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บทคดัย่อ 
 

 ในงานวิจยัน้ีไดทาํการคน้หายนี 16S rRNA บนฐานขอ้มูลจีโนมของ Spirulina platensis สาย
พนัธ์ุ C1 เพื่อนาํมาใชใ้นการพฒันายนีคดัเลือกเพ่ือพฒันาระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอใน Spirulina พบวา่
มียนี 16S rRNA 2 ชุดบน scaffold08 และ scaffold58 ในลกัษณะ operon ของ 16S rRNA-trRNA Ile-
trRNA Ala-23S rRNA และไดน้าํขอ้มูลของยนี 16S rRNA บน scaffold58 และบริเวณใกลเ้คียงมา
พฒันายนีคดัเลือกโดยการเปล่ียนแปลงเบสของยนี 16S rRNA ท่ีตาํแหน่ง 1130 จาก C1130 ไปเป็น G1130 
และนาํยนีคดัเลือกดงักล่าวมาพฒันาพลาสมิดเพื่อใชใ้นการส่งถ่ายเขา้สู่เซล Spirulina จากการติดตาม
การเจริญเติบโตของเซล transformant ท่ีไดรั้บพลาสมิดท่ีมียนีคดัเลือก 16S rRNA ท่ีถูกดดัแปลงเทียบ
กบัเซล transformant ท่ีไดรั้บพลาสมิดควบคุมท่ีมียนี 16S rRNA ท่ีไม่ไดถู้กดดัแปลงบนอาหาร
คดัเลือกท่ีมียา spectinomycin เขม้ขน้ 0.5 g/ml ไม่พบความแตกต่างของการเจริญเติบโตของเซล 
transformant อยา่งไรกดี็เน่ืองจากเซลควบคุมท่ีไม่ไดรั้บพลาสมิดกส็ามารถเจริญเติบโตไดบ้นอาหาร
คดัเลือกท่ีมียา spectinomycin เขม้ขน้ 0.5 g/ml เช่นกนั ซ่ึงอาจเกิดจากยาท่ีใชมี้ประสิทธิภาพไม่ดี จึง
ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่ยนีคดัเลือกท่ีพฒันาข้ึนสามารถนาํมาใชใ้นการพฒันาระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอ
ของ Spirulina ไดห้รือไม่ 
 
