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บทคัดย่อ 
  

งานวิจยัน้ีมีเป้าหมายท่ีจะรวบรวมยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างสาร 2-Acetyl-1-Pyrroline 
(2-AP) จากรา Aspergillus terreus ซ่ึงเป็นราเอ็นโดไฟตข์องขา้ว และรา Acremonium nigricans ท่ีมี
ความสามารถในการสร้างสาร 2-AP ในอาหารสังเคราะห์ได ้โดยยีนเป้าหมายหลกัท่ีจะศึกษาคือยีนท่ี
ควบคุมการสร้างสารหอม 2-AP คือยีน Betaine aldehyde dehydrogenase (badh) ผลการวิจยัสามารถ
คน้พบยีนท่ีคาดวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งกบั pathway การสร้างสารหอม 2-AP จ านวนทั้งหมด 2 ช้ินเป็นช้ินยีน 
ขนาด 4,673 เบสและขนาด 1,376 เบส เม่ือท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ (BlastN) และล าดบัของ
กรดอะมิโนพบว่าช้ินยีนทั้งสองช้ินมีความคลา้ยคลึงกบับางส่วนของ complete genome (contig) และ 
hypothetical protein ของรา Aspergillus niger มากกวา่ 90% ซ่ึงในงานวิจยัน้ียงัไม่สามารถยืนยนัไดว้่า
ส่วนของยนีทั้งสองช้ินน้ีเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสาร 2-AP       
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Abstract 
 

The objective of this research was to construct partial genomic DNA libraries of the endophytic 
fungus of rice, Aspergillus terreus and a soil fungus, Acremonium nigricans, which are capable to 
produce 2-Acetyl-1-Pyrroline (2-AP) in the synthetic medium. Betaine aldehyde dehydrogenase (badh) 
was the target gene of this study. This gene has been proved to be a regulatory gene for the biosynthesis 
of 2-AP in plants and other microbes. Two positive clones with high homology to badh were identified 
in which each clone contained a fragment of 4,673 and 1,376 bp respectively. In-depth analysis of the 
sequences by BlastN and BlastX showed high similarity and identity (>90%) between these 2 fragments 
and unidentified contig and a hypothetical protein of Aspergillus niger. However, it can not be 
confirmed at this point whether these genes involve in the biosynthesis of 2-AP or not. 
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บทที ่1 
 

ทีม่าและความส าคญัของงานวจิัย 
 

สารหอม 2-acetyl-1-pyrroline (2-AP) เป็นสารเคมีหลกัท่ีท าให้เกิดกล่ินหอมของขา้วหอมสาย
พนัธ์ุต่างๆ กล่ินหอมของใบเตย กล่ินหอมของขา้วโพดคัว่และงาคัว่ เป็นตน้ (Buttery และคณะ 1983; 
Buttery และคณะ 1994 และ Schieberle 1996) คุณลกัษณะดงักล่าวน้ีท าให้ขา้วหอมเป็นท่ีนิยมส าหรับการ
บริโภค โดยเฉพาะขา้วหอมมะลิของประเทศไทย ซ่ึงท ารายไดเ้ป็นอนัดบัหน่ึงของสินคา้เกษตรส่งออก
ของประเทศ  แหล่งของสาร 2-AP พบไดท้ั้งในพืช เช่น ขา้ว แบคทีเรีย และรา โดยในขา้วพบว่าปริมาณ
ของสาร 2-AP ต่อน ้ าหนักแห้งมีปริมาณน้อยเม่ือเทียบกับท่ีพบในจุลินทรีย์ นอกจากน้ียงัพบว่าสาร
ดงักล่าวท่ีไดจ้ากขา้วมีความเสถียรต ่า ไม่เหมาะท่ีจะน ามาใชเ้พื่อการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม ดงันั้นการ
ใชจุ้ลินทรียเ์ป็นแหล่งในการผลิตสาร 2-AP จึงเป็นอีกทางเลือกท่ีน่าสนใจในการน าไปใชผ้ลิตเชิงพาณิชย ์ 
จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่รา Acremonium nigricans สามารถสร้างสาร 2-AP ไดถึ้ง 3.45 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เม่ือเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ SYN18 ท่ีประกอบดว้ยกลูโคส 15 กรัมต่อลิตร และ putrescine 2 กรัม
ต่อลิตร (Apintanapong, 1998) ในขณะท่ี Bacillus cereus ATCC 27522 สามารถผลิตสารประกอบ
ดงักล่าวไดถึ้ง 26.2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม PCA เม่ือใช้เวลาเล้ียงเพียง 3 วนับนอาหารเล้ียงเช้ือ plate 
count agar (PCA) (Adams A. and Kimpe N. D., 2006) อยา่งไรก็ดีปริมาณสาร 2-AP ท่ีผลิตไดจ้าก
จุลินทรียส์ายพนัธ์ุ wild type ยงัน้อย ไม่เพียงพอต่อการใช้ประโยชน์เชิงอุตสาหกรรม การประยุกต์ใช้
ความรู้ทางชีววิทยาโมเลกุลเพื่อศึกษาและเขา้ใจถึงกระบวนการสร้าง 2-AP จุลินทรียห์รือพืชจึงเป็น
แนวทางท่ีน่าสนใจแนวทางหน่ึงท่ีจะน าไปสู่การปรับปรุงสายพนัธ์ุจุลินทรียเ์พื่อเพิ่มประสิทธิภาพการ
สร้างสาร 2-AP ในระดบัโมเลกุล ถึงแมว้า่ในปัจจุบนัจะมีการท า whole genome sequence ของจุลินทรีย์
กนัมากข้ึน แต่วิธีดงักล่าวมีขอ้จ ากดัคือมีค่าใช้จ่ายสูง และตอ้งมีผูเ้ช่ียวชาญดา้น Bioinformatics ส าหรับ
จดัเรียงและ identify sequence ให้ถูกตอ้ง ซ่ึงเป็นขอ้จ ากดัหลกัของคณะผูว้ิจยั อย่างไรก็ดีวิธีการท า 
genomic library เป็นอีกวธีิหน่ึงท่ีจะน าไปสู่การคน้หายีนท่ีมีบทบาทส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสาร 2-
AP ได ้จากการท่ีไดมี้รายงานว่าวิถีการสร้างสาร 2-AP ในส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะขา้วนั้น มียีนหลายยีนท่ีมี
บทบาทส าคญัต่อวิถีการสร้างสารน้ี ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่สามารถโคลนยีนท่ีเก่ียวขอ้งทั้งหมดได ้เน่ืองจาก
งานวิจยัท่ีผา่นมาเป็นงานวิจยัในพืช ซ่ึงมีจีโนมท่ีใหญ่กว่าแบคทีเรียและรา และมีความซบัซ้อนในระดบั
พนัธุกรรมมาก ท าให้การศึกษาเป็นไปไดอ้ยา่งชา้ๆ ในงานวิจยัน้ีจึงจะใชร้า Acremonium nigricans เป็น
โมเดลในการคน้หายีนต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสาร 2-AP โดยในล าดบัแรกจ าท าการสร้าง partial 
genomic DNA library ของราชนิดน้ีข้ึนมาก่อนเพื่อใช้เป็นแหล่งท่ีจะคน้หายีนต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างสาร 2-AP ต่อไป 
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

เพื่อสร้าง libraries ของช้ินยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอมของรา Acremonium nigricans 
และ Aspergillus terreus ส าหรับคน้หายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ได ้collections ของช้ินส่วนของยนีต่างๆ จาก genome ของรา ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-
AP 
 
ขอบเขตของโครงการวจัิย 

สร้าง genomic DNA library จากราเอนโดไฟต ์Acremonium nigricans และ Aspergillus terreus  โดย
การสกดั genomic DNA จากเซลล ์ เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ฝาจแลมบด์า และน าเวคเตอร์ลูกผสมเขา้สู่เซลล์
แบคทีเรีย  เพื่อใหไ้ด ้genomic library ส าหรับการตรวจหายนี 
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บทที ่2 

 
การทบทวนวรรณกรรม/สารนิเทศทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 การสร้าง DNA library 

DNA library หมายถึง กลุ่มของ DNA ท่ีรวบรวมมาจากส่ิงมีชีวิต เซลล์ หรือสภาวะใดสภาวะ
หน่ึงของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ อยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรียหรือเวคเตอร์ชนิดต่างๆ ในการน าเขา้สู่เซลล์ใน
สภาวะใด สภาวะหน่ึงของเซลล์ 

DNA library                       cDNA library  ละ genomic library 
cDNA library คือประชากรของแบคทีเรียหรือประชากรของเฝจท่ีมีช้ิน DNA ซ่ึงเป็นตวัแทนของ

ยนีท่ีมีการแสดงออกในอวยัวะใดอวยัวะหน่ึงหรือช่วงเวลาหน่ึงขณะท่ีน ามาสกดัแยก RNA ดงันั้น cDNA 
library จะไม่คลอบคลุมช้ิน DNA ของยีนทั้งหมดในจีโนม เป็นเพียงตวัแทนของยีนบางยีนท่ีมีการ
แสดงออกเท่านั้น ท าใหข้นาดของ cDNA library มีขนาดเล็กกวา่ genomic DNA library นอกจากน้ียีนบาง
ยีนมีการควบคุมการแสดงออกโดยข้ึนอยู่กบัระยะเวลาของการเจริญเติบโตและมีการแสดงออกจ ากดั
เฉพาะในเน้ือเยือ่หรือสภาวะหน่ึง ดงันั้นถา้ตอ้งการโคลนยนีท่ีมีคุณสมบติัแบบจ าเพาะ จ าเป็นตอ้งมีขอ้มูล
ของยนีท่ีสนใจเพื่อจะแยก RNA จากระยะการเจริญเติบโตและเน้ือเยือ่ท่ีถูกตอ้ง 

Gemonic library คือ ประชากรของแบคทีเรียหรือเฝจท่ีมีช้ิน DNA ต่างๆ ท่ีไดจ้ากเซลล์ทั้งหมด
ของจีโนมไม่ว่าจะเป็นส่วนของยีนหรือไม่ และเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกหรือไม่ก็ตาม เกิดจากการน า 
DNA ท่ีแยกได้จากเซลล์ทั้งหมดและมีขนาดใหญ่ เม่ือจะน ามาต่อเขา้กบัเวคเตอร์จึงตอ้งน ามาตดัให้มี
ขนาดเล็กลงก่อนเพื่อใหมี้ขนาดเหมาะสมส าหรับการโคลน (สุรินทร์, 2543) 

การสร้าง genomic DNA library มีความส าคญัต่องานทางดา้นเทคโนโลยีชีวภาพมากข้ึนในการ
คดัแยกและคดัเลือกยีนท่ีเราสนใจเพื่อมาศึกษา การท า gene mapping และ sequencing ก็จะท าให้เรามี
ขอ้มูลพื้นฐานท่ีจะศึกษาในเชิงลึกและท าความเขา้ใจกระบวนการของยีนเหล่านั้นมากยิ่งข้ึน ดงันั้นในการ
สร้าง genomic DNA library จึงจ าเป็นตอ้งมีความรู้ความเขา้ใจรวมถึงเทคนิคเฉพาะในการสร้างเพื่อท่ีจะ
ได ้library ท่ีมีคุณภาพดี มียีนท่ีเราตอ้งการครบถว้นสมบูรณ์ โดยขั้นตอนการสร้าง genomic DNA มี
ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

2.1.1 การสกดั DNA และการท าให้บริสุทธ์ิ 
Genomic DNA จะถูกแยกออกจากโปรตีนและเซลล์ดว้ยกระบวนการของเอนไซมห์รือโดยการ

ใชแ้รงกลต่างๆ เช่น การบด การเขยา่อยา่งรุนแรง หรือใชส้ารเคมีท่ีท าให้เซลล์แตก เช่น sodium dodecyl 
sulfate tween-20 หรือใชเ้อนไซมซ่ึ์งช่วยยอ่ยองคป์ระกอบ polysaccharide บริเวณผนงัเซลล์ภายนอก เช่น 
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lysozyme นอกจากน้ียงัมีการใช ้proteinase K เพื่อยอ่ยสลายโปรตีนท่ีมีอยู ่และใช ้Dnase-free Rnase เพื่อ
ช่วยลดการปนเป้ือนของ RNA ท่ีเราไม่ตอ้งการ จากนั้นท า DNA ท่ีไดใ้ห้มีความบริสุทธ์ิดว้ยการสกดัดว้ย 
phenol-chloroform ตามดว้ยการตกตะกอน DNA ดว้ย ethanol ส่วน genomic DNA ท่ีสกดัไดแ้ละถูกท า
ให้บริสุทธ์ิแลว้ควรเก็บไวใ้นสารละลาย Tris buffer ท่ีปราศจาก nuclease หรือในน ้ าสะอาดท่ีปราศจาก 
nuclease เน่ืองจากการปนเป้ือน nuclease เป็นปัญหาท่ีพบบ่อยในการสกดั DNA โดย nuclease จะไปยอ่ย
สลาย DNA วิธีการตรวจสอบการปนเป้ือนของ nuclease ท าไดโ้ดยแบ่ง DNA ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 18 ชัว่โมง และตรวจสอบดว้ย Agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกบั 
DNA ท่ีสกดัมาได ้หากพบการปนเป้ือนจะเห็นไดว้า่ DNA ท่ีผา่นการบ่มจะมีการยอ่ยสลายไป ตอ้งกลบั
ไปสู่กระบวนการก าจดัโปรตีนออกอีกคร้ังหน่ึง  
 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA มีความส าคญัและจ าเป็นมากในการท า genomic 
library ซ่ึงควรท าการตรวจสอบภายหลงัขั้นตอนการท า DNA ให้บริสุทธ์ิเพื่อให้มัน่ใจวา่ปราศจากการ
ปนเป้ือนซ่ึงจะส่งผลยบัย ั้งประสิทธิภาพการน าไปใช้ในการโคลนนิงต่อไป ความบริสุทธ์ิของ DNA 
สามารถค านวณไดจ้ากสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 260 ต่อ 280 นาโน
เมตร ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer โดยทัว่ไปกรดนิวคลิอิกจะมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 
นาโนเมตรท่ีสูง และโปรตีนจะมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรท่ีสูง ดงันั้นสัดส่วน
ของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260/280 นาโนเมตรของ DNA ตอ้งมีค่าสูง นัน่คือ DNA ท่ีมีค่าความบริสุทธ์ิมาก
จะมีค่าเขา้ใกล ้2.0 ส่วนท่ียอมรับไดใ้นการน าไปใชใ้นการโคลนนิงต่อไดต้อ้งมีค่ามากกว่า 1.7 ปริมาณ
ของ DNA สามารถวดัไดจ้ากเคร่ือง UV Spectroscopy, Fluorometry หรือโดยการเทียบกบั standard 
ladder บน agarose gel electrophoresis (Struble และคณะ, 2009)  

