVTTEPVEAHGPLPVPVSAAAPQALRAQARQLHSYVTARPGLGTADLARALATTRSVFTHRAAVLAGDRDRLLAGLA
ALADGRTAPQVVQGEAAARRGKLAVLFSGQGTQRLGMGRELYARFPAFAAAFDAVTAHLDTELDRPLRDVLSEDAERLNETGYTQPALFAIEVALFRLVESWGIRPDFAAGHSIG
EIAAAHVAGVFSLEDACKVVAARARLMNALPSGGAMVAVQATEEEVTALLTAGVSIAAVNGPRSVVLSGDEGAVLDIADKLTADGRKTRRLRVSHAFHSLHMDAILDDFRRVTRS
VDYHAPRIPLVSNVTGEAATEEQVCSPDYWVRHVREAVRFGDGIRTLAESGVTAFLELGPDGGLCAMAQDTLDALASRALAVPVLRKDRGEQESAVTALARLYADGAAPDWDALL
AGTATGPRRNDLPTYPFQRQRYWPATLPGDASAAPEGADDGFWTAVREADFASLETTLNVDGEALAKVLPALADWRRRRGEENTVDGWRQQITWQPLSPQPARTPAGTWLAVLPA
GHADDPWAADAVTALGPDTVRLEVADPDRAALAERLRALAADGFAFTGVVSLLALATTPAPGADAPEALALTTALIQALGDADLAAPLWCVTRGAVAAAPSEPVP 
 
 
 
>Streptomyces rimosus rimocidin synthase (rms) gene, partial cds 
GAGCTCGACAGCACCACCCTGCGCCGTCTGGCCACCGTCCTCGCCGACAGCGGCGGCGAGGACCAGCTCGCCGTACGCACCACCGCGGCCTTCGCCCGCCGCCTGGCGCACCACC
GCGTCATGCCGGACTCCGAGGCGGGTACGTTCAGCCCCACCGGCACCGTGCTCGTCACCGGCGGCACCGGCGCTCTCGGCGGACATGTTGCCCGCTGGCTCGCCGAAGCGGGCGC
GCAGCACCTGCTGCTGGTCAGCCGCCGCGGCGCCGACGCGCCCGGCGCGGGCGAACTGGCCGCGCAGATCGAGGACATGGGCGTACGGGTCACCCTCGCGGCGTGCGACACCGCC
GACCGCGGCGCGCTCGACGCCGTACTGGCCGAGATCCCCGAAGAGCACCCGCTCACCGCGGTCTTCCACACCGCCGGGACCGTCGACGACGGCACCCTGGACACGCTCACCCCCG
AGCAGTTCACCTCCGTCCTGCACGCCAAGGTCACCGCGACCCGCACCCTGCACGAGGCCACCCGCGACCTGGACCTGAGCGCCTTCGTGCTCTTCTCCTCCGTCGCCGGCACCCT
CGGCGCACCCGGCCAGGGCAACTACGCCGCGGCCAACGCCTTCCTCGACGCCTTCGCCGAGCACCGCCGCGCCCACGGCCTGCCCGCGACCTCGATCGCCTGGGGTCCCTGGGCC
GAGGACGGCATGGCGGCCGACGGCACCGACGTCCAGGCACGCATCCGGCGAGGCGGCTACAACCCGCTGCCGCCGCAGCTCGCCCTCACCGCCCTGCGGCAGGCGATCGAGCAGG
GCGCCCCGACGCTCACCCTCGCGGACATCGACTGGCAGCGCTACGCGGAGGTGTTCACCGCGACGCGCCCCAGCCCCCTCGTCGGCGACCTGCCCGAACTGCGCCAGGCCACCGC
ACCCGCCGGGACAGCGGAGGCCGCCCTGCGGGAACCGGCCCTGCGGCAGCGGCTCGCCGGGCTCTCGCCGGCCGCGCGCCCGCGCTTCGTGCTGGATCTCGTACGGACCCGGGTC
GCGCGGTCCTCGGCACAGCGGCACCTCGGGCATCGGCGCCGACCGCGCCTTCAGCGACTCGGTTTCGACTCGCTGACCACCGTCGAACTGCGCAACACCCTCACGGCCGCCACCG
GCCTGAAACTGCCCGCGACCCTCGTCTACGACTACCCGACACCGATCGCCCTCGCCGACTTCCTGCTCGCCGAACTCCAGGGCGCCCTGCCCGAGTCCGACCGGCTCGCCCCGGC