คาํสําคญั (keywords) ของโครงการวจัิย 
     ภาษาไทย ยนีคดัเลือก ยาปฏิชีวนะ อาร์เอน็เอโอเปอรอน  สไปรูลิน่า ระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอ  
   การกลายพนัธ์  
     ภาษาองักฤษ selectable marker, antibiotic, spectinomycin, 16S rRNA, rRNA operon, Spirulina 
   transformation, mutation 
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บทนํา 
 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย 
 ในปัจจุบนัไดมี้การนาํ Spirulina มาใชป้ระโยชน์อยา่งกวา้งขวางในดา้นอาหารเสริมสุขภาพ
ของมนุษย ์และอาหารสัตว ์เน่ืองจากมีสารอาหารท่ีสาํคญัหลายชนิดในปริมาณท่ีสูง เช่นโปรตีน กรด
ไขมนัจาํเป็นไม่อ่ิมตวั แกมม่าลิโนเลนิค ไวตามิน และเกลือแร่อีกหลายชนิด (Ciferri, 1982) ใน 
Spirulina  ยงัมีสารชีวเคมีหลายชนิดท่ีมีรายงานว่ามีความสําคญัต่อสุขภาพและมีประโยชน์ทาง
การแพทย ์เช่น phycocyanin polysaccharide และ sulfolipids ซ่ึงช่วยเพิ่มระบบภูมิคุม้กนั ลดภาวการณ์
ติดเช้ือ ป้องกนัการเกิดมะเร็ง ลดการสะสมไขมนัในเส้นเลือด ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ และ
เป็นสารตา้นไวรัส (Farooq et al., 2004; Subhashini et al., 2004; Kaji et al., 2004; 2002; Hernandez-
Corona et al., 2002 ; Pinero Estrada et al., 2001) นอกจากน้ียงัพบว่า Spirulina สามารถท่ีจะช่วยเพิ่ม
ภูมิคุม้กนัและตา้นทานการติดเช้ือในสัตว ์(AI-Batshan et al., 2001; Qureshi et al., 1996; 
Venkataraman et al., 1994) จึงไดมี้ความสนใจท่ีจะใช ้Spirulina  ในการเล้ียงสัตวเ์พื่อลดการใชย้า
ปฏิชีวนะซ่ึงอาจทาํให้สัตวน์ั้นด้ือต่อยา และอาจเกิดการสะสมของยาปฏิชีวนะในสัตว ์และเน่ืองจาก 
Spirulina เป็นสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงินท่ีมีการสังเคราะห์แสงไดเ้ช่นเดียวกบัพืช  มีการเจริญเติบโตท่ี
ง่ายไม่ซบัซอ้น การพฒันาการเพาะเล้ียงมีไปจนถึงระดบัอุตสาหกรรม  (Belay, 1990) ทาํให ้Spirulina 
ไดรั้บความสนใจในการนาํมาใชเ้ป็นแหล่งผลิตสารชีวเคมีมูลค่าสูงในทางการคา้ และมีศกัยภาพใน
การนาํมาใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นเพื่อใชผ้ลิตสารเคมีมูลค่าสูง ถึงแมจ้ะมีรายงานถึงการใชป้ระโยชน์ของ 
Spirulina อยา่งมากมาย แต่ความรู้ความเขา้ใจทางดา้นสรีระวิทยาต่างๆของ Spirulina โดยเฉพาะการ
ผลิตสารชีวเคมีต่างๆของ Spirulina มีค่อนขา้งจาํกดั สาเหตุสาํคญัอยา่งหน่ึงคือการขาดระบบการส่ง
ถ่ายดีเอ็นเอซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีสาํคญัท่ีจะช่วยให้การศึกษาทางสรีระวิทยาต่างๆของ Spirulina  มี
ความก้าวหน้ามากยิ่งข้ึน นอกจากน้ีในปัจจุบันเร่ิมมีการศึกษาเพื่อหาขอ้มูลทางด้านจีโนมของ 
Spirulina ทาํให้การพฒันาระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอของสาหร่ายชนิดน้ีมีความจาํเป็นมากยิ่งข้ึน เพื่อ
นาํมาใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการศึกษาถึงคุณสมบติัและหนา้ท่ีของยนีต่างๆท่ีไดม้าจากขอ้มูลจีโนม ดงันั้น
ในงานวิจยัน้ีจึงมุ่งหวงัท่ีจะพฒันายีนคดัเลือกท่ีเหมาะสมเพ่ือนาํมาใชใ้นการสร้างพลาสมิดเพื่อนาํมา
ปรับปรุงระบบการส่งถ่ายดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพและมีความเสถียร เพื่อนาํไปใชเ้ป็นเคร่ืองมือท่ี
สําคญัในการศึกษาสรีระวิทยา ชีวเคมี ตลอดจนอณูพนัธุศาสตร์ ของ Spirulina เพื่อให้การศึกษา
เหล่าน้ีกา้วหนา้อยา่งรวดเร็ว ซ่ึงจะนาํไปสู่การเพิ่มศกัยภาพของการใชป้ระโยชน์จาก Spirulina เพิ่ม
ยิง่ข้ึน 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 เพื่อท่ีจะพฒันายนีคดัเลือกสาํหรับการสร้างพลาสมิดท่ีเหมาะสมเพ่ือใชใ้นการปรับปรุงระบบ
การส่งถ่ายดีเอน็เอของสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน Spirulina ใหมี้ความเสถียร  
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ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 ระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอใน Spirulina ไดมี้การพฒันากนัมาอยา่งต่อเน่ือง แต่ระบบท่ีพฒันาได้
ยงัไม่สมบูรณ์ ประสิทธิภาพในการส่งถ่ายดีเอน็เอตํ่า และ transformant ท่ีไดไ้ม่เสถียร (Kawata  et al., 
2004; Dulsawat, 2002; Toyamizu et al., 2001; Chotayaporn, 1995 ; Kanoksilp, 1993 ) 
หอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยทีางดา้นสาหร่าย มหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรีเป็นหน่วยงาน
หน่ึงท่ีมีการศึกษาวิจยัเพื่อท่ีจะพฒันาระบบการส่งถ่ายดีเอ็นเอใน Spirulina มาอย่างต่อเน่ืองใน
ระยะเวลา 20 ปีท่ีผา่นมา พบว่าวิธีการส่งถ่ายโดย electroporation เป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด และไดท้าํ
การพฒันาพลาสมิดหลายชนิดเพื่อใชใ้นการส่งถ่ายดีเอน็เอ โดยท่ีพลาสมิดท่ีพฒันาข้ึนมีทั้งท่ีสามารถ
แทรกเขา้ไปแบบ single recombination (Cheevadhanarak, unpublished ; Kanoksilp, 1993; 
Chotayaporn, 1995) และ double recombination (Dulsawat, 2002) โดยใชย้นีตา้นยาปฏิชีวนะในการ
คดัเลือกภายใตก้ารควบคุมของ promoter ของ Spirulian  เอง และของแบคทีเรีย ตามลาํดบัพบว่า 
transformant ท่ีไดไ้ม่เสถียร ซ่ึงความไม่เสถียรดงักล่าวอาจเกิดเน่ืองความสามารถของ promoter ท่ีใช้
ในการควบคุมยนีตา้นยาปฏิชีวนะไม่สูงพอ ทาํให ้transformant สามารถโตไดเ้พียงช่วงระยะเวลาหน่ึง
แลว้ตายไปในท่ีสุด หรืออาจเกิดจากยีนตา้นยาปฏิชีวนะท่ีใชค้ดัเลือกไม่เหมาะสม โปรตีนท่ีสร้างจาก
ยนีดงักล่าวอาจไม่สามารถทาํงานไดดี้ในสภาวะท่ีใชเ้ล้ียง Spirulina เช่นเป็นสภาวะท่ีเป็นด่างสูงเป็น
ตน้ ซ่ึงปัญหาดงักล่าวพบไดเ้ช่นเดียวกนัในการพฒันาระบบส่งถ่ายดีเอน็เอของ archaeabacteria ท่ีมี
สภาวะในการเจริญเติบโตค่อนขา้งกดดนั เช่นในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูง ความเคม็สูง หรือ ในสภาวะท่ี 
pH ตํ่ามากๆ เป็นตน้ ซ่ึงสภาวะกดดนัดงักล่าวอาจไม่เหมาะสมหรือทาํลายโปรตีนตา้นยาปฏิชีวนะได ้
ซ่ึงการแกปั้ญหาของการขาดยีนคดัเลือกท่ีเหมาะสมเช่นน้ีสามารถทาํไดโ้ดยการการสร้าง mutant ท่ี
สามารถทนต่อยาปฏิชีวนะแลว้คดัเลือกยนีท่ีทาํให ้mutant นั้นสามารถทนต่อยาปฏิชีวนะมาใชเ้ป็นยนี
ติดตามในการพฒันาระบบส่งถ่ายดีเอน็เอใน wild type หรืออาจปรับปรุงยีนคดัเลือกโดยการ mutate 
ยีนท่ีถอดรหัสสร้างโปรตีนท่ีเป็นเป้าหมายของยาปฏิชีวนะท่ีจะใช้คดัเลือก ทาํให้ยาปฏิชีวนะท่ีใช้
คดัเลือกไม่สามารถขดัขวางการทาํงานของโปรตีนนั้นได ้เช่นการ mutate ยนี gryB ท่ีถอดรหสัสร้าง
เอนไซม ์DNA gyrase subunit B ท่ีเป็นเป้าหมายของยา novobiocin มาใชใ้นการพฒันาพลาสมิดเพื่อ
ใชใ้นการคดัเลือก transformant  และเป็นเคร่ืองมือในการศึกษาทางดา้น genetic system ของ  
halophilic archaebacteria (Holmes and Dyall-Smith, 1990; 1991; Holmes et al., 1991) หรือการทาํ 
mutate ยนีของ E oli ท่ีถอดรหสัสร้าง 16S rRNA ซ่ึงเป็นเป้าหมายของยา spectinomycin และ 23 S 
rRNA ซ่ึงเป็นเป้าหมายของยา macrolide, lincosamide, streptogramin type B ตามลาํดบั(Sigmund et 
al., 1984) เป็นตน้ ในสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้ าเงินไดมี้รายงานการปรับปรุงยีนคดัเลือกโดยการทาํ 
mutate ยนี rps12 ท่ีถอดรหสัสร้าง ribosomal S12 protein ซ่ึงเป็นเป้าหมายของยา streptomycin  ทาํให้
เซลลท่ี์มียีนท่ีถูก mutate ดงักล่าวสามารถทนต่อยา streptomycin ได ้อย่างไรก็ดียีนท่ีถูก mutate 
ดงักล่าวมีลกัษณะ recessive เม่ือเทียบกบัยนีปกติจึงไม่เหมาะในการนาํมาใชเ้ป็นยนีคดัเลือกทัว่ไปแต่
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เหมาะสาํหรับใชใ้นการทาํ multiple gene replacement เพื่อสร้าง mutant ท่ีปราศจาก ยีนตา้นยา
ปฏิชีวนะ (Matsuoka et al., 2001) 
 จากการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ Spirulina  ของห้องปฏิบติัการเทคโนโลยีชีวภาพ
ทางดา้นสาหร่ายพบวา่ Spirulina C1 มีความไวต่อยา chloramphenicol และ spectinomycin มากท่ีสุดท่ี
ความเขม้ขน้ 0.5 g/ml จากการสืบคน้รายงานการวิจยัพบว่ายาปฏิชีวนะทั้งสองชนิดจะไปขดัขวาง
การทาํงานของ ribosome ในการสร้างโปรตีนภายในเซลล ์โดยพบว่ายา chloramphenicol จะไปมีผล
ต่อ 50S subunit ในขณะท่ียา spectinomycin จะมีผลท่ี 30S subunit (Weisblum and Davies, 1968) 
และพบว่าการทาํ mutate ยนีท่ีถอดรหสัสร้าง 23S (Anderson et al., 1984) และ 16S (Sigmund et al., 
1984) ท่ีเป็นองคป์ระกอบของ 50S  และ 30S subunit ทาํใหเ้ซลลส์ามารถทนต่อยาปฏิชีวนะดงักล่าว
ได ้และเน่ืองจากยนีท่ีถอดรหสัสร้าง 16S rRNA เป็นยนีท่ีมีลาํดบัเบสท่ีถูกอนุรักษไ์วใ้นทุกๆส่ิงมีชีวิต 
และจากการศึกษารายงานการวิจยัในหลายๆส่ิงมีชีวิตเช่นใน Samonella (O’Conner and Dahlberg, 
2002), chloroplast ของสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii (Harris et al., 1989) และ tobacco 
plant Nichtiana tabacum  (Fromm et al., 1987) พบว่าคุณสมบติัตา้นทานต่อยา spectinomycin เกิด
จากการ mutate ของยนี 16S rRNA โดยเฉพาะเบสท่ีตรงกบัตาํแหน่ง C1192 ของ E. coli (Sigmund et 
al., 1984) จึงเป็นยนีท่ีน่าสนใจท่ีจะนาํมาปรับปรุงเพื่อพฒันาเป็นยนีคดัเลือกใน Spirulina  
 หอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยทีางดา้นสาหร่ายไดท้าํการโคลนยนี 16S RNA จาก Spirulina C1 และ
ทาํการเปรียบเทียบยีนท่ีโคลนไดก้บั E. coli  พบว่ามีความเหมือนกนัมากกว่า 70% และจากการ
เปรียบเทียบพบว่าลาํดบัเบสในบริเวณตาํแหน่งท่ี  1002-1004 และท่ีตาํแหน่ง 1129-1131 ของ 
Spirulina C1 (รูปท่ี1)  มีการอนุรักษไ์วเ้ช่นเดียวกบัท่ีพบในบริเวณตาํแหน่ง 1063-1065 และ  1191-
1193 ของ E coli (Brink et al., 1994) ซ่ึงบริเวณดงักล่าวเป็นบริเวณท่ีมีการจบัคู่สมกนัเป็น upper stem 
ของโครงสร้าง helix 34 ของ16S rRNA  (รูปท่ี2) และเป็นบริเวณท่ี spectinomycin เขา้มาจบั โดย
เฉพาะท่ีตาํแหน่ง C1130 ซ่ึงเป็นเบสท่ีตรงกบัตาํแหน่ง C1192 ของ E. coli ซ่ึงเป็นตาํแหน่งท่ีเม่ือถูก 
mutate แลว้จะทาํให้เกิดคุณสมบติัตา้นยาสูงท่ีสุดใน E coli (รูปท่ี1) ดงันั้นทางห้องปฏิบติัการวิจยั
เทคโนโลยีดา้นสาหร่ายจึงมีวตัถุประสงคท่ี์จะพฒันายีนคดัเลือกโดยการทาํ mutation ยีนท่ีถอดรหัส
สร้าง 16S rRNA ของ Spirulina C1 ท่ีตาํแหน่ง C1130 จากนั้นนาํยีนคดัเลือกท่ีพฒันาไดม้าใชส้ร้าง 
พลาสมิดเพื่อนาํไปใชใ้นการปรับปรุงระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอใหมี้ความเสถียรต่อไป 
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รูปที ่1 การเปรียบเทียบลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของ E. coli กบั Spirulina C1 
 ลาํดบัเบสท่ีถูกแรเงาแสดงถึงลาํดบัเบสท่ีมีการอนุรักษไ์วใ้นบริเวณ upper stem ของโครงสร้าง helix 
34 ของ16S rRNA ของ E. coli (Brink et al., 1994) เบส C ท่ีตาํแหน่ง 1192 ของ E coli คือตาํแหน่งท่ี
เม่ือถูก mutate แลว้ทาํใหเ้กิดความสามารถตา้นยา spectinomycin 
 