มีรายงานการศึกษาการสกดั genomic DNA จากรา Cunninghamella elegans Phanerochaete 
chrysosporium Fusarium oxysporum และ Trichosporon cutaneum โดยท าการบดตวัอยา่งกบัน ้ าแข็งแห้ง
และใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีใชย้อ่ยสลายเซลล์ท่ีมีองคป์ระกอบของ 100 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 2% SDS, 
1% 2-mercaptoethanol, 3 ml ของ 5M NaCl2  และ 2 ml ของสารละลาย 10% cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) ใน 0.7M NaCl บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 45 นาที พร้อมเขยา่เป็นระยะๆ สกดัเอา
โปรตีนออกด้วย chloroform : isoamylalcohol (24 : 1 v/v) แลว้ตกตะกอน genomic DNA ดว้ย 
isopropanol หลงัจากนั้นลา้งเกลือท่ีปนเป้ือนอยูอ่อกดว้ย 70% ethanol เม่ือดูความบริสุทธ์ิของ DNA ท่ีได ้
พบวา่อยูใ่นเกณฑดี์ ใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 260/280 นาโนเมตรอยูใ่นช่วง 1.8 – 1.9 มีความเหมาะสมท่ีจะ
น าไปใชใ้นการโคลนนิงต่อได ้(Zhang และคณะ, 1996)  

แต่โดยทัว่ไปในปัจจุบนัน้ีมีการพฒันาชุด kit ในการสกดั DNA ให้เลือกมากมายตามความ
เหมาะสมท่ีจะน าไปใชง้าน ซ่ึงชุด kit น้ีจะพยายามหลีกเล่ียงการใช ้phenol-chloroform ในการท า DNA 
ให้บริสุทธ์ิ เน่ืองจากมีการศึกษามาแลว้ว่า phenol-chloroform มีความเป็นพิษและสามารถไปรบกวน
ปฏิกริยาการท างานของเอนไซม์ในขั้นตอนต่อๆ ไปได ้โดยจะใช้สาร chaotropic agent เช่น guanidine 
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hydrochloride เป็นตวัช่วยท าให้ยอ่ยเซลล์และตกตะกอนโปรตีนดว้ยแลว้จึงน าไปผา่นตวั silica column 
เพื่อท าให้ DNA บริสุทธ์ิ การใชส้ารดงักล่าวมีการอา้งอิงในรายงานของ Jian-Rong Guo และคณะในปี 
2005 ซ่ึงใช้ชุดสกดั genomic DNA ท่ีมี DNAzol reagent ซ่ึงมีส่วนประกอบของสาร guanidine 
hydrochloride ในการสกดั DNA ของกลุ่ม phytopathogenic fungi 25 ชนิดไดใ้นขั้นตอนเดียว ท าให้
ประหยดัเวลาไดเ้ป็นอยา่งมาก แต่เม่ือวดัความบริสุทธ์ิของ DNA จากค่าการดูดกลืนแสง 260/280 นาโน
เมตร กลบัพบวา่มีค่าอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 1.5 – 1.9 ซ่ึงค่า ratio ท่ีนอ้ยกวา่ 1.7 มีความบริสุทธ์ิไม่เพียงพอต่อ
การน าไปท า genomic library แต่วธีิน้ีก็เป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีสะดวกและรวดเร็ว มีขั้นตอนการสกดันอ้ย
จึงท าให้ได ้DNA yield ค่อนขา้งสูง โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 306 – 1,927 ไมโครกรัมต่อกรัมของน ้ าหนกัแห้ง
ของไมซีเลียม ดงันั้นจึงมีความเหมาะสมในการเตรียม DNA เพื่อใชใ้นงานดา้น PCR ต่อได ้ 

 
2.1.2 การเลอืกและการเตรียมเวคเตอร์ในการสร้าง genomic DNA library 
การเลือกเวคเตอร์ให้เหมาะสมกบัการใช้งานจ าเป็นตอ้งค านึงถึงปัจจยัหลายๆ อย่าง เช่น ขนาด

ของช้ิน insert DNA, ปริมาณ copy number ท่ีตอ้งการ, selective marker และเซลล์เจา้บา้นท่ีจะใชถ่้ายฝาก 
recombinant DNA อยา่งไรก็ตามเวคเตอร์ท่ีเลือกมาใชท้  า library ควรมีความคงตวั (stable) สูงภายหลงั
จากท่ีถ่ายฝาก recombinant DNA เขา้ไปแลว้ และตอ้งมีความสามารถในการเพิ่มปริมาณหรือจ าลองตวัเอง
ในเซลล์เจา้บา้นไดดี้ เวคเตอร์ท่ีนิยมในการน ามาใช้ท า library ไดแ้ก่ พลาสมิด เน่ืองจากมีวิธีการเตรียม
และใชง้านท่ีไม่ยุง่ยากซบัซอ้นเท่าการใชเ้วคเตอร์ชนิดอ่ืน และในปัจจุบนัมีการดดัแปลง พลาสมิดเพื่อให้
เหมาะสมกบังานท่ีใช ้

2.1.2.1 พลาสมิด  
พลาสมิด     DNA                                  ล                             

  ล                 ล         ล     supercoiled                1                       200,000        
      ะ    0.2-4%                                  พลาสมิด      ลล                ลล  
             พลาสมิด      ะ             ะ          ล          conjugation         พลาสมิด
                           ลล                ลล                        conjugative      self 
transmissible plasmid             ล    ด                             ล    ด                 tra 
(transfer)      พลาสมิด                tra                                         พลาสมิด 
     ลล            ลล                 non conjugative plasmid                         self 
transmissible พลาสมิด ล    ล      ะ                 ลล                                        
พลาสมิด             ลล           ล                   ลล                 ลล                ล     
  ล          ลล  (competent cell)  ละ             DNA                        ะ        
transformation  
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พลาสมิด             ล                      ล    ละ                     (maker gene) 
         ล    ะ                    ละ                                       ะ              ง
      1          (unique site)               ล      พลาสมิด        ล      ะพลาสมิด          ล  จะ
              ะ                  และเม่ือน าไปเช่ือมต่อกบัช้ิน DNA ท่ีตอ้งการโคลนแลว้ ขนาด
ตอ้งไม่ใหญ่มากนกั ถา้ขนาดใหญ่มากเม่ือน าไปถ่ายลงในเซลล์เจา้บา้นโดยวิธี transformation จะเกิดได้
ยาก                    DNA (DNA insert)          ล         ะ                             
             พลาสมิด                  DNA ล                     ล      ะ                    
  ลล          พลาสมิดล          ลล          พลาสมิด                     insertional inactivation 
    ะ              ล     ลล          พลาสมิด (transformant)                      ล  
                     ล                                                  ปัจจุบนัการใชพ้ลาสมิด
เป็นเวคเตอร์ท่ีสามารถรับเอาช้ิน DNA เขา้ไปมีให้เลือกใชห้ลายชนิดตามผูผ้ลิตแต่ละบริษทัจะดดัแปลง 
ออกมาวางจ าหน่าย เน่ืองจากการท า genomic DNA library ตอ้งมีการโคลนดว้ยช้ิน insert DNA ท่ีโดย
ส่วนมากค่อนขา้งมีขนาดใหญ่ ดงันั้นการเลือกพลาสมิดเวคเตอร์ให้รองรับช้ิน insert DNA ได้อย่าง
เหมาะสมจึงเป็นส่ิงท่ีควรค านึงถึงเป็นอนัดบัแรก พลาสมิด pZErOTM-2 (Invitrogen, U.S.A.) เป็นพลาสมิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.1  แผนท่ีของพลาสมิด pZErOTM-2 เวคเตอร์ 
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(เขา้ถึงไดจ้าก: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pzero2.pdf วนัท่ีคน้ขอ้มูล: 16 มีนาคม 
2554) 

เวคเตอร์แบบ supercoiled ขนาด 3.3 กิโลเบส (รูปท่ี 2.1) ท่ีออกแบบมาส าหรับโคลนช้ิน DNA ชนิด blunt 
end และช่วยลด background ของ non-recombinant ไดด้ว้ย และยงัเป็นพลาสมิดท่ีสามารถรับขนาดของ
ช้ิน DNA ไดป้ระมาณ 5 กิโลเบส ซ่ึง พลาสมิด pZErOTM-2 จะมียีน ccdB เช่ือมต่อกบัส่วน C-terminus 
ของ LacZ ดงันั้นการสอดใส่ช้ิน DNA เขา้ไปจะไปยบัย ั้งการแสดงออกของยีน LacZ- ccdB ท าให้มี
เพียง positive recombinant เท่านั้นท่ีเจริญเติบโตได ้ส่วนเซลล์ท่ีมี non-recombinant เวคเตอร์ก็จะไม่
สามารถเจริญเติบโตได้ พลาสมิดเวคเตอร์ดงักล่าวมี kanamycin resistance gene ส าหรับการคดัเลือกใน
เซลล์แบคทีเรีย E. coli และเป็นเวคเตอร์แบบ multiple cloning site (17 unique sites) มี Sp6 และ T7 เป็น
ส่วน promoter/priming sites ส าหรับกระบวนการ in vitro transcription และ sequencing (สุรินทร์ 2543) 

2.1.2.2 เฝจ        (lambda phage) 
เฝจ ล                 DNA   ล            ะ    48,500                                

เฝจ DNA  ะ              ล   5’                  12                         ล        
                  ลล     E. coli  ล   ล                      ะ   ล                  ะ         
         DNA            ละ ะ     ล           RNA หรื    ล                 เฝจ ล    
                     2         (1) lytic pathway     DNA                      ลล  ะ       
            ล  ล                     ละ  ล          ล             ล ล               
                      ล     ล  ล                          theta  ล         ล            
rolling circle     DNA                                       1                         
                       catenated DNA      ะ    ะ               ล                        (head 
protein)    เฝจ  ละ       ะ                                                          
        plaque (2) lysogenic pathway                                        ะ     ะ    
                                     ะ (att)  ล          ล   ล            DNA (recombination) 
              เ ฝ จ                                         (integration) 
                                     เฝจ (prophage)                ล     ล  ล             
 ละ               ลล         เฝจ    ะ   ล     ล  ล ละ                ลล ล                      
   เฝจ                  lysogen            เฝจ                                         ล        
(excision)  ละ  ล     ล                    lytic         ลล     ละ ล                            
DNA    เฝจ ล      wild type  ะ                                     ะ       ะ          เฝจ
                                 mutant                                                
                            insertional vector         เฝจ                                          ะ 2 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pzero2.pdf
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                                                             ละ                          ล           
replacement vector 

เฝจ ล       ะ                                         เฝจ    ะ                         
DNA ล                                         ะ    5%           ละ       DNA                
     ล        เฝจ       ะ                    plaque            DNA                ล        
      เฝจ ล                                          ลล  ละ           plaque            (infective 
phage)          ะ      78-105%           DNA                           เฝจ                   
DNA                     เฝจ                  ล       ะ                                 infective 
        ล                                       replacement        DNA           เฝจ      
         ล                                 infective phage                DNA        ล        
                DNA             ล         DNA    เฝจ           (in vitro packaging)  ล         
         เฝจ            ลล         transduction                    ะ                    transformation 
  ะ    100               DNA ล                   เฝจ                         DNA             
cos site                       ละ                    prehead         ละ                   (สุรินทร์ 
2543) 

2.1.2.3        (cosmid) 
                DNA                            ล                                  

           ล     ลล                       ละ   cos site    เฝจ ล                             DNA 
ล                   เฝจ ล                       DNA              ล                          
cos site              ะ    37-51    ล                   ล                   เฝจ ล              
คอสมิด pJB8        5.4    ล                     DNA              32-46    ล                     
DNA                  คอสมิด ล          ล                   เฝจ   ล ด  ล            
              เฝจ ล              ล        คอสมิดล                       เฝจ      ล     ลล     
     transduction       DNA    คอสมิด         ลล  ล   ะ                    เฝจ        ะ   ล   
   ล  ล    DNA  ละ    ล                                   พลาสมิด        คอสมิด pJB8 
    ะ    ล      ล                        ะ       ล   