CCCCGGAGGCCGCGCCGCCGACGACGACCCGATCGCCGTCGTCGGCCTGAACTGCCGCTTCCCCGGCGGCATCCGGTCCCCCGAAGACCTCTGGCAGCTGCTCGGCCGGGGCGAG
GACGCCATCTCCGGCTTCCCCGCGGACCGCGGCTGGGACCTGGACGCCCTCGCCCAGGGCGGCTCCGCGACCCTCGAAGGCGGATTCCTCGACGGCGTCGGCCTCTTCGACGCCG
CGTTCTTCGGCATCTCGCCCCGCGAGGCCCTGGCCATGGACCCCCAGCAGCGCCTGCTGCTGGAGACGTCCTGGGAGGTCTTCGAGCGGGCCGGCATCGACCCGGCCACCCTGCG
CGGCAGCCGTACCGGCGTCTTCGTCGGCACCAACGGCCAGGACTACGCCACGGTCCTGCGCCGGGCGACCGGCACCGCCGACATCCGCGGGCACGTCGCCACCGGCAACACCGCC
AGCGTCCTGTCCGGCCGCCTCTCCTACGCCTTCGGCCTGGAGGGCCCGGCCGTCACCGTCGACACCGCCTGCTCCTCCGCGCTGGTCGCCCTGCACATGGCGGCGAACGCCCTGC
GCAGCGGCGAGTGCACCCTCGCACTGGCCGGTGGCGTCTCGGTGATGTCGAGCCCCGACTCCTTCACCGAGTTCACGGTGCAGGGCGGGCTCGCCCCCGACGGCCGCTGCAAGCC
CTTCGCCGACGCGGCCGACGGCACCAGCTGGTCCGAGGGCGTGGGCGTCCTCGTCCTGGAACGGCTCTCCGACGCCCGGCGCAACGGCCACGAGGTGTGGGGCATCGTGCGCGGC
ACCGCCGTCAACCAGGACGGCGCCTCCAACGGGCTGACCGCGCCCAGCGGACGGGCCCAGCAGCGCGCCATCCGCCAGGCCCTCGCCGATGCCGACCTCGCCCCCGCCGACATCG
ATGTGGTCGAGGCGCACGGCACCGGCACCACCCTCGGCGACCCCATCGAGGCGCAGGCCCTCATCACCGCCTACGGGCCGGACCGCGAGCGCCCGCTGCTGCTCGGCGCCGTCAA
GTCGAACCTGGGCCACACCCAGGCCGCCGCGGGCGTCGCGGGCACCATCAAGATGCTCCTGGCCATGCGCCACGGCGTGCTGCCCAAGAACCTGCACGTCGACTGGTCGGACGGC
ACGGTCTCGCTCGTCACCGAGGAGCAGGCGTGGCCCGAGACCGGCCACGCCCGGCGGGCCGGCGTCTCCGCCTTCGGCGTGAGCGGCACCAACGCCCACGTCATCATCGAGCAGG
CACCGGAGGCGGAGGAGCCCGAGGCGGACGGGCCCGCCGAGCCCACCACGGTGCCGGGCCTCGTGCCCTGGCCGGTGTCGGCCAAGTCCGAGGCCGCGCTGGCGGCACAGATCGA



 105

GCGGATCACGGCGCTGACCGGCCTCGCGCCCGCCGACGTGGGCCACTCCCTGGCCACCGGCAGGTCGGCGTTCACCCACCGCGCGGTCCTCGCGGCCGACGGTACGGGCGTACGG
GAACTCGCCCGCGGCATCGCCCAGGAGACCGACGGCAAGCTGGCCCTGCTGTTCTCGGGCCAGGGCGCGCAGCGCGCCGGGATGGGCCGCGAGCTGTACGGCCGGTTCCCGGTGT
TCGCCGAGGCGCTGGACGCGGTACTGGCGCACTTCGACGCCGGGCTGCGGGACGTGATCTTCGGTGACGCGGAGGGCCTGGACGAGACCGGGTTCACCCAGCCGGCCCTGTTCGC
CATCGAGGTGGCGCTGTTCCGGCTGGCCGAGTCGCTGGGTATACGCCCGGACTTCGTGGCCGGCCACTCGATCGGCGAGATCGCGGCGGCGCATGTGGCAGGAGTGTTCTCACTG
GCGGACGCGTGTGCGCTGGTGGCGGCCCGTGCCCGGCTGATGCAGGCGCTGCCGGAGGGCGGCGCGATGGTGGCGATCGAGGCCACCGAGGGCGAGGTCGGGCCGCGGCTGGCCG