E coli          1:AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAA 60 
Spirulina C1    1:-------AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAA 53 
                  * * *          *** ********  *************   ** ************ 
 
E coli         61:GTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAA 120 
Spirulina C1   54:GTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTA------------------GTGGCGGACGGGTGAGTAA 95 
                  *********   *                            ******************* 
 
E coli        121:TGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCAT 180 
Spirulina C1   96:CACGTGAGAATCTGGCTCCCGGTCGGGGACAACAGAGGGAAACTTCTGCTAATCCCGGAT 155 
                      ** *** *** **   **  ***** ***    ******    ****** *** ** 
 
E coli        181:AACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATG 240 
Spirulina C1  156:GAGCCGAAAGGTAAAAGATTTATCGCCGGGAG---------------ATGAGCTCGCGTC 200 
                   *      * *   **         **    *               *** ** *   *  
 
E coli        241:GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA 300 
Spirulina C1  201:TGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACTAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA 260 
                   *********** **** ***** *******  ***********  ************** 
 
E coli        301:GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG 360 
Spirulina C1  261:GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG 320 
                  ****** ************ ************ *************************** 
 
E coli        361:GGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT 420 
Spirulina C1  321:GGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTC 380 
                  ***** ** * ****************** * *** *  *******   ** ******   
 
E coli        421:TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATT 480 
Spirulina C1  381:TTGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCAAGGAAGAACACAATGACGGT---------------- 424 
                  * **********   ****   *  *** ***   * * * * *                 
 
E coli        481:GACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG 540 
Spirulina C1  425:------ACTTGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG 478 
                        **  *  *** ****  ************************************* 
 
E coli        541:GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCA 600 
 
Spirulina C1  479:GAGGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTGTTCAAGTCT 538 
                  *  **********  ****** * *************  ** *** ** *  * *****  
 
E coli        601:GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTC 660 
Spirulina C1  539:GCTGTCAAAGACAGTGGCTTAACTACTGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTACG 598 
                  * *** ***  *   **** ***    ***  ***   ** ****   **** ****    
 
E coli        661:GTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC 720 
Spirulina C1  599:GTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACC 658 
                  **** **  *   ******* *********************** *** *** *** *** 
 
E coli        721:GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA 780 
Spirulina C1  659:GGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG 718 
                  ********* ***  *  **** *    ****** ** ***  *******  *******  
 
E coli        781:AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC 840 
Spirulina C1  719:AATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGAAACTAGGTGTAGCCTGT 778 
                  **  *************  *******  *************   *** ** *         
 
E coli        841:CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACG-CGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC 899 
Spirulina C1  779:ATCGACCCGGGCTGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTTTCCCGCCTGGGGAGTACGCACGC 838 
                   * **  ** *   * * **    *   ********   ****************  *** 
 
E coli        900:AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 959 
Spirulina C1  839:AAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA 898 
                  ***  * ********* ******************************* *********** 
 
E coli        960:TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGG 1019 
Spirulina C1  899:TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTGGTGAAAGCC 958 
                  ************************** ** ********   * ***  **   ** *    
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E coli       1020:ATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG 1079 
Spirulina C1  959:GAGAGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG 1018 
                      ************ * *  * ******* ************************ *** 
 
E coli       1080:AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTTGTTGCCAGCGGTCCGG 1139 
Spirulina C1 1019:AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCATTCAGT 1078 
                  * **********************************  ** ** ******* *  ** *  
 
E coli       1140:CCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT 1199 
Spirulina C1 1079:TGGGCACTTTAGGGAGAC-TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT 1137 
                    ** *  * *  *     **** **** **** ************************** 
 
E coli       1200:CATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGC 1259 
Spirulina C1 1138:CATCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTGCACACGTACTACAATGGGGGGGACAAAGGGTAGC 1197 
                  ******* ******** ** ***** ******* ********* *   ****** * *** 
 
E coli       1260:GACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA 1319 
Spirulina C1 1198:CAAGACGCGAGTCTGAGCCAATCCCGTAAACCTCTCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAA 1257 
                   *   ******    ***  * * * ****   *  *  *** * ***** ** ****** 
 
E coli       1320:CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACG 1379 
Spirulina C1 1258:CTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATCCG 1317 
                  **** ** *******  *****************  * **** ** *  ******** ** 
 
E coli       1380:TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG 1439 
Spirulina C1 1318:TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTAGCCACGCCCGAAGTCGT 1377 
                  ************************************* ***  *   *    ***** *  
 
E coli       1440:TAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATG--ACTGGGGTGAAGTCG 1497 
Spirulina C1 1378:TACTCTAACCGTTCGCGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCG 1437 
                  **   ***** *  *  * *       *     *     *     *************** 
 