จากเวคเตอร์ชนิดต่างๆ ท่ีไดก้ล่าวมาจะเห็นไดว้่า พลาสมิด เป็นเวคเตอร์ท่ีมีความนิยมใชใ้นการ
ท าโคลนนิงมากท่ีสุด เน่ืองจากถ่ายเขา้สู่เซลล์เจา้บา้นไดง่้ายท่ีสุด ต าแหน่งท่ีตดัเอนไซม์ไม่ซ ้ าซ้อนมาก 
(unique sites for restriction enzyme) รวมถึงการเพิ่มจ านวนก็ท าไดร้วดเร็ว ส่วนเฝจแลมบด์าและคอสมิด
นั้น มีการใชง้านท่ียุง่ยากซับซ้อนมากกว่าแมจ้ะสามารถบรรจุ DNA ท่ีตอ้งการไดย้าวกวา่ก็ตามเม่ือเลือก
เวคเตอร์ท่ีเหมาะสมในการท าโคลนนิงแล้ว ตอ้งมีการเตรียมพลาสมิดเวคเตอร์ให้มีความบริสุทธ์ิก่อน
น ามาท าการโคลน เน่ืองจากเวคเตอร์ท่ีมีการปนเป้ือนของ endonuclease หรือสารเคมีกลุ่ม phenol หรือ 
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EDTA จะรบกวนการท างานของเอนไซมใ์นขั้นตอนถดัไป การเตรียมพลาสมิดเวคเตอร์ให้บริสุทธ์ิมีทั้งท่ี
เป็น standard protocol และ commercial kit ซ่ึงกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิน้ีจะเหมาะสมกบัพลาสมิด
เวคเตอร์ท่ีมีขนาดเล็กมากกวา่ท่ีมีขนาดใหญ่ เพราะพลาสมิดเวคเตอร์ขนาดใหญ่ (มากกวา่ 15 กิโลเบส) จะ
เปราะบาง ตอ้งใชว้ิธีท่ีมีความระมดัระวงัมากกว่าพลาสมิดขนาดเล็ก นอกจากน้ีขั้นตอนในการท าพลาส 
มิดเวคเตอร์ให้บริสุทธ์ิยงัช่วยก าจัดโปรตีนหรือองค์ประกอบต่างๆ ท่ีจะไปลดประสิทธิภาพของ
กระบวนการ ligation ได ้
 หลงัจากท าพลาสมิดเวคเตอร์ให้มีความบริสุทธ์ิแล้วตอ้งท าให้เป็นเส้นตรง (linear) ก่อนท่ีจะ
น าไป ligate โดยการสังเกตส่วน cloning site บน vector map หลงัจากท าการตดัดว้ย restriction enzyme 
อาจไดป้ลายของเวคเตอร์เป็นแบบ sticky end หรือแบบ blunt end ซ่ึงการตดัดว้ย restriction enzyme น้ี
ควรค านึงถึงส่วนปลายของเวคเตอร์น้ีกบัส่วนปลายของช้ิน insert DNA ดว้ย โดยส่วนปลายท่ีตดัเป็นแบบ 
sticky end สามารถใชเ้อนไซม ์T4 DNA polymerase หรือ Klenow เปล่ียนให้เป็น blunt end ได ้เอนไซม์
ดงักล่าวจะดึงปลาย 3’ ออก และเติม dNTP เขา้ไปท่ีบริเวณปลาย 5’ วิธีการลด self-ligation หรือลด
จ านวนโคลนท่ีไม่มี insert DNA จ าเป็นตอ้งท า Dephosphorylation โดยดึงส่วนปลาย 5’-phosphate จาก 
linear vector ดว้ยเอนไซม์ alkaline phosphatase ซ่ึงมีดว้ยกนัหลายชนิด ท่ีนิยมใชส่้วนมากในงานดา้น 
molecular biology ไดแ้ก่ shrimp alkaline phosphatase จาก Arctic shrimp (Pandalus borealis) และ Calf 
intestinal alkaline phosphatase (CIAP) ซ่ึงเอนไซม์น้ีจะจบักบั DNA อยา่งแน่นหนา จากนั้นท าให้เสีย
สภาพโดยใชเ้อนไซม ์protinase K จะไปยอ่ย phosphatase ท าให้สามารถแยก DNA ออกมาได ้หลงัจาก
นั้นท าให้บริสุทธ์ิโดยการสกดัดว้ย phenol-chloroform และตกตะกอนดว้ย ethanol ตรวจสอบพลาสมิด
เวคเตอร์ดว้ย Agarose gel electrophoresis ซ่ึงภายหลงัการ treat ดว้ย alkaline phosphatase แลว้ ไม่ควรเกิด
การ self-ligate ของเวคเตอร์ (Struble และคณะ, 2009)  
 
2.1.2.4 การตัดด้วย Restriction enzyme 
 genomic DNA และเวคเตอร์ท่ีเลือกมาท าการโคลนนิงท่ีผา่นการท าให้บริสุทธ์ิแลว้จะน ามาตดั
ดว้ย restriction enzyme ท่ีเหมาะสม ซ่ึงควรเป็นชนิดเดียวกนัเพื่อให้ปลายทั้งสองดา้นของช้ิน insert DNA 
และเวคเตอร์สามารถเช่ือมต่อกนัได ้การตดั DNA ดว้ยเอนไซมมี์ทั้งชนิด restriction endonuclease และ 
DnaseI ซ่ึงการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์DnaseI ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ตดัภายในโมเลกุลของ DNA ทั้งสายเด่ียวและ
เกลียวคู่ (endonuclease) ท่ีตดั DNA แบบ nonspecific จะให้ช้ิน DNA ท่ี random มากกวา่ ถา้มีแมกนีเซียม
ไอออนร่วมอยู่ เอนไซม์จะตดั DNA ทั้งสองสายแบบสุ่มท่ีต าแหน่งต่างๆ แต่ถ้ามีแมงกานีสไอออน 
เอนไซมจ์ะตดั DNA ทั้งสองสายท่ีต าแหน่งตรงกนัหรือเกือบตรงกนั ท าให้ไดช้ิ้น DNA ท่ีเป็นปลายทู่หรือ
มีปลายท่ีสายหน่ึงยาวกวา่อีกสายเพียง 1 หรือ 2 นิวคลีโอไทด ์ซ่ึงท าให้การเช่ือมต่อกบั พลาสมิด DNA ท า
ไดย้าก โดยอาจตอ้งมีการเติมเบสเพิ่มลงไปจึงจะสามารถเช่ือมต่อช้ิน DNA ได ้ส่วน restriction enzyme 
เป็นเอนไซมท่ี์ใชก้นัมากในการตดัต่อยีน โดยเฉพาะ restriction enzyme type II ซ่ึงประกอบดว้ยโพลีเปป
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ไทด์เพียงชนิดเดียว มีคุณสมบติัเป็นเอนไซม์ตดัจ าเพาะเพียงอย่างเดียว การตดั DNA จะเกิดท่ีต าแหน่ง
จ าเพาะ ในบริเวณจดจ า (recognition site) หรือจุดใกลก้บับริเวณจดจ า ท าให้ไดช้ิ้นขนาด DNA ท่ีมีขนาด
แน่นอน การใช ้restriction endonuclease จะง่ายต่อการวางแผนการท างานและควบคุม เน่ืองจากสามารถ
เปรียบเทียบกบัส่วน cloning site บนแผนท่ีของเวคเตอร์ได ้ดงันั้นความถ่ีในการตดัดว้ยเอนไซมช์นิดน้ีใน
จีโนมสามารถท านายไดห้ากรู้ล าดบัของ DNA restriction endonuclease มีต าแหน่งจดจ าตั้งแต่ 4 – 30 คู่
เบส โดยเอนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ านอ้ย (4 คู่เบส) จะมีโอกาสในการตดัช้ิน genomic DNA ไดถ่ี้และไดช้ิ้น 
DNA แบบ partial digestion โดยทัว่ไป restriction enzyme ท่ีดีจะตอ้งสามารถท างานไดดี้ในบฟัเฟอร์ท่ีใช้
งานกนัโดยทัว่ไปและตอ้งถูกท าให้เสียสภาพไดด้ว้ยวิธีท่ีไม่ยุง่ยากซ่ึงจะช่วยลดขั้นตอนให้นอ้ยลงในการ
ท า DNA ใหบ้ริสุทธ์ิ การตดัดว้ย restriction endonuclease นั้นมีความส าคญัต่อการออกแบบวิธีการท่ีจะท า
การโคลนนิง เน่ืองจาก restriction endonuclease หลายชนิดสามารถตดั double-stranded DNA ได้ท่ี
ต  าแหน่งตรงกนัทั้งสองสาย ท าให้ไดป้ลายทั้งสองท่ียาวเท่ากนั เรียกว่า blunt end เช่น PvuII และ AluI 
อยา่งไรก็ดี restriction endonuclease อีกแบบจะตดั double-stranded DNA ในแบบท่ีแตกต่างออกไป โดย 
DNA ทั้งสองสายจะถูกตดัในต าแหน่งท่ีแตกต่างกนัท าให้ไดส้าย DNA ท่ีเหล่ือมกนั แต่ละสายจะมีส่วน
ของ nucleotides เหลืออยู ่เรียกปลายเช่นน้ีว่า sticky end หรือ cohesive end ซ่ึงท าให้การเช่ือมต่อของ 
DNA สามารถเช่ือมต่อกนัไดง่้าย ส่วนใหญ่การท าโคลนนิงจะเลือก restriction enzyme ท่ีตดัไดป้ลาย 
DNA แบบ sticky end เน่ืองจากการใชง้านท่ีไม่ยุง่ยากและเช่ือมต่อ DNA ไดง่้ายกวา่แบบท่ีตดั DNA แลว้
ไดป้ลายแบบ blunt end 
 ปฏิกริยาการตดั DNA ดว้ย restriction enzyme โดยทัว่ไปจะมี Tris-HCl buffer แมกนีเซียม
ไอออน โซเดียมคลอไรด์ และ 2-mercaptoethanol pH อยูใ่นช่วง 7.2 – 7.6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เวลาท่ีใช้ท าปฏิกริยาไม่ควรทิ้งไวน้านเกินไป แต่อาจมีบางเอนไซม์ท่ีใช้อุณหภูมิหรือสภาพท่ีแตกต่าง
ออกไป มกับอกไวโ้ดยบริษทัผูผ้ลิต ในการทดลองจึงควรปฏิบติัตามค าแนะน าของบริษทัผูผ้ลิต การใช้
ปริมาณเอนไซมท่ี์มากเกินไปอาจเกิด star activity ซ่ึงเกิดไดก้บั restriction enzyme ส่วนมาก ท าให้บริเวณ
จดจ าเปล่ียนแปลง ท าให้เอนไซมต์ดั DNA ไดม้ากกวา่ท่ีควรจะเป็น และตดัไดไ้ม่สมบูรณ์ ท าให้ไดข้นาด 
DNA ท่ีไม่สม ่าเสมอ เน่ืองจากเอนไซมม์กัอยูใ่นสารละลายกลีเซอรอล ซ่ึงกลีเซอรอลความเขม้ขน้สูงเป็น
สาเหตุหน่ึงของการเกิด star activity (Sambrook และคณะ 1989) 
 
2.1.2.5 การตรวจสอบ DNA ด้วยวธีิ Agarose Gel Electrophoresis 
 วิธี Agarose Gel Electrophoresis เป็นวิธีการแยกขนาดของ DNA โดยใชส้นามไฟฟ้าเหน่ียวน า 
DNA ซ่ึงเป็นขั้วลบ ไปยงัขั้วบวก ผา่นรูพรุนของ Agarose gel ในการสร้าง genomic library มีการใช้
ประโยชน์จากวิธีน้ีทั้งในดา้นการเตรียมเวคเตอร์และและ genomic DNA โดยในส่วนของเวคเตอร์นั้น 
เวคเตอร์ท่ีมีรูปร่างเป็นวงกลม (circular vector) จะเคล่ือนท่ีผา่นรูพรุนของ Agarose gel ในสนามไฟฟ้าได้
เร็วกว่าเวคเตอร์ท่ีถูกตดัให้เป็นเส้นตรง (linearized vector) ในมวลโมเลกุลท่ีเท่ากนั ดงันั้นจึงสามารถใช้
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แยกเวคเตอร์ท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมไ์ด ้และยงัสามารถใชแ้ยกเวคเตอร์ท่ี ligate แลว้ออกจากเวคเตอร์ท่ี
ยงัไม่มีการ ligate ไดอี้กดว้ย ในส่วนของ genomic DNA ช้ินของ DNA จะแยกออกมาไดต้ามมวลโมเลกุล 
โดย DNA ท่ีมีมวลโมเลกุลนอ้ยจะสามารถเคล่ือนท่ีผา่นรูพรุนของ Agarose gel ในสนามไฟฟ้าไดดี้กว่า 
DNA ท่ีมีมวลโมเลกุลใหญ่  
 การเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของเปอร์เซ็นต ์Agarose gel ในการน ามาใชแ้ยกขนาดของเวคเตอร์และ 
DNA ตอ้งเลือกใหเ้หมาะสม โดย DNA ท่ีมีขนาดนอ้ยกวา่ 20 กิโลเบสควรใชค้วามเขม้ขน้ของเปอร์เซ็นต ์
Agarose gel ประมาณ 1 เปอร์เซ็นตใ์นการแยกขนาด หากขนาด DNA ท่ีตอ้งการแยก มีขนาดเล็กกวา่น้ีก็
ควรเพิ่มความเขม้ขน้ของเปอร์เซ็นต ์Agarose gel ใหม้ากข้ึน ในขณะท่ีหาก DNA ท่ีตอ้งการแยกเป็น DNA 
ท่ีมีขนาดใหญ่ (high molecular weight DNA) ก็ควรใช้ความเขม้ขน้ของเปอร์เซ็นต ์Agarose gel ให้
นอ้ยลง โดยทัว่ไปท่ีนิยมใชอ้ยูป่ระมาณ 0.8 เปอร์เซ็นต ์หากเป็น genomic DNA ท่ีมีโอกาสฉีกขาดไดง่้าย
ควรใชเ้จลท่ีเป็น low melting point agarose gel ซ่ึงขั้นตอนในการสกดั DNA ออกจากเจลชนิดน้ีจะไม่ใช้
ความรุนแรงจากการเขยา่อยา่งรุนแรง (vortex) หรือจากการป่ันเหวี่ยง (centrifuge) แต่จะใชว้ิธีการอุ่นเจล
ใหล้ะลายร่วมกบัการยอ่ยเจลดว้ยเอนไซม ์beta-agaraseI 
 การตรวจสอบ DNA ท่ีแยกไดด้ว้ยสายตา ตอ้งท าให้ DNA จบักบัสียอ้ม (dye) ซ่ึงในกรณีทัว่ไป
นิยมใช้ Ethidium Bromide (EtBr) ซ่ึงเป็นสียอ้มแบบ fluorescent สามารถถูกกระตุน้ดว้ยรังสียูวี และ
ปลดปล่อยพลงังานท่ี 590 นาโนเมตร ให้สีส้มแดง โดยสียอ้มชนิดน้ีท่ีจบักบั DNA จะเพิ่มประสิทธิภาพ 
fluorescent yield ไดสู้งข้ึนถึง 20 เท่าเม่ือถูกกระตุน้ ดงันั้นหากมี DNA แมใ้นปริมาณนอ้ยเพียง 10 นาโน
กรัมก็สามารถท าให้มองเห็นได้ แต่การใช้สีย ้อมชนิดน้ีแม้จะมีความสะดวกในการใช้งานและให้
ประสิทธิภาพดี แต่สีย ้อมชนิดน้ีมีความเป็นพิษสูงสามารถก่อให้เกิดโรคมะเร็งได้ จึงควรมีความ
ระมดัระวงัในการใชง้านเป็นอยา่งมาก ในปัจจุบนัมีการพฒันาสียอ้มท่ีไม่มีความเป็นพิษออกมาใชง้าน แต่
ยงัมีราคาสูงท าให้เป็นขอ้จ ากดัในการเลือกใชง้าน เช่น สียอ้ม SYBR Safe (Invitrogen, U.S.A.) (Struble 
และคณะ, 2009)  
 