ACGGGGTGTCGATCGCGGCGCTCAACGGCCCGGAGTCGGTGGTGATCTCCGGAACGCAGGACGCGGTCCTGCGATCGCGGCGGAATTCGCCGACTGAGGGCCGCAAGACCCGGCG
CCTGTCGGTGAGCCACGCCTTCCACTCGCCGCTGATGGACCCGATGCTGGCGGACTTCCGGCAGGTGGCCGAGGGGCTGGCGTACGAGGCCCCGCGTATCCCGCTCGTGTCCAAC
GTGACGGGCGAACTCGCCACCGCGGAGCTGATCTGCACGCCCGGGTACTGGGTGCAGCACGTACGGGACACGGTGCGGTTCGCCGACGGTGTCCGCGCGCTGGAGGCCGAGGGCG
CCTCGGTCTTCCTGGAGGTGGGCCCGGACGGGGTGCTGACGGCGATGGCCCAGCACAGCCTGGCCGACGCGGCCGTGGCCGTCCCCGCCCTCCGCAAGGACCGCCCCGAGGAAAC
CGCCCTGCTCACCGCGCTGGCGCAGCTGTACGTCACCGGGGTCGGCATCGACTGGTCCGGCGTCTTCGACGGCACCGGCGCCCGCCGCGTGGACCTGCCCACCTACCCCTTCCAG
CAGGAGTGGTTCTGGCCGGAGACCGCGCCCGCGGCGAGCCCGGCGGACGGCTCGCAGGCTCCGGTGGACGCCGAGTTCTGGGACGCGGTGGAGCGCGAGGACCTGACAGCGCTCT
CCGCCGACCTCGACCTGGACGGCTCCGCGCTGGGCGCCTCGTACCGCCTGTCGCCTGGCGCGCAAGCGCGTCGAGCGCTCGACGTCGACGGCTGGCGCTACCAGGTGACGTGGAA
GCCGCTCACCGGCACCTCGGCGAGCACGCTTTCCGGGCCGTGGCTGGCGCTCGTCCCGGCAGGCGGTGCCGATGATGAGTGGACCGCCTCCGTGGTCGCGGCCCTCGGCGACGAC
GCCGTGAGCGTCGAGGCCGACCCGGCCGACTCCCGGGCGCTGACCGCCCGGCTGGCCGAACTGGCCGCGCAGGGCCAGGAGTTCGCGGGAGTCGTCTCGCTCCTGGCCGCCCGGA
CCGGCGAAGGTGTCGCCTCCGGCGGGGCGGCCTGGCCGGACGCGGCGGTACAGGCACTGGCCGACGCCGGTATCGGTGCCCGCCTCTGGTACGTCACCCGTGGCGCGGTGGCGGT
CGGCCGCTCGGAGACGGACGTGGACGCCGCCCAGGCGGCGGTGTGGGGAGCGGGCCGGGTCGCGGCCCTCGACCACCCCGACCTCTGGGGCGGACTCGTCGACATCGCGGACGTC
CTCGACCGGCGCTCGGCGGACCGGTTCCGTGCCGTGCTGTCCGGTACGGGCGGCGAGGACCAGGTGGCACTGCGGTCCTCGGGCGCCTTCGGACGCCGGCTGGTACGCGCCACGG
CCGACACCCCGTCGACTCCGTGGCAGCCGTCCGGCACGGTCCTGGTCGTCGGCGGCGCGTCCGGCACCGGCGGGCTCTGCGCCCGCTGGCTCGCCGGACAGGGCGCCCAGCACAT
CCTGCTGGCCGGGCCCGCCACGCCCGAGGCGGACACCCTGCCTGCCGAACTCGACGGCCTCGGCGCTGAGCTGACGCGGGTCACCTGCGACCCGGCCGACAGCGACGCACTGCTG
AACGCCCTCACCGCACTCCCGCCCACGGCACCGCTGACCGCCGTCGTCTACGCCGACGCGGAAGCACTGTCCGGCGACGGCGAGCCGGGCACAGCCCTGGCCGCGCTGCACACGG
CCGTGGAGAACCTGGCGGCCGTCGCCGAAGCGGCGGCCGGCGAACGGCCCCTGGACGCCTTCGTCCTGTGCTCCTCGATCGCCGGTACCTGGGGTGCCGGCGGCCGGGGCGCGGA