E coli       1498:TAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTA                1542 
Spirulina C1 1438:TAACAAGGTA-----------------------------------                1447 
                  **********                                    
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นาํมาใชค้ดัเลือกเฉพาะสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้ าเงินท่ีเป็นเซลลเ์ดียว (Murphy et al., 1990 ; Luque et al., 
1992 ) ซ่ึงเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็วเท่านั้น เน่ืองจาก ampicillin เป็นยาท่ีไม่เสถียรท่ีอุณหภูมิสูง โดย
มี activity เพียงแค่ 24-48 ชม. ภายใตส้ภาวะการทดลอง (Sambrook et al., 1989) จึงไม่เหมาะกบั
สาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงินท่ีเป็นเส้นสายซ่ึงมีการเจริญเติบโตชา้  tetracycline และ rifampicin เป็นยาท่ี
นาํมาใชค้ดัเลือก transformant ของ Anabaena sp. (Wolk, 1991 ) แต่เน่ืองจากยาทั้งสองชนิดมีความไว
ต่อแสง จึงทาํใหก้ารนาํไปใชง้านทาํไดจ้าํกดั 
 จากรายงานของ Weisblum และ Davies (1968) แสดงใหเ้ห็นว่าการทาํงานของยาปฏิชีวนะส่วน
ใหญ่จะไปขดัขวางการทาํงานของ ribosome มีผลทาํให้การสร้างโปรตีนภายในเซลลถู์กยบัย ั้ง ซ่ึงยา
ปฏิชีวนะแต่ละชนิดก็จะไปมีผลกบัโครงสร้างหรือโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของ ribosome แตกต่าง
กนัไป เช่นยา chloramphenicol erythromycin และ lincomycin จะไปขดัขวางการทาํงานของ large 
ribosomal (50S) subunit ของ ribosome ในขณะท่ียา streptomycin spectinomycin และ tetracycline 
จะไปขดัขวางการทาํงานของ small ribosomal (30S) subunit ของ ribosome 
 Bilgin และคณะ (1990) ไดท้าํการศึกษาถึงการยบัย ั้งการสร้างโปรตีนโดยยา spectionomycin 
พบว่า spectinomycin จะไปขดัขวางการจบักนัระหว่าง ribosome กบั elongation factor G (EF-G) ใน
ขั้น polypeptide elongation มีผลทาํใหก้ารสร้างโปรตีนเกิดข้ึนไดไ้ม่สมบูรณ์ ในปี 1983 Mark และ
คณะ พบว่าการทนต่อ spectinomycin ใน E. coli  มีสาเหตุเกิดจากการเกิด mutation ของ rRNA 
operon ซ่ึงต่อมา Sigmund et al. (1984) พบวา่ ความสามารถในการทนต่อ spectinomycin ดงักล่าวเกิด
จากการเปล่ียนแปลงเบสท่ีตาํแหน่ง G1192 ของ 16S rRNA ไปเป็น A1192 
 Makosky และ Dahlberg (1987) พบว่าการทาํ mutation ท่ีตาํแหน่ง C1192 ไม่มีผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล ์E coli อยา่งไรกดี็พบวา่ความสามารถในการทนต่อยาจะสูงท่ีสุดเม่ือเปล่ียน เบส
จาก C1192 ไปเป็น G1192 นอกเหนือจาการทาํ mutation ท่ี ตาํแหน่ง C1192 จะมีต่อความสามารถตา้นทาน
ยา spectinomycin แลว้ Johanson และ Hughes (1995) พบว่าการทาํ mutation ของ 16S  rRNA ท่ี
ตาํแหน่ง C1066 สามารถทาํให้เกิดคุณสมบติัตา้นยา spectinomycin ไดเ้ช่นเดียวกนั อย่างไรก็ดี
ความสามารถทนต่อยาจะตํ่ากวา่เม่ือทาํ mutation โดยการเปล่ียนเบสจาก C1192 ไปเป็น G1192 และพบว่า 
mutant ดงักล่าว จะไวต่อยาปฏิชีวนะ fuscidic acid เพิ่มข้ีน ในขณะท่ี mutant ท่ีถูก mutate ท่ี C1192 ไป
เป็น G1192 จะมีความไวต่อยาปฏิชีวนะดงักล่าวใกลเ้คียงกบั wild type  
 จากการศึกษาของ Brink และคณะ (1994)  พบว่านอกเหนือจากการเกิด mutation ของ 16S 
rRNA ท่ี ตาํแหน่ง C1192 จะทาํใหเ้ซลลมี์คุณสมบติัทนต่อ spectinomycin การทาํ mutation ท่ีตาํแหน่ง 
G1064 ซ่ึงเป็น nucleotide ท่ีสามารถจบัคู่สมกบั nucleotide ท่ีตาํแหน่ง C1192  ในบริเวณ upper stem (รูป
ท่ี2) สามารถทาํให้เซลลมี์คุณสมบติัทนต่อ spectinomycin ดว้ยเช่นกนั นอกจากน้ี  Brink และคณะ 
(1994) ไดท้าํการวิจยัเพื่อพิสูจน์สมมติฐานท่ีวา่การเกิด mutation ของ 16S rRNA ท่ีตาํแหน่ง G1064 หรือ 
C1192 ตาํแหน่งใดตาํแหน่งหน่ึงเป็นผลทาํให้การจบัคู่สมของ nucleotide ทั้งสองตาํแหน่งไม่สามารถ
เกิดข้ึนได ้จึงเป็นเหตุให ้spectinomycin ไม่สามารถเกาะกบั 16S rRNA และยบัย ั้งการสร้างโปรตีนได ้
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โดยการทาํ compensatory mutation ท่ี nucleotide ตาํแหน่งท่ี 1064 และ 1192 โดยการเปล่ียนคู่เบส
ตาํแหน่งดงักล่าวจาก G1064C1192 ไปเป็น C1064G1192  หรือ A1064U1192 หรือ U1064-A1192 (รูปท่ี 2) พบว่า
ความสามารถทนต่อยา spectinomycin ยงัคงอยู่ ทาํให้สามารถสรุปได้ว่าการจับคู่สมกันของ 
nucleotide G และ C ท่ีตาํแหน่ง 1064 และ 1192 ในบริเวณ upper stem ของ helix 34 เท่านั้นท่ีมี
ความสาํคญัต่อการจบัของ spectinomycin  
 จากการศึกษาถึงความสามารถในการสร้างโปรตีนของ 16S rRNA ท่ีถูก mutate ท่ีตาํแหน่ง G1064 
ดว้ย nucleotide ต่างๆ รวมทั้งการทาํ compensatory mutation ท่ีตาํแหน่ง G1064 และ C1192 พบว่ามี
ความสามารถใกลเ้คียงกบั wild type (16S rRNA ท่ีไม่ไดถู้ก mutate) ทาํใหเ้ซลลส์ามารถเจริญไดบ้น
อาหารท่ีมียา spectinomycin ยกเวน้กรณีการทาํ compensatory mutation จาก G1064C1192  เป็น C1064G1192 
ท่ีพบว่าความสามารถในการสร้างโปรตีนลดลงเหลือเพียง 20% ของ 16S rRNA ปกติ โดยพบว่า 16S 
rRNA ท่ีมีการทาํ compensatory mutation ท่ีบริเวณดงักล่าวสามารถท่ีจะรวมกบั polypeptide อ่ืนๆได้
เป็น 30S subunit  แต่ 30S subunit ท่ีเกิดข้ึนไม่สามารถรวมกบั 50S subunit เพื่อสร้าง ribosome ได้
อยา่งปกติ ทาํใหก้ารสร้างโปรตีนภายในเซลลน์อ้ยกวา่ wild type (Brink และคณะ, 1994) 
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วธีิการดําเนินการวจัิย 
 