2.1.3 การเช่ือมต่อช้ิน DNA กบัเวคเตอร์ (DNA ligation) 
 การเช่ือมต่อช้ิน DNA กบัเวคเตอร์เป็นการเช่ือมต่อระหวา่งช้ิน DNA ท่ีตอ้งการ (insert DNA) กบั
เวคเตอร์ท่ีถูกตดัใหเ้ป็นเส้นตรง (linearized vector) โดยใชเ้อนไซม ์T4 DNA ligase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์นิยม
ใชง้านมากท่ีสุด มีหนา้ท่ีสร้างพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ระหว่างปลาย 5’ ฟอสเฟตและ 3’ ไฮดรอกซิล 
ของ DNA ใชเ้ช่ือมรอยขาด (nick) ในโมเลกุลของ DNA หรือเช่ือมต่อ DNA สองโมเลกุลท่ีมีปลายเป็น 
cohesive end ซ่ึง T4 DNA ligase ยงัสามารถเช่ือมต่อ DNA ท่ีเป็นปลายทู่ไดด้ว้ย ในการก าหนดสัดส่วน
ปริมาณการใช ้DNA ท่ีตอ้งการกบัเวคเตอร์ในกระบวนการ ligation เป็นสัดส่วนระหวา่งจ านวนโมลของ
ช้ิน DNA ท่ีตอ้งการต่อโมลของเวคเตอร์และลองแปรผนัค่าดงักล่าวหลายๆ ค่า จนกวา่จะไดค้่าท่ีเหมาะสม 
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โดยทัว่ไปจะแปรผนัค่าดงักล่าวจาก 1:1 ถึง 5:1 หากเป็นการ ligate ของช้ิน DNA และเวคเตอร์ท่ีเป็นแบบ 
blunt end จะใช ้high ratio  
 การเช่ือมต่อ DNA แบบ cohesive end ท่ีเกิดจากการตดัดว้ย restriction enzyme โดยใชเ้อนไซม์
ชนิดเดียวกนัตดัทั้งช้ิน DNA และเวคเตอร์ จะไดป้ลายท่ีเป็น complementary กนัน ามาเช่ือมต่อกนัไดท้นัที 
แต่มีขอ้จ ากดัคือเวคเตอร์อาจเช่ือมต่อกนัเองเป็น dimer หรือเช่ือมปลายของโมเลกุลเดียวกนั (self ligation) 
จึงนิยมดึงหมู่ฟอสเฟตท่ีปลาย 5’ ของเวคเตอร์ออกโดยใชเ้อนไซม ์alkaline phosphatase เพื่อป้องกนัไม่ให้
ปลายของเวคเตอร์กลบัมาเช่ือมกนัเองได ้เน่ืองจากเอนไซมด์งักล่าวจะสร้างพนัธะ phosphodiester bond 
ไดต่้อเม่ือปลาย 5’ มีหมู่ฟอสเฟต และปลาย 3’ เป็นหมูไฮดรอกซีเท่านั้น 
 การเช่ือมต่อ DNA แบบ blunt end ท าไดย้ากกวา่ ตอ้งใชเ้อนไซม ์ligase ท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่
ปลาย DNA แบบ cohesive end หลายเท่า โดยทัว่ไปนิยมน าช้ิน DNA ท่ีมีปลายแบบ blunt end มาต่อกบั 
oligonucleotides สั้ นๆ มีความยาวประมาณ 8-10 bp ท่ีมีล าดบัเบสบริเวณจดจ าของ restriction enzyme 
ชนิดหน่ึง ซ่ึงเรียกวา่ linker การน าช้ิน DNA มาต่อเขา้กบั linker น้ีจะใส่ linker มากเกินพอเพื่อให้มีโอกาส
ต่อ linker เขา้ท่ีปลายทั้งสองของ DNA ทุกโมเลกุล แลว้จึงน า DNA ดงักล่าวมาตดัดว้ย restriction enzyme 
ชนิดนั้น น ามาเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์โดยการเช่ือม DNA แบบ cohesive end อีกทีหน่ึง ถา้ใช้ restriction 
enzyme ท่ีตดัไดป้ลายแบบ blunt end ตดัเวคเตอร์ แลว้น ามาต่อกบัช้ิน DNA ปลายแบบ blunt end โดยตรง 
ประสิทธิภาพจะต ่าและตอ้งใชป้ริมาณ DNA มาก (Struble และคณะ, 2009) 
 
2.1.4 การน า recombinant เวคเตอร์เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host) (Transformation) 

       recombinan               ลล        ล                                   
        ล      ะ         transformation แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการรับเอา DNA จากภายนอกได ้
เรียกวา่ competent cell ซ่ึงเกิดจากการ treat เซลล์ของแบคทีเรียในช่วง early log phase ดว้ย calcium 
chloride ท าให้ลกัษณะของ cell membrane ของแบคทีเรียสามารถให้ chloride ions ผา่นเขา้ออกได ้เม่ือ 
chloride ions ผ่านเขา้สู่เซลล์ โมเลกุลของน ้ าท่ีผ่านเขา้มาดว้ยจะท าให้เซลล์บวมข้ึนและสามารถรับเอา 
DNA จากภายนอกเขา้ไปได ้ซ่ึงกระบวนการท่ีแทจ้ริงในการรับเอา DNA น้ีก็ยงัไม่เป็นท่ีทราบอยา่งแน่ชดั 
แต่อยา่งไรก็ตามกระบวนการ treat ดว้ย calcium chloride ตามดว้ยให้ความร้อนในแบคทีเรีย E. coli ท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เม่ือเติม DNA plasmid ลงไปจะเกิดเป็นสารเชิงซ้อนของ hydroxyl calcium 
phosphate ท่ีทนต่อ DNase บริเวณผนงัเซลล์ท าให ้recombinant DNA สามารถผา่นเขา้ไปในเซลล์ของ 
competent ได ้เม่ือเซลล์แบคทีเรียท่ีรับ recombinant DNA น้ีมีการเจริญและแบ่งตวั พลาสมิดนั้นจะถ่าย
แบบ (replicate) และแสดงลกัษณะฟีโนไทป์ (phenotype) ตามชนิดของยีนท่ีอยูบ่นพลาสมิดนั้น ซ่ึงมีผล
ให้ฟีโนไทป์ของแบคทีเรียให้อาศยัเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงมกัน ามาใช้ในการตรวจหา transformant หรือ
แบคทีเรียให้อาศยัท่ีรับพลาสมิด เน่ืองจากพลาสมิดส่วนใหญ่ท่ีน ามาใช้ในการทดลองมกัมียีนตา้นยา
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ปฏิชีวนะบางชนิด ดงันั้นลกัษณะฟีโนไทป์ท่ีใช้ตรวจหา transformant จึงมกัเป็นคุณสมบติัการตา้นยา
ปฏิชีวนะ 

  ะ                  ล              ลล          ran  orma ion                      ล       
             ละ        ล       ะ ะ                   ลล   ละ               ลล      com e en  
         ล                            ล      ละ         ล        (supercoi    ะ      ลล       
     ล                          ล      และให้ประสิทธิภาพในการ transform สูงกวา่รูปร่าง
แบบอ่ืนทั้งน้ีเพราะในช่วงท่ี DNA เขา้ไปจบักบัผนงัเซลล์ของ competent cell ก่อนท่าจะเคล่ือนขา้สู่เซลล์
เจา้บา้นและช่วงท่ี DNA เคล่ือนเขา้สู่เซลล์เจา้บา้นแลว้แต่ยงัไม่รวมกบัโครโมโซมของเซลล์เจา้บา้น จะ
เป็นช่วงท่ีเอนไซม ์DNase ของเซลล์เจา้บา้นจะเขา้มาท าลาย recombinant DNA ได ้พลาสมิดท่ีอยูใ่นรูป 
supercoil จะเป็นรูปแบบท่ีทนต่อ DNase ไดม้ากท่ีสุด  ล               ล   ะ         ลล             
 ล                       ล                        ล    ะ    ะ                ดงันั้นในการ
โคลน DNA ถา้ DNA ท่ีตอ้งการโคลนมีขนาดใหญ่ (มากกวา่ 10 กิโลเบส) มกัหลีกเล่ียงการใชพ้ลาสมิด
เป็นเวคเตอร์  ะ ะ     ลล                         com e en       ลล             ะ ะ log  phase 
เน่ืองจากเซลล์ในระยะน้ีแข็งแรงและเป็นระยะท่ีเซลล์มีประสิทธิภาพสูงในการสร้างชีวโมเลกุลต่างๆ 
ดงันั้นเม่ือ competent cell รับเอา recombinant DNA ไปแลว้ จะมีการปรับตวัให้กลบัคืนสู่สภาวะปกติได้
ง่าย 

                                           ลล     E. coli         ะ                           
      ลล                               ลล             e ec ro ora ion      ะ         ะ        
 ละ  ล        ะ        ะ                ลล             ะ                        
       ก           ลล                      ran  orma ion         ซ่ึงการท า electroporation ตอ้งมีการ
แปรผนัค่าท่ีเหมาะสม เน่ืองจากกระแสไฟฟ้าท่ีไม่เหมาะสมอาจท าใหเ้ซลลบ์าดเจบ็หรือตายได ้ 
 
2.1.5 การตรวจหาโคลนทีต้่องการ 

 ล                       DNA                 ล              ลล             ะ         ลล  
      ะ                                        i b r a r                  ล   
               ะ         ลล                   ล                             

2.1.5                          (phenotype selection) 
                                                   ลล            ละล    ะ         

         ล    ะ     ลล                       ล                               ล         ล       
                                                ลล                                         
ล       ละ  ล              ล                   ะ              ลล                 expression 
vector 
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2.1.5                                   (immunochemical screening) 
       ล     ล                        ล                         ล    o   e  i e      

                 ล                                  ล                                       
    ล                  ีี an ibo                                   ละ                  ลล  
 ล             an ibo            ะ                        

                  ลล           ล              ล          ล                       ล         a  e 
 ล            ล         a  e                        ล             ล              ลล  ล  
        ลล         ล         ล                    an ibo         ะ        ล                      
              a  ora io ra                   ะ                ลล   ละ  an ibo   
 ะ                   ล                                 ล          ะ             ล         a  e 
         

 
2.1.5                    Nucleic acid hybridization  

       ล     ล                     ล                  ล    ะ    ละ                   
                             ล                                                               นั้น
เป็นตวัตรวจสอบ                                             probe หลกัส าคญัท่ีตอ้งค านึงถึงในการ
เตรียม probe คือ ชนิดของกรดนิวคลิอิกวา่เป็น DNA หรือ RNA เป็นเส้นเด่ียวหรือเส้นคู่และส่ิงท่ีจะใชติ้ด
ฉลากเขา้ไปในสายของ probe และวิธีการติดฉลากท่ีใช้มีหลายวิธี วิธีการสังเคราะห์ probe ก็มีหลายวิธี
ข้ึนอยูก่บัความยาวของ probe ท่ีตอ้งการสังเคราะห์ เช่น การเตรียม DNA probe สายเด่ียว (Single-stranded 
DNA probe) นั้นสามารถท าไดโ้ดยใช ้primer ในการสร้าง DNA สายใหม่จาก DNA เร่ิมตน้ท่ีเป็นเส้น
เด่ียวโดยวิธี PCR หรือการสังเคราะห์ DNA สายสั้นโดยใช้ปฏิกิริยาทางเคมี (chemical synthesis of 
oligonucleotide) แต่กระบวนการท ายุ่งยากและตอ้งมีการแยก probe และ template  ออกจากกนั ใน
ปัจจุบนัจึงใชน้้อยในงาน in situ hybridization แต่ส าหรับการใชเ้ทคนิค PCR นั้นจะง่ายกวา่และสามารถ
เตรียม probe สายเด่ียว ไดจ้าก DNA เร่ิมตน้ท่ีมีปริมาณนอ้ยๆ นอกจากนั้นแลว้วิธีน้ีสามารถเลือกต าแหน่ง
ของ probe และล าดบัเบสของ probe ไดจ้ากการเลือก primer ท่ีเหมาะสม หรือการเตรียม probe สาย
สั้น  (Oligonucleotide) ปกติแลว้มีความยาวในช่วง 20-30 base ซ่ึงอาจท าการติดฉลาก โดยการส าสารติด
ฉลากเขา้ไปในสาย nucleotide ก็ไดข้อ้ดอ้ยของการใช ้probe ชนิดน้ีก็คือมีจ านวนของสารท่ีน ามาติดฉลาก
เขา้ไปในสาย nucleotide ไดน้้อยต่อหน่ึงโมเลกุลของ probe จึงท าให้ sensitivity น้อยกวา่การใช ้probe 
สายยาว  ในแง่ของ sensitivity ปัญหาน้ีสามารถแกไ้ขไดโ้ดยใช ้probe มากกวา่ 1 ชนิดจบักบั target ตรง
ต าแหน่งท่ีต่างกนั ส่วนความยาวท่ีเหมาะสมของ probe มีการศึกษาทดลองจ านวนมากท่ีแสดงวา่ probe ท่ี
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มีความยาวมากจะให้สัญญาณต ่า (weak signal) ซ่ึงเน่ืองมาจากท าให้การแทรกเขา้ไปในเซลล์ไดไ้ม่ดี 
ความยาว probe ท่ีเหมาะสมในงาน in situ hybridization อยูใ่นช่วง 50-150 เบส แต่ในงานบางอยา่งความ
ยาวของ probe ท่ีใช้ ปรับเปล่ียนไปตามความเหมาะสม เช่น การใช้ RNA probe ในการท า in situ 
hybridization ใน mouse embryos จะให้สัญญาณท่ีดีท่ีสุดเม่ือใชค้วามยาว 1 kb การท่ี probe  (Chantratita, 
W. และคณะ, 1989)   

วิธีการตรวจหาดว้ยวิธี   c eic aci    bri i a ion                           ล        ล          
              ล         a  e       ล          ล                          ล                     
             ล               ลล         ละ                                         
            ะ         ล                                 ล                              
      ล                      ล          bri i e      probe                    RNA 
       ล                             ล                ล                                    
    ะ       robe                           ล    robe                                 
a  ora io ra    ะ                                                   bri i a ion      ล             
               ล              ละ      ล        robe                                      
     ะ     ล              โดย Radioimmunoassay (RIA) มีบทบาทส าคญัในการตรวจวินิจฉัยทาง
การแพทย ์เน่ืองจากมีความไวสูง สามารถตรวจวิเคราะห์สารท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10-12 กรัมต่อมิลลิลิตร
ไดแ้ต่ก็มีขอ้จ ากดั คือ สารกมัมนัตรังสีเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ และท าลายยาก ค่าใช้จ่ายในการก าจดัสูง
และสารกลุ่มน้ีสลายตวัง่าย ไม่เสถียร ต่อมามีการพฒันามีการใช ้Enzyme immunoassay (EIA) แทน RIA 
อยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากไม่มีปัญหาเร่ืองสารกมัมนัตรังสีและสามารถวิเคราะห์สารไดใ้นระดบั 10-9 กรัม
ต่อมิลลิลิตร แต่ก็มีปัญหาคือ EIA ตอ้งใช้ substrate ไปท าปฏิกิริยากบั enzyme เพื่อให้เกิดการเปล่ียนสี 
โดย substrateส่วนใหญ่มีพิษและบางตวัเช่น o-phenylenediamine เป็นสารก่อมะเร็ง ตวั substrate เองตอ้ง
เตรียมข้ึนใหม่เพื่อใชท้นัที ส่วน enzyme ก็ไม่เสถียร ไวต่ออุณหภูมิและ pH  