GGCGGCGGCCGGAGCCCTGCTGGACGCCCTGGCCCGGCGGTACCGCGCACGCGGACTGCGTGCCCTGTCCGTTGCCTGGGGCGCCTGGGCGGACACCACCGACGACAGCCTGGCC
GCGCATCTGCGGGTCAACGGCCTGCCGGTGATGGACGCCGAACGGGCCCTGTCCGCGCTCTCCCGCTCCGCCGGTACCGACGCGGCCTCGGTGACGGTCGCCGACGTACGGTGGG
ACCGGTTCGCGCCGGCCTTCACCCGCAACCGGCGCGGCGCCCTGTTCACCGACCTGCCCGAGGCCAGGGCCGCACTCGCGGAACCCGGGAACGCCGGGCAGGGCACCGCGACCGG
ACTCGGGGCCCGGCTCGCCGGCCGACCGGCCGCCGAGCAGACCGAGGCGCTGCTGACCCTGATCCGCGGCGAGGTGGCCACGGTGCTCGGCTTCGCCGACGCCGACGCCGTCCCG
TCCGGACCCGCCTTCAAGGACCTCGGCTTCGACTCGCTGACCGCCGTCGACCTGCGCAACCAGCTCGCCACGGCGACCGGCCTGTCCCTGCCCGCCACCCTCGTCTTCGACTACC
CGACGGCGGAGGCGCTGGCCGGGCACCTGCGGACCGAGCTCTTCGGCGAGGACGGCGACGCGCTGCCCGCCGTCGGAGCGGTACGGGCGCGGGGCGCGGCCGACGACCCGGTCGT
CATCGTCGGCATGAGCTGCCGCTACCCGGGCGGGGTCCGCTCGCCCGAGGACCTGTGGCAGCTGGCCATGGGCGAGGTGGACGCCATCGGCGGCTTCCCCGTGGACCGTGGCTGG
GACCTGGAGACGCTGCTGAACGGCGACCGGGACGGCCGCGGCCGGACCGCCGTCCGCGAAGGCGGCTTCCTCTACGACGTGGCCGACTTCGACCCGGGGTTCTTCGGGATCGCGC
CGCGCGAGGCCATGGTGATGGACCCGCAGCAGCGCATCCTGCTGGAAGCATCCTGGGAGGCGCTGGAGCGGGCGGGCATCGACCCGGCCGGGCTGCGCGGCGGTGACACCGGCGT
GTTCATCGGCGGCGGCTCGGGCGACTACCGGCCCGAGGCGGGCCAGCTGGGCCACGCCCAGACCGCGCAGTCGGCCAGCCTGCTGTCCGGCCGGGTGGCCTACCACTTCGGCCTG
GAAGGCCCGACCGTCAGCGTCGACACGGCCTGCTCGTCGTCCCTGGTGGCGCTCCACCTGGCCGCCCAGGCGCTGCGCAACGGCGAGTGCTCCGTCGCGCTCACCGGCGGTGTGA
CGGTGATGTCCAGCCCGGTGAACTTCGTCGAGTTCGGCGAGATGGGCGCCCTCGCGCCCGACGGCCGCTGCCGGGCCTTCGCCGACTCCGCGAGCGGCACCGGCTGGTCCGAGGG
TGTGGGCGTCCTCGTACTGGAGCGCCTCTCGGACGCCCGCCGCAACGGCCACGAGATCCTGGCCGTACTGCGCGGCTCGGCGATCAACCAGGACGGCGCCAGCAACGGCATCACC
GCGCCCAACGGCCCCTCGCAGCGCCGTGTCATCCGCCGGGCCCTGGCCGACGCCGGGCTTGCGCCGGGCGACGTGGACGCGGTGGAGGCGCACGGCACCGGCACCACCCTGGGCG
ACCCCATCGAGGCGCAGGCGCTGCTGGCCACGTACGGGCAGGAGCGTGAACTGCCGCTGTACCTCGGGTCGTTGAAGTCCAACATCGGCCACACCCAGGCCGCCGCCGGTGTTGC
CGGCGTGATCAAGATGGTGCAGGCCATGCGGCACGGCGTGCTGCCCAGGACCCTGCACGTCGACGCGCCGTCGGCGCACGTGGACTGGGACTCCGGCGCCGTCGAGCTGCTGACG
GAGGCGGCCGACTGGCCGCGTACGGACCACCCCCGGCGCGCCGGCATCTCGGCCTTCGGCGCCAGCGGCACCAACTCCCACGTGATCATCGAGCAGTTCGAGCAGCCCGAACCGG