1. เช้ือและพลาสมิดทีใ่ช้ในการทดลอง 
 1.1 แบคทีเรียเอสเชอริเชีย คอไล สายพนัธ์ุ ดีเอช 5 แอลฟา (E. coli DH5  เล้ียงในอาหาร
เล้ียงเช้ือแขง็หรืออาหารเล้ียงเช้ือเหลวไลโซจีนีบรอท (Lysogeny broth, LB) ท่ี 37 oC เพื่อใชเ้ป็นเซลล์
เจา้บา้นในการเพ่ิมปริมาณและเกบ็พลาสมิดต่างๆตลอดการทดลอง 
 1.2 สาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน Spirulina platensis สายพนัธ์ุ C1 เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Zarrouk ท่ีอุณหภูมิ 30 oC ความเขม้แสง 100 E m-1s-1 เพื่อใชเ้ป็นแหล่งของของดีเอน็เอในการโคลน
ยนี 16S rRNA 
 1.3 พลาสมิด pMG241 หรือ pAG 69 (Jeamton, 2010) เป็นพลาสมิดท่ีมียนี gfp ภายใตก้าร
ควบคุมของ phycocyanin promoter ของ S. platensis C1 ใชเ้ป็นแหล่งในการโคลน cassette ของยนี 
GFP ภายใตก้ารควบคุมการแสดงออกของ phycocyanin promoter  
 
2. เทคนิคทางด้าน molecular biology  
 เทคนิคทางดา้น molecular biology ส่วนใหญ่ท่ีใชใ้นงานวิจยัดาํเนินตามวิธีของ Sambrook  
และคณะ (1989)  
 
3. การค้นหา ribosomal RNA (rRNA)  operon ของ Spirulina C1 จากฐานข้อมูลจีโนม 
 ทาํการคน้หา rRNA operon จากฐานขอ้มูลจีโนมของ Spirulina C1 โดยการนาํลาํดบัเบสของยนี 
16S rRNA ของ Spirulina C1 ท่ีไดท้าํการโคลนและหาลาํดบัเบสไวแ้ลว้ในห้องปฏิบติัการ มา
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลจีโนมของ Spirulina C1 จากนั้นทาํการตรวจสอบลาํดบัเบสบริเวณใกลเ้คียง
ของยนี 16S rRNA เพื่อคน้หาบริเวณท่ีคาดวา่น่าจะเป็น rRNA operon  ตลอดจนบริเวณ upstream และ 
downstream  เพื่อนาํมาใชใ้นการพฒันาเป็นยนีคดัเลือก  
 

4. การออกแบบ primer เพือ่ใช้ในการ mutate ยีน 16S rRNA ของ rRNA operon ของ Spirulina C1 
ทีต่ําแหน่ง C1130  
 ทาํการออกแบบ primer 4 คู่ (ตารางท่ี 1) เพื่อใชใ้นการ mutate ยนี 16S rRNA และเพื่อสร้าง 
cassette ท่ีมียนี GFP แทรกอยูร่ะหวา่งบริเวณ upstream และยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ดงัน้ี 
 primer คู่ท่ี1 ประกอบดว้ย sense primer  คือ N_upstream(F)_BamHI และ antisense primer คือ 
N_upstream(R)_SalI ท่ีออกแบบมาจากลาํดบัเบสในบริเวณ upstream ของยนี 16S rRNA โดยท่ีปลาย
ดา้น 5’ ของ sense primer และ antisense primer มีลาํดบัเบสท่ีจาํเพาะต่อการตดัของเอนไซม ์BamHI 
และ SalI ตามลาํดบั  
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 primer คู่ท่ี2 และคู่ท่ี3 เป็น primer ใชใ้นการ mutate ยนี 16S rRNA ของ Spirulina C1 โดยท่ี 
primer คู่ท่ี 2 ประกอบดว้ย sense primer คือ C_upstream(F)_SalI ท่ีออกแบบมาจากลาํดบัเบสใน
บริเวณ upstream ของยนี 16S rRNA โดยท่ีปลาย 5’ ของ sense primer มีลาํดบัเบสท่ีจาํเพาะต่อการตดั
ของเอนไซม ์SalI และ antisense primer คือ C1130Mu_16S(R) ท่ีออกแบบมาจากบริเวณของยนี 16S 
rRNA ท่ีตอ้งการ mutate โดยท่ี antisense primer น้ีไดมี้การเปล่ียนลาํดบัเบสเพ่ือใหย้นี 16S rRNA ถูก 
mutate ท่ีตาํแหน่ง C1130 ใหเ้ป็น G1130  
 primer คู่ท่ี3 ประกอบดว้ย sense primer คือ C1130Mu_16S(F) ท่ีออกแบบให้มีลาํดบัเบสท่ี 
complement กบั C1130Mu_16S(R) เพื่อประโยชน์ในการทาํ overlap extension PCR และ antisense 
primer คือ D_16S(R)_PstI ท่ีออกแบบมาจากบริเวณ downstream ของยนี 16S rRNA โดยท่ีปลาย 5’ 
ของ antisense primer มีลาํดบัเบสท่ีจาํเพาะต่อการตดัของเอนไซม ์PstI 
 primer คู่ท่ี4 ประกอบดว้ย sense primer คือ 430_PC promoter (F)_SalI  ท่ีออกแบบมาจาก
ลาํดบัเบสในบริเวณ phycocyanin promoter ของ Spirulina C1 ท่ีควบคุมการแสดงออกของยนี GFP
ในพลาสมิด pMG241 โดยท่ีปลาย 5’ ของ sense primer มีลาํดบัเบสท่ีจาํเพาะต่อการตดัดว้ยเอนไซม ์
SalI และ antisense primer คือ rrnBT1(R)_SalI ท่ีออกแบบมาจาลาํดบัเบสในบริเวณ rrnBT1 
terminator ท่ีอยู ่downstream ของยนี GFP ในพลาสมิด pMG241 โดยท่ีปลาย 5’ ของ sense primer มี
ลาํดบัเบสท่ีจาํเพาะต่อการตดัดว้ยเอนไซม ์SalI 
 
ตารางที ่ 1 primer ท่ีใชใ้นการสร้าง cassette ท่ีมียนี GFP แทรกอยูร่ะหวา่งบริเวณ upstream และยนี 
16S rRNA ของ Spirulina C1 ท่ีถูก mutate  
 
คู่ primer Primer ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(5’3’) ตาํแหน่งบนจีโนมของ  

S. platensis C1 ใน scaffold58 
1 N_upstream(F)_BamHI CGCggatccGCATTGGCTTTCAGTCACATCC 357-378 
 N_upstream(R)_SalI ACGCgtcgacGCCAACCATCCATGATTAGG 651-670 (c) 

2 C_upstream(F)_SalI ACGCgtcgacGGTTCTACTTCACGCCTTCC 692-771 
 C1130Mu_16S(R) CATGATGACTTGACCTCATCCCCACC 2729-2754 (c) 

3 C1130Mu_16S(F) GGTGGGGATGAGGTCAAGTCATCATG 2729-2754 

 D_16S(R)_PstI AAAActgcagTATCATCGCACGATGTCCTG 3109-3128 (c) 
4 430_PC promoter(F)_SalI ACGCgtcgacTACTTAGTAAATTTTGAAGAG - 
 rrnBT1(R)_SalI ACGCgtcgacCTGGCAGTTTATGGC - 