เทค นิคห น่ึง ท่ี น่ าสนใจในการพัฒนา ข้ึนมาทดแทนวิ ธี  Radioimmunoassay คือ
Chemiluminescence immunoassay (CLIA) ใช้หลักการตรวจวัดแสงท่ีเปล่งออกมาจาก 
ปฏิกิริยาเคมี มีความไวสูง สามารถตรวจวเิคราะห์สารในระดบั 10-15 กรัมต่อมิลลิลิตรได ้ดงันั้นหาก  robe 
          ล          คมีนั้นสามารถ                                co orime ric                  
            ล              c emi  mine cen    ละ               ล             ล   
                  ล    ะ                           ล                    a  ora io ra   
 ะ                                           ะ            ล     ล                           
           ะ                        ละ      

การติดฉลากดว้ยสารปลอดรังสี (hapten)  ซ่ึงตรวจหาสัญญาณโดยวิธี imonocytochemistry  มี
ขอ้ดีหลายประการคือในดา้นความปลอดภยั มีความคงตวัสูงให้ผลรวดเร็ว และให้ความละเอียดในระดบั 
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(single-cell resolution) ซ่ึงวิธีการติดฉลากส่วนใหญ่จะติดฉลากสารปลอดรังสีนั้นเขา้ไปในสายนิวคลิโอ
ไทด์ซ่ึงสามารถใช ้antibody ท่ีจ  าเพาะหรือโปรตีนท่ีจ าเพาะมาจบัได ้โดย antibody หรือโปรตีนเหล่านั้น
จะเช่ือมต่อกบัเอนไซมแ์ละเม่ือผา่นขั้นตอนการลา้งแลว้สามารถตรวจหาสัญญาณไดโ้ดยการเติม substrate 
ท่ีเหมาะสมกบัเอนไซมน์ั้น ท าการยอ่ยแลว้เกิดตะกอนสีท่ีไม่ละลายน ้ าให้ตรวจพบได ้ ส่วนการติดฉลาก
ดว้ยสารเรืองแสง (fluorochrome) จะมีความไว (sensitivity) นอ้ยกว่าวิธี colorimetric detection ซ่ึงใช ้
antibody ท่ีเช่ือมติดดว้ยเอน็ไซม ์แต่ถึงกระนั้นการใช ้fluorocrome labeled probe ไดรั้บความนิยมมาก ใน
งาน in situ hybridization บนโครโมโซม และยงัสามารถใชส้ารเรืองแสงต่างชนิดกนัติดฉลากเพื่อตรวจ
สัญญาณจาก probe ต่างชนิดกนัไดพ้ร้อมกนัส่วนวธีิการติดฉลากดว้ยสารปลอดรังสีอีกวิธีหน่ึงก็คือการใช้
เม็ดทอง (gold particle) ติดเขา้กบั antibody ซ่ึงสามารถตรวจหาสัญญาณท่ีเกิดจาก hybrid ของ DNA 
เป้าหมายและ probe ไดด้ว้ยการเติม antibody ท่ีจ  าเพาะกบั probe ซ่ึงติดฉลากดว้ย gold particle ลงไปท า 
ให้เห็นเป็นจุดสีด าเม่ือดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ความมากนอ้ยของสารปลอดรังสี (hapten)  ท่ีน าเขา้ไปติด
ฉลากในสายนิวคลิโอไทด์นั้นไม่มีผลโดยตรงต่อสัญญาณแต่จ ากดัโดย antibodies หรือโปรตีนจ าเพาะท่ี
น าเขา้ไปจบักบั hapten นั้น ส าหรับ probe ท่ีติดฉลากดว้ย biotin จะตรวจหาโดยใช ้streptavidin ส่วน 
probe ท่ีติดฉลากดว้ย digoxigenin ก็ตรวจหาโดยใช ้antibodies มาตรวจจบัหรืออาจจะใช้ probe ท่ีติด
ฉลากดว้ยสารเรืองแสงโดยตรงหรืออาจติดฉลาก probe เขา้กบัเอนไซม ์B-galactosidase และเอนไซม ์
alkaline phosphatase ซ่ึงเป็นเอ็นไซมท่ี์มีความคงตวัดีสามารถตรวจหาการขยายสัญญาณไดเ้ป็นเวลานาน
หลายวนั ส่วนเอนไซม ์peroxidase จะมีความคงตวันอ้ยกวา่ (Roche instruction manual)   

 ล         ล     ล               ล                                                  
    ล                                                                                        
                   ล     ล                                                  
                               ล                         ะ              
 ละ           ลล            o         ล                                        ล           
           

 
2.2                   DNA (DNA sequencing) 

ในปี 1977 Frederick Sanger ไดพ้ฒันาเทคนิค dideoxy-chain termination ข้ึนมา และถูกน ามาใชใ้น
งานวจิยัดา้นต่างๆ มากมายมาจนถึงปัจจุบนั อีกทั้งมีการพฒันาให้กระบวนการเป็นระบบอตัโนมติั ท าให้
แพร่หลายไปในกลุ่มนกัวิจยัโดยทัว่ไป ส่วน วิธี chemical degradation ท่ี Gilbert พฒันาข้ึนมา ก็มี
ความส าคญั และมีการใชป้ระโยชน์ในช่วงตน้ปี 1980 แต่มีการน าไปใชป้ระโยชน์นอ้ย เน่ืองจากมีวิธีการ
ยุง่ยากกวา่ และมี ความสามารถในการหาล าดบัเบส (throughput) ต ่ากวา่ หลงัจากนั้น Kary Mullis (1983) 
ไดพ้ฒันาเทคโนโลยี PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณ DNA ในหลอดทดลองโดยใช ้primer 2 
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สายท่ีจบักบั DNA ต่างเส้นกนัและมีทิศทางดา้น 3’ เขา้หากนั และใชเ้อน็ไซม ์DNA polymerase ในการต่อ
สาย DNA โดยมีการท าปฏิกิริยาหลายรอบและไดจ้  านวน DNA โมเลกุลเพิ่มข้ึนเป็นทวีคูณ  ก็มีการน าเอา 
PCR มาใชใ้นการหาล าดบัเบส DNA โดยใช ้primer เพียงขา้งเดียวและอาศยัเอ็นไซม ์Taq Polymerase ท่ี
ทนอุณหภูมิสูงไดดี้ แทน DNA polymerase ทัว่ไป ท่ีใชท้  าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ร่วมกบั 
วธีิ dideoxynucleotide chain termination ของ Sangerโดยมีขอ้ไดเ้ปรียบคือสามารถใชก้บัตวัอยา่ง DNA ท่ี
มีโครงสร้างซับซ้อนได้ดี อีกทั้งลดขั้นตอนการท าปฏิกิริยาเป็นเพียงขั้นเดียว เรียกวิธีการน้ีว่า Cycle 
sequencing ต่อมา Leroy Hood ไดพ้ฒันาเคร่ืองหาล าดบัเบส DNA อตัโนมติั (Automate sequencer หรือ 
Autosequencer) ท่ีใชล้  าแสงเลเซอร์ในการตรวจการเคล่ือนท่ีของแถบ DNA ท่ีติดฉลากไวด้ว้ยสารเรือง
แสง ในแผน่ acrylamide ข้ึนในปี 1986 ท าใหล้ดขั้นตอนการอ่านผลซ่ึงเป็นงานท่ีหนกัและผิดพลาดไดง่้าย 
หลงัจากนั้นไดมี้พฒันาการเคร่ือง Autosequencer และสารเคมีท่ีใชส้ าหรับเคร่ือง Autosequencer มาโดย
ตลอดจนถึงปัจจุบนัจนมีประสิทธิภาพสูง สามารถหาล าดบัเบสได้จ  านวนมากภายในเวลาสั้นๆ เคร่ือง 
Autosequencer ท่ีมีใชใ้นปัจจุบนัส่วนใหญ่เป็น ของบริษทั Applied Biosystem ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 
แบบ ไดแ้ก่ 

1. แบบ Slab gel เช่น ABI373 และ ABI377 
2. แบบหลอด Capillary เช่น ABI3100 และ ABI3700 

แบบ slab gel จะตอ้งใช้ความช านาญในการเทเจลและหยอดเจล ในขณะท่ี แบบ capillary ใช้ระบบ
อตัโนมติัในการเติมเจล และดูดตวัอยา่งท าใหส้ามารถท างานไดต่้อเน่ืองและวิเคราะห์ล าดบัเบสไดจ้  านวน
มาก อีกทั้งไม่ตอ้งอาศยัประสบการณ์ในการด าเนินการมากนกัท าให้เป็นท่ีนิยมใชท้ัว่ไป นอกจากเคร่ือง
ของบริษทั Applied Biosystem แลว้ก็ยงัมี Magabace 4000 ของบริษทั Amersham Bioscience ท่ีมีหลอด 
capillary 384 หลอดท าให้สามารถหาล าดบัเบสของตวัอยา่ง 384 ตวัอยา่งพร้อมๆกนั หรือคิดเป็น กวา่ 1 
ลา้นเบสใน 8 ชัว่โมง นอกจากเทคนิคการหาล าดบัเบสท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้แลว้ยงัมีเทคนิคอ่ืนๆ ท่ีมีการ
พฒันาข้ึนมาในปัจจุบนัหรือก าลงัพฒันาอยู่เพื่อเป็นการเสริมหรือพฒันาการหา ล าดบัเบสท่ีรวดเร็วและ
แม่นย  าข้ึน อีกทั้งมีตน้ทุนในการด าเนินการท่ีต ่าลง เช่น Pyrosequencing โดยในปฏิกิริยา sequencing ท่ีมี 
primer, DNA template, DNA polymerase, ATP sulfurylase, luciferase และ apyrase และ substrate APS 
 a eno ine 5’ phosphosulfate และ luciferin เติม dNTP ทีละ 1 ตวั ถา้ dNTP นั้นสามารถจบัคู่กบั DNA 
template ได ้DNA polymerase จะน าเอา dNTP นั้นๆ เขา้ต่อกบัสาย DNA และปลดปล่อย pyrophosphate 
(PPi) ในปริมาณท่ีเท่ากบัจ านวน nucleotide ท่ีต่อเขา้ไป เอนไซม ์ATP sulfurylase จะเปล่ียน PPi เป็น 
ATP โดยจะรวมเขา้กบั APS ซ่ึง ATP ก็จะไปช่วย luciferase ในการเปล่ียน luciferin เป็น oxyluciferin 
และปล่อยแสงออกมาในปริมาณท่ีเป็นสัดส่วนกบัปริมาณของ ATP สามารถตรวจจบัแสงท่ีปลดปล่อย
ออกมาโดยใชก้ลอ้ง CCD โดยแสดงออกมาเป็น peak (Pyrogram) ความสูงของ peak ก็เป็นสัดส่วนกบั

http://home.appliedbiosystems.com/
http://events-na.appliedbiosystems.com/mk/get/GA_LANDING?isource=Fr:%20E_Link_AB_HomePg_Jun03_Which_DNA_Analyzer_Question
http://www1.amershambiosciences.com/APTRIX/upp01077.nsf/Content/autodna_megabace4000
http://pirun.ku.ac.th/~agrjpc/034434%20Web/Pyrosequencing.htm
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จ านวน nucleotide ท่ี DNA polymerase ต่อสาย DNA เอนไซม ์apyrase จะยอ่ย ATP และ nucleotide ท่ีไม่
ถูกน าไปต่อสาย ท าให้หยุดปฏิกิริยาปลดปล่อยแสง จากนั้นก็จะเร่ิมการเติม dNTP ชุดถดัไป การเติม 
dNTPs จะเติมทีละ  1 ตวั และในระหว่างท่ีปฏิกิริยาด าเนินต่อเน่ือง ก็จะมีการสร้าง DNA สายคู่สม 
(complementary strand) พร้อมกบัการอ่านล าดบัเบสจาก Pyrogram (www.pyrosequencing.com)   

 
2.3     2-Acetyl-1-Pyrroline 

สาร 2-acetyl-1-pyrroline (2-AP) เป็นสารประกอบใหก้ล่ินในกลุ่ม nitrogen heterocyclic (รูปท่ี 
2.2) เป็นสารส าคญัท่ีท าใหเ้กิดกล่ินหอมของใบเตย (Pandanus amaryllifolius) ดอกชมนาด  (Vallaris 
glabra Ktze) (สุกญัญา, 2540) ขา้วหอม เช่น ขา้วบาสมาติ และขา้วหอมมะลิของไทย ซ่ึงพบวา่ขา้วหอม
มะลิของไทยมีปริมาณสาร 2-AP สูงกวา่ในขา้วบาสมาติของอินเดีย ท าใหข้า้วหอมมะลิมีรสสัมผสัท่ีดีเป็น
ท่ีนิยมของผูบ้ริโภคทัว่โลก (Buttery, 1988) นอกจากน้ีเม่ือสาร 2-AP ไดรั้บความร้อนท่ีเกิดจาก
กระบวนการท าอาหาร จะท าใหเ้กิดกล่ินหอม ท าให้อาหารมีรสสัมผสัท่ีน่ารับประทาน เช่น กล่ินขา้วโพด
คัว่ (popcorn-like flavor) และกล่ินหอมของขนมปังอบ ซ่ึงกล่ินท่ีเกิดจากสาร 2-AP จดัเป็นสารปรุงแต่ง
กล่ินรสท่ีมีความตอ้งการในอุตสาหกรรมอาหารเป็นอนัดบัตน้ๆ เน่ืองจากช่วยเพิ่มรสสัมผสัท่ีดีใหแ้ก่
ผลิตภณัฑป์ระเภทต่างๆมากมาย นอกจากน้ีงานวจิยัท่ีผา่นมาพบพืชและจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีสามารถ
สร้างสาร 2-AP ไดโ้ดยธรรมชาติ ไดแ้ก่  ใบเตย ดอกชมนาด ขา้วหอม  ในจุลินทรียไ์ดแ้ก่ Bacillus cereus 
(Romanzyck และคณะ, 1995) lactic acid bacteria และราบางชนิด เช่น Acremonium nigricans และ 
Aspergillus awamori (Rungsardthong and Noomhom, 2005)  และพบวา่นอกจากจะเป็นสารท่ีท าใหพ้ืช
ดงักล่าวขา้งตน้มีความหอมแลว้ สาร 2-AP ยงัมีบทบาทท่ีส าคญัต่อความสามารถในการทนต่อสภาวะ 
osmotic stress ของพืชและจุลินทรียอี์กดว้ย (Fitzgerald และคณะ, 2008) 
 