CGGTCACCACCGAACCGGTGGAGGCCCACGGCCCGCTGCCGGTGCCCGTGTCGGCCGCCGCGCCGCAGGCACTGCGGGCCCAGGCCCGGCAGCTGCACTCCTACGTGACCGCCCG
GCCCGGACTCGGCACCGCCGACCTGGCCCGCGCGCTGGCCACCACCCGCTCGGTCTTCACCCACCGCGCCGCCGTCCTCGCGGGCGACCGCGACCGACTGCTGGCCGGCCTGGCC
GCGCTCGCCGACGGCCGCACCGCACCCCAGGTCGTACAGGGTGAGGCGGCGGCCCGCCGCGGCAAGCTCGCGGTGCTGTTCTCCGGCCAGGGCACCCAGCGCCTGGGCATGGGAC
GGGAGCTGTACGCCCGCTTCCCGGCGTTCGCCGCGGCCTTCGACGCGGTGACCGCGCACCTGGACACCGAACTGGACCGCCCCCTGCGGGACGTGCTGTCCGAGGACGCGGAGCG
GCTGAACGAGACCGGCTACACCCAGCCCGCGCTGTTCGCCATCGAGGTGGCGCTGTTCCGCCTGGTGGAGTCCTGGGGTATCCGCCCGGACTTCGCCGCCGGGCACTCGATCGGC
GAGATCGCGGCCGCGCACGTGGCCGGGGTCTTCTCCCTGGAGGACGCCTGCAAGGTCGTGGCCGCGCGGGCCCGGCTGATGAACGCCCTGCCGTCCGGCGGCGCCATGGTCGCCG
TCCAGGCCACCGAGGAGGAGGTGACGGCCCTGCTGACCGCGGGAGTGTCGATCGCCGCGGTCAACGGGCCGCGGTCGGTGGTCCTCTCCGGCGACGAGGGCGCCGTCCTGGACAT
CGCGGACAAACTCACCGCCGACGGGCGCAAGACTAGGCGTTTGCGGGTCAGCCATGCATTTCACTCACTGCACATGGACGCCATCCTCGACGACTTCCGGCGGGTCACCCGCAGC
GTGGACTACCACGCCCCGCGGATCCCGCTGGTGTCCAACGTCACCGGCGAGGCGGCCACCGAGGAGCAGGTGTGCTCCCCGGACTACTGGGTGCGCCACGTCCGCGAGGCCGTCC
GCTTCGGCGACGGCATCCGCACCCTCGCCGAGAGCGGCGTGACCGCCTTCCTGGAGCTCGGCCCCGACGGCGGGCTGTGCGCCATGGCCCAGGACACCCTGGACGCCCTGGCGTC
GCGGGCCCTGGCCGTACCGGTCCTGCGCAAGGACCGCGGCGAGCAGGAATCCGCGGTCACCGCCCTCGCCCGGCTGTACGCCGACGGAGCGGCCCCGGACTGGGACGCCCTGCTC
GCCGGGACGGCCACCGGGCCCCGCCGCAACGACCTGCCCACCTACCCCTTCCAGCGCCAGCGCTACTGGCCCGCCACCCTGCCGGGCGACGCTTCCGCAGCGCCGGAGGGCGCGG
ACGACGGCTTCTGGACGGCGGTGCGCGAGGCCGACTTCGCCTCGCTGGAGACGACGCTGAACGTCGACGGCGAAGCGCTGGCCAAGGTGCTCCCCGCCCTCGCCGACTGGCGCCG
CCGGCGCGGCGAGGAGAACACCGTCGACGGCTGGCGGCAGCAGATCACCTGGCAGCCGCTGAGTCCGCAGCCCGCCCGCACCCCGGCAGGCACCTGGCTCGCCGTGCTCCCGGCC
GGACACGCCGACGACCCCTGGGCCGCCGACGCCGTCACCGCGCTGGGACCGGACACCGTACGCCTGGAAGTGGCGGACCCCGACCGAGCGGCGCTCGCCGAACGGCTGCGCGCAC
TGGCCGCCGACGGGTTCGCGTTCACCGGAGTGGTGTCCCTGCTGGCCCTCGCCACCACGCCCGCGCCCGGCGCGGACGCCCCCGAGGCACTGGCCCTGACCACCGCCCTGATCCA
GGCGCTCGGCGACGCGGACCTCGCCGCACCCCTGTGGTGCGTCACCCGCGGCGCGGTCGCCGCCGCGCCCTCCGAGCCGGTACC 
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