 
5. การทาํ mutation ของยนี 16S rRNA ทีต่ําแหน่ง C1130 
 ทาํการเพ่ิมช้ินดีเอน็ในบริเวณ upstream จนถึงบริเวณยีน 16S rRNA ท่ีถูก mutate ท่ีมีขนาด 
2062 คู่เบส และช้ินดีเอน็ในบริเวณยนี 16S ท่ีถูก mutate จนถึงบริเวณ downstream ของยนี 16S rRNA 
ท่ีมีขนาด 399 คู่เบส ดว้ย primer คู่ท่ี 2 และ 3 ตามลาํดบั โดยใช ้genomic DNA ของ Spirulina C1 เป็น 
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template และใหช่ื้อช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มไดว้่า “5’16S”  แ ละ “3’16S” จากนั้นทาํการเช่ือมต่อดีเอน็เอทั้ง
สองช้ินดว้ย เทคนิค overlap extension PCR โดยใชช้ิ้นดีเอน็เอ “5’16S”   และ“3’16S” อยา่งละ 1 l 
เป็น templateไดช้ิ้นดีเอน็เอท่ีมี บริเวณ upstream และ ยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ท่ีตาํแหน่ง C1130 ไป
เป็น G1130 ท่ีมีขนาด 2437 คู่เบส ใหช่ื้อ ช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มจาํนวนไดว้า่ “Mu16S” 
 ทาํการเพ่ิมช้ินดีเอน็ในบริเวณ upstream จนถึงบริเวณ downstream ยนี 16S rRNA เพื่อใชเ้ป็นดี
เอน็เอควบคุมท่ียนี 16S rRNA ไม่ไดถู้ก mutate ดว้ย sense primer C_upstream(F)_SalI และ antisense 
primer D_16S(R)_PstI โดยใช ้ดีเอน็เอจีโนมของ Spirulina C1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ ใหช่ื้อช้ินดีเอน็เอ
วา่ “wt16S” 
 ทาํการเพ่ิมจาํนวนช้ินดีเอน็เอในบริเวณ upstream ของยนี 16S rRNA ดว้ย primer คู่ท่ี1 โดยใช ้ดี
เอน็เอจีโนมของ Spirulina C1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ และใหช่ื้อดีเอน็ท่ีเพิ่มจาํนวนไดว้่า “Up1” ซ่ึงมี
ขนาด 314 คู่เบส 
 ทาํการเพ่ิมจาํนวนช้ิน ยนี GFP ท่ีอยูภ่ายใตก้ารควบคุมดว้ย phycocyanin promoter ดว้ย primer 
คู่ท่ี4 โดยใชพ้ลาสมิด pMG241 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
 ในการเพิ่มจาํนวนช้ินดีเอ็นเอแต่ละชนิดท่ี 50 l ประกอบดว้ย ดีออกซิไรโบนิวคลีโอด์ไตร
ฟอสเฟต (dNTPs) 10 mM พีซีอาร์บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1 เท่า (PCR buffer 1x) เอน็ไซมแ์ทค็ดีเอน็เอ
โพลีเมอเรส (KOD XtremeTM Hot Start DNA Polymerase; Merck) 1.0 ยนิูต ดีเอน็เอแม่แบบ 
(template) 100 ng และใช ้sense และ antisense primer อยา่งละ 20-40 pmol โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (PCR) ดงัน้ี  
 95oC 4 นาที       1 รอบ 
 95oC 30 วินาที, 52oC 40 วินาที, 68oC 1-3 นาที  35 รอบ 
 68oC 10 นาที       1 รอบ 
 
6. การสร้างพลาสมิดที่มี cassette ที่มียีน GFP แทรกอยู่ระหว่างบริเวณ upstream และ ยีน 16S 
rRNA ทีถู่ก mutate  
 ในเบ้ืองตน้ไดท้าํการสร้างพลาสมิดควบคุม ท่ีมียนี 16S rRNA ของ Spirulina C1 ท่ีไม่ไดถู้ก 
mutateโดยนาํช้ินดีเอน็เอท่ีมีบริเวณ 3’ upstream region และยนี 16S rRNA หรือช้ิน “wt16S” ท่ีเพิ่ม
จาํนวนไดใ้นขอ้ 5 มาเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pGEM4 ท่ีตาํแหน่ง SalI และ PstI ไดพ้ลาสมิด pAG 218 
จากนั้นนาํช้ินดีเอน็เอบริเวณ 5’ upstream ของยนี 16S rRNA หรือช้ินดีเอน็เอ Up1 ท่ีเพิ่มจาํนวนไดใ้น 
ขอ้5 มาแทรกลงในพลาสมิด pAG 218 ท่ีตาํแหน่ง BamHI และ SalI ไดพ้ลาสมิด pAG219 นาํช้ินดีเอน็
เอของ GFPcassette ท่ีเพิ่มจาํนวนไดใ้นขอ้ 5 มาแทรกลงในพลาสมิด  pAG 219 ท่ีตาํแหน่ง SalI ได ้
พลาสมิอ pAG 221 และ pAG222 ท่ีมียนี GFP แทรกอยูใ่นทิศทางเดียวกนัและตรงกนัขา้มกบัยนี 16S 
rRNA ตามลาํดบั 
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 ทาํการสร้างพลาสมิดท่ีมียนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate โดยการตดัช้ินดีเอน็เอ Mu16S ท่ีสร้างและ
เพิ่มจาํนวนไดใ้นขอ้ 5 ดว้ยเอนไซม ์ApaI และ NcoI จากนั้นนาํผลิตภณัฑข์นาด 374 คู่เบสซ่ึงเป็น
บริเวณท่ีมีเบสท่ีถูก mutate จาก C1130 ไปเป็น G1130 ไปแทนท่ีช้ินดีเอน็เอของ 16S rRNA ท่ีไม่ไดถู้ก 
mutate ของพลาสมิด pAG219 ไดพ้ลาสมิด pAG220 นาํช้ินดีเอน็เอของ GFP cassette ท่ีเพิ่มจาํนวนได้
ในขอ้ 5 มาแทรกลงในพลาสมิด  pAG220 ท่ีตาํแหน่ง SalI ไดพ้ลาสมิด pAG 223 และ pAG224 ท่ีมี
ยนี GFP แทรกอยูใ่นทิศทางเดียวกนัและตรงกนัขา้มกบัยนี 16S rRNA ตามลาํดบั 
 

7. การส่งถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ Spirulina ด้วยวธีิ electroporation 
 ทาํการเตรียม Spirulina  competent เพื่อใชใ้นการส่งถ่ายพลาสมิดโดยการนาํเซล Spirulina C1 
ท่ีเล้ียงไวจ้นกระทัง่ OD5600.4-0.5 มาป่ันแยกและลา้งเซลดว้ย 1 mM HEPES pH 7.2 นบัเซลดว้ย 
Haemacytometer และปรับเซลใหมี้ความเขม้ขน้เป็น 7 x 106 trichome/ml ดว้ย 1 mM HEPES pH 7.2 
จากนั้นทาํการส่งถ่ายพลาสมิดดีเอน็เอโดยการผสมเซล 40 l กบัพลาสมิด pAG221 pAG222 pAG223 
และ pAG224 ปริมาณ 10 g  ท่ีละลายอยูใ่นสารละลาย HEPES pH 7.2 100 l ใน cuvette (ความ
กวา้งระหว่าง electrode 2 mm) แช่ในนํ้ าแข็งประมาณ 10 นาที  นาํไปกระตุน้ดว้ยความแรง
สนามไฟฟ้า (field strength) 4 kV/cm ดว้ยเคร่ือง Gene pulser & Pulse controller (BioRad) โดยปรับ
ค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า (voltage) 0.8 kV ความตา้นทาน 200  ความจุไฟฟ้า (capacitance) 25 F 
กระตุน้แบบ single pulse เป็นเวลา 5 ms แลว้เติม Modified Zarrouk’s medium ท่ีมี NaHCO3 5 g/l  
จาํนวน 860 l ทนัที บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 oC โดยใหแ้สงท่ีความเขม้ 10 E m-2 s-1 เป็นเวลา 48 ชม. 
จากนั้นนาํเซล 100 l มา spread ลงบน Zarrouk’s agar medium (NaHCO3 16.8 g/l) ท่ีมียา 
spectinomycin ความเขม้ขน้ 0  และ 0.5 g/ml จากนั้นบ่มเซลท่ีอุณหภูมิ 30 oC ในท่ีมีความเขม้แสง 10 
E m-2 s-1 เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นทาํการเติมอาหารแขง็ท่ีมียา spectinomycin ความเขม้ขน้ 0  และ 0.5 
g/ml ลงบนเซลท่ีเล้ียงไว ้ทาํการคดัเลือก transformant ท่ีไดจ้ากการส่งถ่ายพลาสมิด pAG223 และ 
pAG224 ท่ีตา้นทานต่อยา spectinomycin โดยการตรวจสอบการเจริญเปรียบเทียบกบั control ซ่ึงเป็น
เซลท่ีไดรั้บพลาสมิดควบคุม pAG221 และ pAG222 และ control ซ่ึงเป็นเซลท่ีไม่ไดรั้บพลาสมิดทาํ 
electroporation และเซลท่ีไม่ไดรั้บพลาสมิดไม่ทาํ electroporation 
 