 
 

 
 

 
                                             2-acetyl-1-pyrroline 

 

2.4 การศึกษาอญูชีววทิยาของการสังเคราะห์สาร 2-Acetyl-1-Pyrroline 
เน่ืองจากความหอมเป็นคุณลกัษณะท่ีส าคญัของขา้วหอมมะลิของไทย ซ่ึงคุณสมบติัน้ีท าใหข้า้ว

หอมมะลิเป็นขา้วท่ีมีความตอ้งการในการบริโภคสูงสุดในโลก  จึงมีผูใ้หค้วามสนใจในการศึกษาถึงกลไก
และกระบวนการการสร้างสาร 2-AP ในขา้ว เพื่อท่ีจะน าความรู้ท่ีไดไ้ปช่วยในการพฒันาสายพนัธ์ุขา้วให้

http://www.pyrosequencing.com/
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มีความสามารถในการสร้างสารหอมไดม้ากสายพนัธ์ุข้ึน รวมถึงการปรับปรุงประสิทธิภาพการสร้างสารน้ี
ในขา้วหอมมะลิเดิมดว้ย Yoshihashi และคณะ (2002) ไดร้ายงานกระบวนการสังเคราะห์สาร 2-AP ใน
ขา้วหอมดอกมะลิ 105 โดยการทดลองปลูกขา้วหอมและติดตามสารตั้งตน้ท่ีปิดฉลากดว้ย isotope บน
เมล็ดขา้วก่อนน าไปปลูก สารตั้งตน้ดงักล่าวไดแ้ก่ 15N-proline, 15N-glycine และ Proline-1-13C จากการ
ติดตามกระบวนการสังเคราะห์สาร พบวา่ท่ีมาของไนโตรเจนใน pyrroline ring ของสาร 2-AP คือ proline 
แต่ไม่ใช่แหล่งคาร์บอนของ acetyl group ดงันั้น การเกิด 2-AP จึงมีความสัมพนัธ์กบัการสะสม Proline 
ซ่ึงเป็นผลใหเ้กิดกล่ินหอมท่ีรุนแรงของสายพนัธ์ุขา้วหอมมะลิ 105 ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในพื้นท่ี
แหง้แลง้ของทุ่งกุลาร้องไหใ้นประเทศไทย (Yoshihashi และคณะ, 1999) มีการศึกษาพบวา่ 2AP ถูก
สังเคราะห์ผา่นทาง polyamine pathway ซ่ึงมี 1-pyrroline เป็นแหล่งไนโตรเจนหลกัใน 2-AP นอกจากน้ี
ยงัพบวา่ในขา้วหอมท่ีมีปริมาณสาร 2-AP สูงจะมีปริมาณของ 4-aminobutyric acid (GABA) ต ่า  แต่
เน่ืองจาก 4-aminobutyraldehyde เป็นสารตั้งตน้โดยตรงของทั้ง 1-pyrroline และ GABA จึงมีความเป็นไป
ไดท่ี้ยนี Os2AP จะเป็นกลไกท่ีส าคญัในการควบคุมการสร้างสาร 2-AP โดยการควบคุมการเปล่ียนแปลง
ของ 1-pyrroline pool สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Chen และคณะ (2008) ท่ีพบวา่ ยนี Badh2 บน
โครโมโซมท่ี 8 ท่ีสมบูรณ์ จะ encode ใหเ้อ็นไซม ์BADH2 ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน 503 กรดอะมิโน 
สามารถไปยบัย ั้งการสังเคราะห์ 2-AP โดยการเปล่ียน  AB-ald (4-aminobutyraldehyde) ไปเป็น GABA 
(4-aminobutyric acid) ในขณะท่ีการหายไปของ BADH2 อนัเน่ืองมาจาก nonfunctional badh2 allele 
ส่งผลใหเ้กิดการสะสม AB-ald และน าไปสู่ pathway ในการสังเคราะห์ 2-AP  

จากการศึกษาของ Wanchana และคณะ (2003) โดยการท า linkage map ของยนีบนโครโมโซม 8 
ของขา้วหอมและขา้วไม่หอมสายพนัธ์ุต่างๆของไทย พบยนี candidate 3 ยนีท่ีเช่ือวา่มีบทบาทส าคญัต่อ
การสร้างสารหอมในขา้ว ไดแ้ก่ ยนี betaine aldehyde dehydrogenase (badh) ยนี 3-methyl-crotonyl CoA 
carboxylase (MCCase) และยนีท่ีควบคุมการสร้าง hypothetical protein   โดยเม่ือศึกษาการแสดงออกของ
ยนี badh ในขา้วหอมและไม่หอม พบวา่ ในขา้วหอมทุกสายพนัธ์ุมีการแสดงออกของยนี badh นอ้ยมาก
เม่ือเทียบกบัการแสดงออกของยนีในขา้วไม่หอม  และจากการท า positional cloning ของยนีน้ี  พบวา่
ประกอบดว้ย 15 exon และ encode ใหโ้ปรตีนท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 503 กรดอะมิโน และ
เม่ือเปรียบเทียบล าดบัเบสของยนีในขา้วหอมและขา้วไม่หอม พบวา่มีการเกิด deletion ของเบสจ านวน 8 
เบส บน exon 7 ของยนีท าใหเ้กิด premature termination codon ส่งผลใหมี้การแสดงออกของยีนลดลงยนี
ในขา้วหอมอยา่งเห็นไดช้ดั และท าใหเ้อน็ไซมท่ี์สร้างข้ึนไม่สามารถท างานไดต้ามปกติ  ต่อมา Vanavichit 
และคณะ (2006) ไดต้ั้งช่ือยนีท่ีพบในขา้วน้ีวา่ยนี Os2AP  ส่วนของยนี MCCase ในพืชท าหนา้ท่ีอยูใ่น
ขบวนการ Leucine catabolic pathway  ซ่ึงสารตวัสุดทา้ยจากขบวนการน้ีคือ acetoacetate และ acetyl-
CoA ดงันั้นเป็นไปไดว้า่ยีน MCCase อาจท าหนา้ท่ีเก่ียวกบัการเติมหมู่ acetyl ในขบวนการเปล่ียน 1-
pyrroline เป็น 2-AP (Chen และคณะ, 2006)  และการเพิ่มข้ึนของ badh2 transcript ท่ีตรวจสอบไดจ้าก
ขา้วสายพนัธ์ุไม่หอมสนบัสนุนแนวคิดท่ีวา่ badh2 เป็น physiologically active ในขา้วสายพนัธ์ุไม่หอม 
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และการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนไซมด์งักล่าวน้ีน าไปสู่การเพิ่มข้ึนของความเขม้ขน้ 2-AP และเป็นการเพิ่ม
ความหอมในขา้ว (Bradbury และคณะ, 2005; Fitzgerald  และคณะ, 2008) และในทางกลบักนั โปรตีน 
BADH2 ท่ีถูก encode โดย Badh2 ท่ีถูกสร้างข้ึนจะท าใหไ้ม่เกิดกล่ินในขา้ว เน่ืองจากการท่ีมนัไปยบัย ั้ง
การสังเคราะห์ 2-AP 

ต่อมา Bradbury และคณะ (2005) Fitzgerald และคณะ  (2008) และ Chen และคณะ  (2008) ได้
รายงานการคน้พบยีนท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการให้กล่ินหอมของขา้วสายพนัธ์ุต่างประเทศในลกัษณะ
เดียวกนักบัของ Wanchana และคณะ (2003) คือพบ betaine aldehyde dehydrogenase (badh) encoding 
gene homolog, badh2 ในขา้วรวมทั้งพืชชนิดอ่ืนๆ มี betaine aldehyde dehydrogenase 2 homologs คือ 
badh1 และ badh2 โดยท่ียีน badh1 ตั้งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 4 ส่วนยีน badh2 ตั้งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 8 
(Bradbury และคณะ, 2005; Cordeiro และคณะ, 2002; Jin และคณะ, 2003) โดยท่ีในขา้ว ยีนทั้ง 2 
homologs น้ีมี identity ท่ีระดบั amino acid level ท่ี 75% และมี catalytic domain similarity ร่วมกนัท่ี 95% 
ทั้ง badh1 และ badh2 มี target ไปยงั peroxisome เน่ืองจากโปรตีนทั้ง 2 ชนิดน้ีมี SKL signal ท่ี C-
terminal (Nakamura และคณะ, 2001)  

นอกจากน้ีบทบาทท่ีส าคญัของ betaine aldehyde dehydrogenase ในพืชท่ีไดมี้การศึกษากนัมาก
ในอดีตคือเป็นเอนไซม์ท่ีกระตุน้ให้เกิดการสร้าง glycinebetaine ซ่ึงเป็นสารท่ีช่วยให้พืชสามารถทนต่อ
สภาวะท่ีไม่เหมาะสมได ้โดยเฉพาะความเค็ม (salt tolerance) ได ้ (Rudulier และคณะ, 1984; Harinasut 
และคณะ, 1996) โดย glycinebetaine ถูกสังเคราะห์ข้ึนจากกระบวนการ oxidation ของ choline ไปเป็น 
betaine aldehyde และสุดท้ายจึงเปล่ียนไปเป็น glycinebetaine เอนไซม์ท่ีไปกระตุ้นให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงในขั้นตอนแรก คือ choline monooxygenase (CMO) (Burnet และคณะ,1995) และใน
ขั้นตอนสุดทา้ย สารจะถูก catalyze โดย betaine aldehyde dehydrogenase (badh) (Arakawa และคณะ, 
1987, 1990, 1992; Nakamura และคณะ, 1997)  จากการศึกษายีนท่ี encode badh จากขา้ว พบวา่ ยีนน้ี
ประกอบดว้ย 14 introns (Nakamura และคณะ, 1997) เอนไซม ์BADH2 ประกอบดว้ย 3 domain อนัไดแ้ก่ 
NAD binding, substrate binding และ oligomerization domains (Chen และคณะ, 2008)   ในพวกธญัพืช
ชนิดต่างๆ พบวา่ เอนไซม ์BADH มีบทบาทส าคญัต่อการทนความแห้งแลง้และความเค็ม (Ishitani และ
คณะ, 1995) แต่ขา้วมีความแตกต่างจากธัญพืชชนิดต่างๆตรงท่ีมนัเป็น semi-aquatic และไม่สะสม 
glycinebetaine (Rathinasabapathi และคณะ, 1993) ซ่ึงเกิดมาจากการขาด functional CMO gene ในขา้ว
นัน่เอง (Shirasawa และคณะ, 2006) 

นอกจากในพืชแลว้ยงัสามารถพบเอนไซม ์ BADH ในแบคทีเรียดว้ยเช่นกนั ตวัอยา่งเช่นใน 
Pseudomonas aeruginosa โดยท่ี Betaine aldehyde dehydrogenase (betaine aldehyde: NAD(P)+ 

oxidoreductase, E.C. 1.2.1.8, BADH) เป็นเอนไซมท่ี์ไป catalyze กระบวนการ irreversible NAD(P)+ -
dependent  oxidation ของ betaine aldehyde ใหก้ลายเป็น glycine betaine ท่ีเกิดไปควบคู่กบัการเกิด 
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reduction ของ NAD(P)+ ใหก้ลายเป็น NAD(P)H  โดย glycine betaine ท่ีถูกสร้างข้ึนจดัวา่เป็น 
osmoprotectant ใหแ้ก่แบคทีเรีย (Gonzalez-Segura และคณะ, 2008)  

 
betaine aldehyde + NAD+ + H2O  betaine + NADH + 2 H+ 

 
จากการศึกษาโดย Oliver และคณะ (2000) คาดวา่ badh ท่ีสร้างจาก P. aeruginosa มีความส าคญั

ต่อการเจริญของเช้ือน้ีในสภาวะ oxidative stress ท่ีเกิดจากกระบวนการป้องกนัตวัเองของเซลเจา้บา้น 
และยงัจดัเป็นเป้าหมายส าคญัในการท่ีจะผลิต antimicrobial agent ต่อเช้ือแบคทีเรียก่อโรคดงักล่าวดว้ย 
(Velasco-Garcia และคณะ, 2006) 

นอกจากน้ียงัพบการสร้าง BADH ทั้งในแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Bacillus subtilis โดย alcohol 
dehydrogenase pathway และแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ 
Synorhizobium meliloti โดยใช ้choline dehydrogenase pathway โดยเป้าหมายหลกัของการสร้าง BADH 
เพื่อใชใ้นการเปล่ียน betaine aldehydeใหก้ลายเป็น glycine betaine เพื่อตอบสนองต่อสภาวะ osmotic 
stress ของแบคทีเรียทุกชนิดเหมือนกนั เพียงแต่อาจมี pathway ในการสร้างท่ีต่างกนั ส่วนในรานั้นยงัไม่มี
รายงานการศึกษาบทบาทและหนา้ท่ีของยนี badh แต่อยา่งไรก็ตามไดมี้การคน้พบยนีดงักล่าวในเช้ือรา
หลายๆชนิดดว้ยเช่นกนั อาทิเช่น Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus Penicillium marneffei 
Aspergillus clavatus Aspergillus oryzae Pyrenophora tritici-repentis Neosartorya fischeri Magnaporthe 
grisea Schizosaccharomyces pombe เป็นตน้  (เขา้ถึงไดจ้าก :www.ncbi.nlm.nih.gov วนัท่ีคน้ขอ้มูล:  
16 มีนาคม 2554) 
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บทที ่3 
 

                   
 
3.1 เช้ือและการเพาะเลีย้งเช้ือ 

3.1.1 ราเอนโดไฟท ์
ราเอนโดไฟทท่ี์ใชต้ลอดการทดลองน้ีเป็นรา Aspergillus terreus และรา Acremonium nigricans 

ซ่ึงเป็นราท่ีมีลกัษณะเส้นใยสีขาว ฟู สร้างสปอร์เป็นจุดสีด า มีความสามารถในการสร้างสารหอม 2-AP 
ในอาหารสังเคราะห์สูตร Syn18 (Apintanapong, 1998) ไดดี้ 
 การเล้ียงราดงักล่าว เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB (Potato Dextrose Broth) (HIMEDIA, India) ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ไวส้ าหรับเตรียม genomic DNA ของ A. 
nigricans เพื่อใชใ้นการท า Southern Hybridization ในขั้นตอนต่อไป 
 

3.1.2 พลาสมิด 
  ล         ล               ล          ล      pZErOTM-   ec or         ล     Zero 
BackgroundTM/Kan Cloning Kit (Invitrogen, U.S.A.) 
 

3.1.3 DNA marker 
 DNA marker ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีเป็น Lambda DNA (Fermentas, Canada) /HindIII/EcoRI 
marker ซ่ึงเตรียมมาจากการตดัดว้ยเอนไซม ์HindIII และ เอนไซม ์EcoRI บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเติมสารละลาย 6X loading dye ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ใชเ้ป็น molecไมโครลิตรar weight marker ท่ีช่วงขนาด 560 bp จนถึงขนาด 21.23 kb 
 

3.1.4 การเตรียม DNA Probe ส าหรับยนี Betaine aldehyde dehydrogenase (badh) 
DNA Probe                               PCR product ของยีน badh ของรา A. nigricans       96 

bp เตรียมไดจ้ากการ amplify ช้ินส่วนของยีน badh ดว้ย          badh 23(F) ซ่ึงมีล าดบัเบสเป็น 5’-CCC 
ACG ATT GCC AAG GTT TC-3’  ละ badh 24(R) ซ่ึงมีล าดบัเบสเป็น 5’-AGT GGT GTT TGC CCG 
CTT CA-3’ ดว้ยวิธี  o  mera e   ain  eac ion              DNA        100 ng 10X buffer 2.5 
ไมโครลิตร dNTP ความเขม้ขน้ 10 mM 0.5 ไมโครลิตร                           mo            ละ   
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     ล     ละ DNA Taq  o  mera e    5                             ล                     
             9        ล                     9         ล              5       ล              ละ 
         ล                                        ro  c          Agarose gel electrophoresis 

         ro  c                        badh 23         badh  4           A. nigricans 
                       ล                  ะ                         PCR Product          
          ล   microcen ri   e                     ะ       ล     QIAEX II Gel Extraction  
 i                                      ล                                           ล   
(QIAGEN) 
 
ล            Probe       96        
CCCACGATTGCCAAGGTTTCCTTCACAGGCCAGGTGTCCACCGGAATGAAGGTTGCTGGTT
CTGCCGCCGGCAACATGAAATACGTGACCATGGAGCTTGGAGGCAAGAGTCCCCTCATCG
TTCTTCCTGACGCCGATTTGGATAATGCCGTGGATGGTGCGATGATGGCCAACTTCTACAG
CACTGGCCAGGTCTGTACCAACGGTACCCGTGTTTTTGTTCCCTCGAGCATGAGGGCTGCT
TTCGAGAAGCGCCTCTTGGAGAAGATGCAGTACATCCGCCCCGGACCTTTGTTCGACGAAG
CCACAAACATGGGGCCCCTGAGCTCAGCCGTCCACATGGAGAAGGTGGCCTCCTATATCC
GCCACGGAATCGAGACGGACAAGGCCACCCTTCTATATGGTGGGCTGGGCAAGCCGCAAG
TCCCCAAGGACTTGGAAAGCGGATACTGGGTCCGTCCTACTGTCTTCACTGACTGCACGGA
TGACATGCGCATCGTCAAGGAGGAGATTTTCGGTCCTGTGATGTCTATCCTCTCTTACGAG
ACGGTCGAGGAGGCGGTGAAGCGGGCAAACACCACTGAGCTGGGCCTGGC 

 
             genomic DNA (Sambrook   ะ ณะ, 1989) 

      DNA      ลล     A. nigricans                  o a o  e  ro e bro         
  i e ia   n ia     ะ ล                                                         ล                  
 6             เป็นเวลา 3 วนั จากนั้นกรองแยกไมซีเลียมออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้แห้งและแช่แข็ง
ดว้ยไนโตรเจนเหลวเพื่อป้องกนัการ lysis ของเซลล์ บดเซลล์ท่ีแช่แข็งให้ละเอียด              extraction 
b   er          ก       ลล ล                                              proteinase K (50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร          งน ้ า                  6        ล            ล               
  eno  c  oro orm i oam   a co o                                                   
                                                              ล                   
      ละล                ล   ล               RNaseA (50 ไมโครกรัมต่อมิลิลิตร                 
         ล          6              eno  c  oro orm i oam   a co o                                
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                                                                                 ล                   
      ละล                ล   ล               c  oro orm i oam   a co o                   
                                                                                   
      ละล               ะ    DNA        o ro ano                                         
                                                                                      ล           
ล    ะ            e  ano              ะ                 ละล   ะ             eioni e  
   ะ   ละล                       วดัความเข้มข้นของ genomic DNA ท่ีได้ด้วยเคร่ือง 
Spectrophotometer รุ่น NANODROP1000 (Thermo Scientific, U.S.A.)                         
                   -         ล      
 
3.3 การสกัด DNA ให้มีความบริสุทธ์ิด้วยชุดสกัด QIAEXII Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
U.S.A) 

ชุดสกดัดงักล่าวมีความเหมาะสมกบัการสกดัช้ิน DNA ท่ีมีขนาดอยูใ่นช่วง 40-50 กิโลเบส ซ่ึง
การสกดั DNA ดว้ยชุดสกดัดงักล่าวมีขั้นตอนดงัน้ี 

3.3.1 ตดัแถบ DNA ท่ีตอ้งการออกจากเจลดว้ยมีดผา่ตดัท่ีสะอาด ใส่ลงในหลอด microfuge และ
ชัง่น ้าหนกัเจล 

3.3.2 เติมบฟัเฟอร์ QX1 ปริมาตร 3 เท่าต่อเจล 1 เท่า 
3.3.3 เติมสาร QIAEXII ลงไปในเจลท่ีละลายในบฟัเฟอร์แลว้ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลว้ผสม

ใหเ้ขา้กนั 
3.3.4 บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้เจลละลายและจบั DNA ไดดี้ ผสม

ให้เขา้กนัโดยการ vortex ทุกๆ 2 นาที เช็คสีของสารละลาย หากสีของสารละลายเปล่ียนเป็นสีส้มหรือสี
ม่วง ให้เติม 3 M Sodium acetate, pH 5.0 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนั สารละลายจะ
เปล่ียนเป็นสีเหลือง ซ่ึงเป็นช่วง pH ท่ีเหมาะสมในการจบั DNA 

3.3.5 ท าการป่ันเหวีย่งตวัอยา่งเป็นเวลา 30 วนิาที แยกเอาสารละลายส่วนใสทิ้ง 
3.3.6 ล้างตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ QX1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และล้างต่อด้วยบฟัเฟอร์ PE 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่ออีกสองรอบ ปล่อยใหต้ะกอนแหง้ประมาณ 10-15 นาที 
3.3.7 เติมน ้าท่ีปราศจากไอออน ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ละลายตะกอนจนหมด บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียสประมาณ 5-10 นาที  
3.3.8 ป่ันเหวี่ยงสารละลายดงักล่าวประมาณ 30 วินาที แยกเอาเฉพาะ DNA (สารละลายใส

ส่วนบน) อยา่งระมดัระวงั แลว้จึงน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป  
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3.4 การเตรียม template DNA เพือ่ท า Genomic DNA library 
 

3.4.1     genomic DNA              00                                           
com  e e  i e  ion             BamHI HindIII XhoI EcoRI  ละ    combina ion en  me         
XhoI/HindIII  ละ EcoRI/HindIII                             100                    20  
     ล                                 ล            ล             ล         หยุดปฏิกริยาตามความ
เหมาะสมของเอนไซมท่ี์ใช ้
 3.4.              genomic DNA                  6                             agarose gel 
electrophoresis                genomic DNA              เพื่อให้มัน่ใจวา่การ                  ล   
เกิดข้ึนสมบูรณ์จริง 

3.4.3      enomic                          re  ric ion en  me       (ความเขม้ขน้ 10 ยูนิต  
                ล            มาตกตะกอน                             และแยกขนาดดว้ยวิธี Agarose 
gel electrophoresis โดยใช ้ 0.6% Agarose gel (Gene  re      aro e    ain                       
                        6   โ วลต์        ล   6                ก า รแยก ช้ินของ      
                          ะ        e   oc men a ion     n ene            ะ    ล           
 ล        ท าสัญญลกัษณ์ตามต าแหน่งของ lambda DNA/HindIII/EcoRI mar er  ละ      ง DNA ท่ี
แยกเป็นช้ิน     ละ     เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบของแถบ DNA ท่ีตอ้งการ 
 
3.5 การท า Southern Hybridization 

        o   ern   bri i a ion ดว้ยวิธี DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
 i        บริษทั  oc e   ะ           ซ่ึงเป็นชนิด Random primed DNA ซ่ึงติดฉลากดว้ย dioxigenin-
dUTP, alkaline-labile และตรวจสอบดว้ยน ้ ายา CSPD ซ่ึงเป็น chemiluminescence substrate สารเคมีท่ีใช้
ในการท า hybridization บอกวธีิเตรียมไวใ้นภาคผนวก ก ขั้นตอนการท า southern hybridization มีดงัน้ี 

 
3.5.1 การติดฉลากบน DNA 
Template DNA ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม เติมน ้ ากลัน่ปราศจากไอออนให้ปริมาตรรวมเท่ากบั 

16 ไมโครลิตร แลว้ตม้สารละลายดงักล่าวในน ้าเดือดประมาณ 10 นาที จากนั้นน ามาแช่ในอ่างน ้ าแข็งโดย
ทนัที เติม DIG-High Prime ลงไปปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการใชปิ้เปตดูดข้ึนลงอยา่งเบา 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หยุดปฏิกริยาโดยการบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที 
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3.5.2 การถ่ายโอน DNA ลงบนแผน่เมมเบรน 
  ล      จากขอ้ 4.1.3           e  ri ica ion                                      ล          

               โดยเปล่ียนสารละลาย    5                       ล    ล              ori on a  
  a in    a e           ล ล     ล         ล    ีีี ่ ะ            Denaturation solution (1.5M NaCl, 
0.5M NaOH) ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที พร้อมเขยา่อยา่งเบาตลอดเวลา  หลงัจากนั้นลา้งเจลท่ีตรึง 
DNA อยู่ด้วยน ้ ากลั่นท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว         ท่ีตรึงอยู่ด้วย  ล ีีี่ได้มาทาบ
ล               ชนิด N positive (+) charge nitrocellulose membrane (Amersham, UK) ท่ีถูกท าให้
อ่ิมตวัดว้ยสารละลาย 10X SSC transfer DNA จากเจลไปยงัแผน่เมมเบรนดว้ยวิธี Vacuum blot จนกว่า 
DNA จะถูกถ่ายไปยงัแผน่เมมเบรนทั้งหมด                  มี DNA อยู ่     cro    in               
     ตรึง DNA ให ้                  

 
3.5.3 การท า Hybridization 
การท า Hybridization ท าไดโ้ดยเร่ิมจากการท า prehybridize เมมเบรนโดยการอุ่น DIG Easy Hyb 

(granule) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นเทลงบนเมมเบรนท่ีไดจ้ากขอ้ 5.2.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท า DIG-labeled probe ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 5.1 ให้เสียสภาพท่ี 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้บ่มท่ี 0 องศาเซลเซียสโดยทนัที เติม DIG-labeled probe ความเขม้ขน้ 25 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ของ DIG Easy Hyb (DIG Easy Hyb 3.5 มิลลิลิตรต่อเมมเบรน 100 ตาราง
เซนติเมตร) ผสมให้เขา้กนั ระวงัไม่ให้เกิดฟอง เติมส่วนผสมดงักล่าวลงไปแทนส่วนท่ีเป็น prehybridize 
หลงัจากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (ไดจ้ากการค านวณตามสูตรด้านล่าง) ซ่ึงเท่ากบั 45 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
               ะ             bri i a ion                    
Hybridization temperature (Tm) = 49.82 + 0.41 (% GC content) -     /        probe (bp))  
 

3.5.4 การตรวจสอบการท า Hybridization 
หลงัจากท า Hybridize ครบ 24 ชัว่โมงแลว้ ลา้งเมมเบรนดว้ยสารละลาย 2X SSC, 0.1% SDS ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที สองคร้ัง แลว้ลา้งต่อดว้ย 0.5X SSC, 0.1% SDS ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที สองคร้ัง หลงัจากนั้นลา้งเมมเบรนดว้ย washing buffer (1X) 5 นาที ต่อ
ดว้ย blocking solution (1X) 30 นาที แช่เมมเบรนใน antibody solution (1X) 30 นาที ลา้งดว้ย washing 
buffer เป็นเวลา 15 นาที 2 คร้ัง แช่คร้ังสุดทา้ยใน detection buffer เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นประกบแผ่น
เมมเบรนดว้ยพลาสติกใส หยดสารละลาย CSPD ใหท้ัว่แผน่ อยา่ให้เกิดฟองอากาศ ทิ้งไวป้ระมาณ 5 นาที 
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บ่มแผ่นเมมเบรนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีไม่ให้มีแสงสว่าง ประกบฟิล์มใช้เวลา
ประมาณ 15 นาที แลว้ท าการลา้งฟิลม์ 

   
3.6 การเตรียม DNA เพือ่ใช้ในการโคลนนิง 

หลงัจากการตรวจสอบการท า Hybridization ดว้ยการวิเคราะห์ฟิล์มท่ีไดจ้ากขอ้ 5.4 แลว้ จะพบ
ต าแหน่งของช้ินยีนบน genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีคาดวา่จะเก่ียวขอ้งกบัยีนท่ีสร้างสารหอมได้
ปรากฎอยู ่จากนั้นท าการเตรียม DNA ตั้งแต่ขอ้ 2 จนถึงหวัขอ้ 4.3 อีกคร้ัง ทาบเจลให้พอดีกบัฟิล์มท่ีผา่น
การท า  o   ern   bri i a ion      ล               DNA ท่ีคาดวา่จะมีช้ินยีนท่ีตอ้งการ          
        ล               QIAEXII Gel Extraction Kit และวดัความเขม้ขน้ของ DNA ท่ีไดด้ว้ย 
Spectrophotometer รุ่น NANODROP1000 (Thermo Scientific, U.S.A.) 