8. การตรวจสอบ transformant โดยเทคนิค colony PCR  
 ทาํการตรวจสอบวา่ transformat ท่ีไดส้ามารถทนไดบ้นอาหารท่ีมียา spectinomycin เกิดจาก
การแทรกเขา้ไปแทนท่ียนี 16S rRNA ในจีโนมของ transformant ดว้ยยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate โดย
อาศยัยนี GFP ท่ีออกแบบใหแ้ทรกอยูร่ะหวา่งบริเวณ upstream และ ยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate เป็น
ตวัติดตามดว้ยเทคนิค colony PCR โดยใช ้ sense primer คือ GFP_XbaI (F) (5’-GCTCTAGATTTAAG 

AAGGAGATATACATATGAGTAAAGG-3’) และ antisense primer คือ GFP_PstI (R) (5’-
AACTGCAGGTCTGGACATTTATTTGTATAGTTC-3’) ท่ีออกแบบมาจากลาํดบัเบสในบริเวณยนีท่ี
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ถอดรหสัเป็นโปรตีน GFP โดยท่ีลาํดบัเบสท่ีขีดเสน้ใตเ้ป็นลาํดบัเบสท่ีสามารถจดจาํไดโ้ดยเอนไซม ์
XbaI (TCTAGA) และ PstI (CTGCAG) ตามลาํดบั ในการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอแต่ละชนิดท่ี 25 l โดย
ใช ้ colony ของ transformant เป็นแหล่งของดีเอน็เอแม่แบบ ประกอบดว้ย ดีออกซิไรโบนิวคลีโอด์
ไตรฟอสเฟต (dNTPs) 5 mM พีซีอาร์บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1 เท่า (PCR buffer 1x) เอน็ไซมแ์ทค็ดีเอน็
เอโพลีเมอเรส (Taq polymerase; Invitrogen ) 0.5 ยนิูต แมก็นิเซียมคลอไรด ์ (MgCl4) 2 mM และใช ้
sense และ antisense primer อยา่งละ 20 pmol โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
(PCR) ดงัน้ี  
 95oC 4 นาที       1 รอบ 
 95oC 30 วินาที, 52oC 40 วินาที, 72oC 1 นาที  35 รอบ 
 72oC 10 นาที       1 รอบ 
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 จากการศึกษาขอ้มูลของยนีและการแสดงออกของยนี rRNA ของ E coliI พบวา่ ใน E. coli มี 
rRNA operon ทั้งหมด 7 ชุด ซ่ึงทุกชุดจะมี promoter ในการควบคุมการแสดงออก 2 promoter คือ P1 
และ P2 (Codon et al., 1995) ซ่ึง promoter ทั้ง 2 จะอยูห่่างกนัประมาณ 100 เบส และpromoter ทั้งสอง
น้ีจะอยูใ่นบริเวณ upstream ของยนี 16S rRNA ข้ึนไปไม่เกิน 400 เบส ดงันั้นในการศึกษาจึงได้
ออกแบบ cassette ท่ีมียนี GFP แทรกอยูร่ะหวา่งบริเวณ upstream ของยนี 16S rRNA  ข้ึนไป 919 เบส 
เพื่อใหไ้ม่มีผลกระทบต่อการแสดงออกของ rRNA operon ภายหลงัการแทนท่ีของบริเวณ upstream 
และยนี 16S rRNA ดว้ย cassette ดงักล่าว  
 

 
ตารางที ่2  การจดัเรียงตวัของยนี 16S rRNA บนจีโนมของ Spirulina  C1 
 

Scaffold Locus_Tag Product Size (bases) Position on scaffold 

Scaffold 08 SPLC1_S080810 Ribosomal protein S18 216 88605-88820 (c) 
 SPLC1_S080820 RDD domain containing protein 591 89126-89716 (c) 
 SPLC1_S080830 23S ribosomal RNA 2881 89803-92683 (c) 
 SPLC1_S080900 trRNA-Ala 73 92885-92957 (c) 
 SPLC1_S080910 trRNA-Ile 74 92973-93046 (c) 
 SPLC1_S080920 16S ribosomal RNA 1477 93166-94642 (c) 
 SPLC1_S080940 Hypothetical protein 114 94645-94758 
 SPLC1_S080950 Transposase IS605 357 95207-95563 (c) 
Scaffold 58 SPLC1_S580010 16S ribosomal RNA 1447 1611-3087 
 SPLC1_S580020 trRNA-Ile 74 3207-3280 
 SPLC1_S580030 trRNA-Ala 73 3296-3368 
 SPLC1_S580040 23S ribosomal RNA 2881 3570-6450 
 SPLC1_S580060 MscS Mechanosensitive ion channel 1125 6605-7729 (c) 
 SPLC1_S580070 Mechanosensitive ion channel 1104 7756-8859 (c) 
(c) หมายถึงดีเอน็เอสายคู่สม (complementary stand)  
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2. การสร้างพลาสมิดที่มี cassette ที่มียีน GFP แทรกอยู่ระหว่างบริเวณ upstream และ ยีน 16S 
rRNA ทีถู่ก mutate  
 เพื่อท่ีจะสร้างพลาสมิดท่ีมี cassette ท่ีมียนี GFP แทรกอยูร่ะหวา่งบริเวณ upstream และยนี 
16S rRNA ท่ีถูก mutate ของ Spirulina ในเบ้ืองตน้ไดท้าํการสร้างพลาสมิดควบคุมท่ีมียนี 16S rRNA 
ของ Spirulina ท่ีไม่ไดถู้ก mutate ก่อน โดยเร่ิมจากการเพิ่มช้ินดีเอน็เอท่ีมีบริเวณ3’ upstream และยนี 
16S rRNA หรือช้ิน “wt16S” โดยใชดี้เอน็เอจีโนม ของ Spirulina C1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบซ่ึงจะได้
ผลิตภณัฑดี์เอน็เอขนาด 2437 คู่เบส (ดูรายละเอียดไดใ้นวิธีการดาํเนินการวจิยั ขอ้ 5 และ 6) นาํ
ผลิตภณัฑดี์เอน็เอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบัพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM4 ท่ีตาํแหน่ง SalI และ PstI ไดพ้ลาสมิด 
pAG 218 ดงัแสดงในรูปท่ี 4  
 ทาํการเพ่ิมช้ินดีเอน็เอ 5’ upstream ของยนี 16S rRNA หรือช้ินดีเอน็เอ “Up1” โดยใชดี้เอน็เอ
จีโนม ของ Spirulina C1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบซ่ึงจะไดผ้ลิตภณัฑดี์เอน็เอท่ีตอ้งการขนาด 314 คู่เบส นาํ
ผลิตภณัฑข์นาด 314 คู่เบสมาตดัดว้ยเอนไซมแ์ละแทรกลงในพลาสมิด pAG218 ท่ีตาํแหน่ง BamHI 
และ SalI ไดพ้ลาสมิด pAG219 (รูปท่ี4) 
 ทาํการสร้างและเพ่ิมจาํนวนบริเวณ 3’ upstream และยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ในตาํแหน่ง 
C1130 ไปเป็น G1130 หรือช้ิน “Mu 16S” ดว้ย เทคนิค overlap extension PCR ซ่ึงเร่ิมจากการเพ่ิมช้ินดี
เอน็ในบริเวณ 3’ upstream จนถึงบริเวณยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate และช้ินดีเอน็ในบริเวณยนี 16S ท่ี
ถูก mutate จนถึงบริเวณ downstream ของยนี 16S rRNA โดยใชดี้เอน็เอจีโนม ของ Spirulina C1 เป็น
ดีเอน็เอแม่แบบ ไดผ้ลิตภณัฑดี์เอน็เอขนาด 2062 และ 399 คู่เบสตามลาํดบั รูปท่ี 5  และใหช่ื้อช้ินดีเอน็
เอท่ีเพิ่มไดว้่า “5’16S”  และ “3’16S” จากนั้นทาํการเช่ือมต่อดีเอน็เอทั้งสองช้ินดว้ย เทคนิค overlap 
extension PCR ไดช้ิ้นดีเอน็เอท่ีมี บริเวณ 3’ upstream และ ยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ท่ี ตาํแหน่ง 
C1130 ไปเป็น G1130 หรือช้ิน “ Mu16S”  ท่ีมีขนาด 2437 คู่เบส (รูปท่ี5) 
 ทาํการตดัช้ินดีเอน็เอ Mu16S ดว้ยเอนไซม ์ApaI และ NcoI และนาํช้ินผลิตภณัฑดี์เอน็เอขนาด 
374 คู่เบสซ่ึงเป็นบริเวณของยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ไปแทนท่ีช้ินดีเอน็เอของ 16S rRNA ท่ีไม่ได้
ถูก mutate ของ พลาสมิด pAG219 ไดพ้ลาสมิด pAG220 (รูปท่ี 4) 
 ทาํการเพ่ิมจาํนวนช้ินดีเอน็เอของ GFP cassette โดยใช ้พลาสมิด pMG241 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ
ซ่ึงจะไดผ้ลิตภณัฑดี์เอ็นเอขนาด 1502 คู่เบส นาํผลิตภณัฑดี์เอ็นเอท่ีไดม้าแทรกลงในพลาสมิด pAG 
219 ท่ีตาํแหน่ง SalI ไดพ้ลาสมิดควบคุม pAG221 และ pAG222 ท่ีมียนี GFP แทรกอยูใ่นทิศทาง
เดียวกนัและตรงกนัขา้มกบัยนี 16S rRNA ท่ีไม่ไดถู้ก mutate ตามลาํดบั และนาํผลิตภณัฑดี์เอน็เอท่ี
ไดม้าแทรกลงในพลาสมิด pAG 220 ท่ีตาํแหน่ง SalI ไดพ้ลาสมิด pAG223 และ pAG224 ท่ีมียนี GFP
แทรกอยูใ่นทิศทางเดียวกนัและตรงกนัขา้มกบัยนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate ตามลาํดบั 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
สรุป 
 ในการวิจยัไดท้าํการคน้หายนี 16S rRNA บนฐานขอ้มูลจีโนมของ Spirulina C1 พบวา่มียนี 
16S rRNA อยู ่2 ชุดบน scaffold08 และ scaffold58 ตามลาํดบั และพบวา่ ยนี16s rRNA น่าท่ีจะอยู ่ใน
ลกัษณะ operon ของ 16S rRNA-trRNA Ile-trRNA Ala-23S rRNA  ดงันั้นในการวจิยัจึงไดเ้ลือกลาํดบั
เบสของยนี 16S rRNA และบริเวณใกลเ้คียงของขอ้มูลจีโนมบน scaffold 58 มาใชใ้นการออกแบบ
เพื่อพฒันายนีคดัเลือกเพื่อใชใ้นการปรับปรุงระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอใน Spirulina ใหมี้การเสถียร 
โดยการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบสของยนี16S rRNA ท่ีตาํแหน่ง C1130 ใหเ้ป็น G1130 และนาํช้ินดีเอน็เอท่ีมี
ยนี 16S rRNA ท่ีถูกเปล่ียนแปลงลาํดบัเบส และดีเอน็เอบริเวณใกลเ้คียง มาพฒันาพลาสมิด pAG223 
และ pAG224 เพื่อใชใ้นการถ่งถ่ายเขา้สู่ Spirulina  โดยท่ีพลาสมิดทั้งสองจะมียนี GFP ภายใตก้าร
ควบคุมของ phycocyanin promoter ของ Spirulina C1 แทรกอยูใ่นบริเวณ upstream ในทิศทาง
เดียวกนัหรือตรงกนัขา้มกบัยนี 16S rRNA ท่ีถูกดดัแปลงตามลาํดบั พร้อมกนัน้ีไดท้าํการสร้าง 
พลาสมิดควบคุม pAG221 และ pAG222 ท่ีมียนี 16S rRNA ท่ีไม่ไดถู้กดดัแปลงในขณะท่ีคุณสมบติั
อ่ืนๆจะเหมือนกบัพลาสมิด pAG223 และ pAG224 ทุกประการ 
 ทาํการส่งถ่ายพลาสมิดแต่ละชนิดท่ีสร้างไดเ้ขา้สู่เซลล ์Spirulina C1 และติดตามการ
เจริญเติบโตของเซลล ์transformant ท่ีไดรั้บพลาสมิด pAG223 และ pAG 224 บนอาหารแขง็ท่ีมียา 
spectinomycin เทียบกบัเซลล ์transformant ท่ีไดรั้บพลาสมิดควบคุม pAG221 และ pAG222 ซ่ึงจาก
การติดตามไม่พบความแตกต่างในการเจริญเติบโตของ เซลล ์transformant ท่ีไดรั้บพลาสมิดทุกชนิด 
และไม่สามารถตรวจพบยีน GFP จากการสุ่มนาํเซลล ์transformant ท่ีไดรั้บการส่งถ่ายพลาสมิด 
pAG224 มาทดสอบโดยเทคนิค colony PCR 
 
ข้อเสนอแนะ 
 จากการวิจยัพบวา่เซลลค์วบคุมซ่ึงไม่ไดรั้บพลาสมิดกส็ามารถเจริญบนอาหารคดัเลือกแขง็ท่ีมี
ยา spectinomycin ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 g/ml ได ้ ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวไดมี้การทดสอบไวแ้ลว้วา่
เซลล ์Spirulina C1 ไม่สามารถเจริญเติบโตได ้จึงสนันิฐานไดว้า่ในขณะท่ีทาํการทดลองยาท่ีใชใ้นการ
ทดลองอาจมีประสิทธิภาพไม่ดี จึงเป็นเหตุใหไ้ม่สามารถคดัเลือกเซลล ์ transformant ท่ีไดรั้บ 
พลาสมิดท่ีมียนี 16S rRNA ท่ีถูก mutate จากเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บพลาสมิดได ้ดงันั้นจึงยงัไม่สามารถสรุป
ไดช้ดัเจนวา่ยนีคดัเลือกท่ีพฒันาข้ึนสามารถใชใ้นการปรับปรุงระบบการส่งถ่ายดีเอน็เอไดห้รือไม่ ควร
ท่ีจะมีการทาํการทดลองซํ้าและควรท่ีจะตรวจสอบประสิทธิภาพของยาท่ีใชก่้อนทาํการทดลองทุกคร้ัง 
 นอกจากน้ีเทคนิค colony PCR อาจไม่เหมาะสมในการนาํมาตรวจสอบ การแทรกเขา้ไปของ
ดีเอน็เอหรือยนีในจีโนมของ Spirulina ควรท่ีจะเล้ียงเซลล ์ transformant ไประยะเวลาหน่ึงใหย้นีท่ีส่ง
ถ่ายเขา้ไปนั้นสามารถท่ีจะแทรกเขา้ไปในทุกๆจีโนม และสกดัดีเอน็เอจีโนมมาตรวจสอบโดยเทคนิค 
PCR หรือ southern blot analysis ซ่ึงจะใหผ้ลท่ีแม่นยาํกวา่ 
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