 
3 7    โคลนนิง 

3.7.1 การ               
น าพลาสมิด pZEroTM-2 ซ่ึงใชเ้ป็นเวคเตอร์ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 4 มาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

(restriction enzyme) ชนิดเดียวกบัท่ีตอ้งการน าไปเช่ือมต่อกบั insert DNA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาตามความเหมาะสมของเอนไซมท่ี์ใช ้ 
 

                competent cell 
    ล      ลล  Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, U.S.A.)             ล            ria 

 er ani  ro          iomar    n ia              ลล ล                                             
      ล                                    ล   6          

2. ถ่ายเช้ือท่ีได ้1   ลล ล       ล                          ลล ล    
                                              ล                                    ล            
                ลล               OD560   ะ       -0.4  

              เซลล ์                                            ล            ล          
       ละล                

          ละล   TFB                           ลล ล    
ล   ละล   ะ                                                                                
      ล            ล                 ละล                

          ละล   TFB                            ลล ล    
ล   ละล   ะ                              บ่มท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส   ะ            
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        ล   microcen ri   e                            ล ล                    -         ล      
             

 
3 7 3    เช่ือมต่อเวคเตอร์และ insert DNA (ligation) 
   เช่ือมต่อ ะ          in er       ละ ล                   ic   en                              

insert DNA    ล                                                           in er       
            ligate ซ่ึงข้ึนอยูก่บัความยาวของช้ิน in er            สูตรต่อไปน้ี 
 

            (ng) = 2 x                 insert DNA (bp)) x 100 / 3297 
 
ผสม digested pZErOTM-2 vector 1      ล  ร กบั digested insert DNA ท่ีไดจ้ากสูตรการ

ค านวณดา้นบน และ     i a ion b   er        ล    เติม T4 DNA ligase (4000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตร        ล    และ Deionized water ให้ครบ                   ล        ligation solution 
ทั้ง         ปิเปต (pipe  e      ล      ชา้ๆ                 6       ล            ล                 
purified ligation solution ตามวธีิของ        QIAEXII Gel Extraction Kit (QIAGEN, U.S.A) 
 

3 7 4      ran  orma ion 
        i a ion  o   ion ล    Escherichia coli TOP10 competent cel  com e en  ce           

         ล    โดยใชป้ลายปิเปต                   ชา้ๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส       ล     
     

    ำ  ea    oc        บ่มในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ                     ล            ล  9  
       

                        9        ล                                                
      ล                                    ล          

4. ถ่าย transformation solution ลง       แขง็           anam cin                ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยการท า spread plate technique บ่มเช้ือ                     ล            ล   6          

 
               ล        
คดัเลือกโคโลนีท่ีเกิดบนจานอาหารเล้ียงเช้ือจากขอ้ 5.4.4 โดยเลือกโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนจาน

อาหาร LB agar มาสกดั พลาสมิดและตรวจสอบดว้ยวิธี Agarose gel electrophoresis เพื่อให้แน่ใจวา่เป็น
โคลนท่ีตอ้งการท่ีแทจ้ริง 
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                           Alkaline lysis method 
 ล    เซลล ์E. coli ท่ีมี ล      pZErOTM-   ec or           ria  er ani   ar        iomar   

 n ia         anam cin                ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร                         ล            ล  
 6                     ล         (single colony) น า   ล        ท่ีได ้          ria  er ani  ro         
 anam cin                ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร                         ล                   
                 ล            จากนั้น                                              ล         
                      solution I (ภาคผนวก ก                          ล                       
solution II (ภาคผนวก ก                                        ล     ล   ล               
               ะ                solution III (ภาคผนวก ก                             ล    
                                        ะ           หลงัจากนั้นน าไป                              
                 ล            ะ    DNA ท่ีได้     i o ro ano                             
                                              ะ            น าไป                         ,    
                 ล         ล    ะ                ล  ล    ล                             ล    
                                               ล         แลว้ล    ะ   คร้ังท่ีสอง        ล  ล    ล  
10                              ล                                                   ล         
ละล   ะ                   กลัน่ปราศจากไอออน  ะ            ล        ดว้ย RNase A (50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เพื่อก าจดั RNA ท่ีไม่ตอ้งการออกไป                         ล            ล  
              ล                        A aro e  e  e ec ro  ore i   ละ                  
 ล                
 
3 9    หาล าดับเบส (DNA sequencing) 

เตรียมพลาสมิดท่ีมีช้ิน insert DNA เช่นเดียวกบัการสกดัพลาสมิดตามขอ้ 8 ท าการตรวจสอบ
โคลนท่ีไดด้ว้ยการตดัดว้ยเอนไซมเ์พื่อยืนยนัขนาดของช้ิน insert DNA และตรวจสอบดว้ย Agarose gel 
electrophoresis โดยเตรียมพลาสมิดท่ีมีช้ิน insert DNA ให้มีความเขม้ขน้ประมาณ 1 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร หาล าดบัเบส และวิเคราะห์ผลล าดบัเบสดงักล่าวโดยการเทียบกบัฐานขอ้มูลล าดบัเบสจาก
เวบ็ไซต ์http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
 
 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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บทที ่4  
 

ผลการวจิัย 
 

4.1 การเตรียม genomic DNA ทีม่ีความสมบูรณ์ 
  

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.1 Genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีสกดัได ้(A-J) 
 
 
 
 
ตารางท่ี 4.1 ค่าความเขม้ขน้และค่า Purity ของ genomic DNA  
ท่ีสกดัได ้

 
เตรียม genomic DNA ท่ีมีความสมบูรณ์จากรา Acremonium nigricans ได ้genomic DNA ตามรูป

ท่ี 4.1 (เลน A –J) โดยการวิเคราะห์ DNA ท่ีไดด้ว้ยเคร่ือง Spectrophotometer พบค่าความเขม้ขน้และค่า 
purity ดงัแสดงในตารางท่ี 1 ความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิของ genomic DNA ท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีอยู่
ในเกณฑท่ี์ยอมรับได ้และมีความบริสุทธ์ิเพียงพอต่อการน าไปใชใ้นงานในขั้นต่อไป (OD260/280 อยูใ่นช่วง 
1.7-2.0) ซ่ึงจากตวัอยา่ง A-J นั้นสามารถน าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไปไดทุ้กตวัอยา่ง  

 
4.2 การเตรียม complete genomic DNA library  

ท า DNA ท่ีไดใ้ห้บริสุทธ์ิดว้ยชุดสกดั QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit จากนั้น DNA ท่ี
บริสุทธ์ิแลว้จะถูกน ามาตดัด้วยเอนไซม์แบบไม่สมบูรณ์ (partial digestion) เพื่อคดัเลือกขนาดดว้ย

เลนท่ี 
ความเขม้ขน้ Purity 
(ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร) OD260/280 

A 1.06 1.82 

B 1.08 1.81 

C 1.21 1.74 

D 1.26 1.86 

E 1.30 1.73 

F 1.39 1.88 

G 1.24 1.76 

H 1.32 1.95 

I 0.83 1.70 

J 1.48 1.72 
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เอนไซม ์ให้มีขนาดของ DNA ประมาณ 10-21 กิโลเบส (รูปท่ี 4.2) เพื่อให้สามารถบรรจุลงไปในเฝจ
ท่ีเลือกไวใ้นขั้นตอนต่อไปได ้ในการทดลองน้ีใช้เอนไซม์ BfuCI ความเขม้ขน้ 0.8 ยูนิต ต่อ genomic 
DNA 100 ไมโครกรัม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ซ่ึงให้ส่วนปลายที่ถูกตดั
ด้วยเอนไซม์ดงักล่าวมีนิวคลีโอไทด์เป็น GATC จากนั้นเตรียมช้ิน partial genomic DNA ที่ได้ด้วย
การเติมเบส A และ G (partial fill-in) โดยใช้ Klenow Fill-in Kit (Stratagene, U.S.A.) (ภาคผนวก 
ข) เพื่อที่จะใช้จบักบัส่วนปลายที่เป็น A และ G ให้เหลือส่วนที่เป็น T และ C ไวใ้นการเช่ือมต่อกบั
เวคเตอร์ Lambda phage จากชุด Lambda FixII/XhoI partial fill-in vector kit (XhoI/GigapackIII 
XL Packaging Extract) (Stratagene, U.S.A.)  ซ่ึงเฝจดงักล่าวถูก predigested ด้วยเอนไซม์ XhoI มา
ก่อนท าให้ส่วนปลายของเฝจมีนิวคลีโอไทด์เป็น C และ T เหลืออยู่  

 
 
                                                                      
                                                               
 
 
 
 
 
 
 
รูป 4.2 Partial digestion genomic DNA ของรา A. nigricans ด้วยเอนไซม์ BfuCI (A) เทียบกบั 
marker Lambda/HindIII/EcoRI (M) 

 
หลงัจากท าการเช่ือมต่อ (ligate) ช้ิน DNA กบัเฝจ Lambda FixII/XhoI แล้วจึงน าเขา้สู่

แบคทีเรีย (ภาคผนวก ข) ตรวจสอบโคลนที่ได้ (titering) โดยดูจากจ านวน plaque ที่เกิดข้ึน ซ่ึงจาก
การทดลองมาถึงขั้นตอนน้ีไม่พบ plaque เกิดข้ึนเลยและผลทดสอบชุดควบคุม (control) ให้ผลไม่
ตรงตามเกณฑ์ที่ได้มีการอา้งอิงไว ้ (รูป 4.3) ซ่ึงจากเลนที่ 5 และ 6 เป็นส่วนของชุดควบคุมที่มีการ
เติมเบส A และ G ลงไปที่ปลายทั้งสองด้านของ DNA นั้น เมื่อน ามาต่อกนัด้วยเอนไซม์ T4 DNA 
ligase ตามขั้นตอนในคู่มือตอ้งไม่สามารถเช่ือมต่อกนัเป็นวงได้ แต่ผลท่ีได้กลบัให้ผลท่ีแตกต่างกบัท่ี
ระบุไวใ้นคู่มือที่ควรจะมีลกัษณะเหมือนกบั  pUC19/BamHI-digested control DNA ในเลนที่ 4 ใน

21 kb 
10 kb 

21.23 kb 
4.98 kb 
1.90 kb 
0.86 kb 

M          A 
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งานวิจยัน้ีจึงเปล่ียนจากการท า genomic library มาเป็นการท า partial genomic DNA library ของช้ินยีน
เฉพาะท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอมแทน  
 
4.3 การเตรียม Partial DNA library  

ท า Partial library ดว้ยการเตรียม genomic DNA ของรา A. nigricans ท า DNA ท่ีไดใ้ห้บริสุทธ์ิ
ดว้ยชุดสกดั QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit จากนั้น DNA ท่ีบริสุทธ์ิแลว้ท่ีมี           เท่ากบั 
100           จะถูกน ามา   แบบ complete digestion                                  BamHI 
HindIII XhoI Eco    ละ    combina ion en  me         XhoI/Hin      ละ EcoRI/HindIII 
                            100                   ทั้งหมด 20       ล    ดงัแสดงให้เห็นใน
แถบ DNA ของแต่ละเลน (รูปท่ี 4.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 Genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ี               HindIII (1) EcoRI (2) XhoI (3) BamHI 
(4) EcoRI/HindIII (5) และ XhoI/HindIII (6) 
 
4.3.1 การคน้หายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-AP จาก genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูก
ตดัดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ แบบสมบูรณ์  

ท าการคดัเลือกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-AP ซ่ึงตอ้งการทราบวา่อยูบ่น fragment ใด
ของ genomic DNA ของรา A. nigricans จึงน า genomic DNA ท่ีไดไ้ปตดัดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ แบบ
สมบูรณ์ ตรวจสอบ DNA ดว้ย 0.7% Agarose gel electrophoresis ท่ี 60 โวลต ์เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยใช ้
DNA probe ส าหรับยีน badh       96 b  ท่ีไดจ้ากหวัขอ้ 3.1.4 ในการวิเคราะห์ดว้ยการท า Southern 
Hybridization แสดงแถบ positive signal ท่ีพบช้ินยีนท่ีสามารถจบักบัโพรบได ้และปรากฎบนแผน่ฟิล์ม
ทั้งหมดจ านวน 14 ช้ิน (รูปท่ี 4.4) แถบ A เป็น Lambda/HindIII/EcoRI marker ซ่ึงบอกต าแหน่งชิ้น 

   1          2         3          4          5          6 

   1           2         3         4          5           6 
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DNA บนเจล จากการท าเคร่ืองหมายบนแผ่นพลาสติกไวแ้ละน ามาทาบทบัแผ่นฟิล์ม จะท าให้ทราบ
ถึงต าแหน่งของ DNA บนแผ่นฟิล์มที่ผ่านการท า Southern Hybridization (ไม่แสดงบนแผ่นฟิล์ม
ดงักล่าวเน่ืองจากไม่มีส่วนใดจบักบั DNA probe ได)้ แถบ B เป็น genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ี
ตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI พบบริเวณ positive signal จ  านวน 1 แถบ ขนาด 10 kb แถบ C เป็น genomic 
DNA ของรา A. nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI/HindIII พบบริเวณ positive signal จ  านวน 3 แถบ 
ขนาด 4.5 kb 3.7 kb และ 1.7 kb แถบ D เป็น genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์
HindIII พบบริเวณ positive signal จ  านวน 1 แถบ ขนาด 10 kb แถบ E เป็น genomic DNA ของรา A. 
nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI พบบริเวณ positive signal จ  านวน 4 แถบ ขนาด 17 kb 4.5 kb 4.2 kb 
และ 1.7 kb แถบ F เป็น genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI พบบริเวณ positive 
signal จ  านวน 4 แถบ ขนาด 12 kb 8 kb 7 kb และ 6 kb ตามล าดบั สุดทา้ยแถบ G เป็น genomic DNA ของ
รา A. nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI/HindIII  พบบริเวณ positive signal จ  านวน 1 แถบ มีขนาด 4 kb 
และแถบ H เป็นโพรบท่ีใชใ้นการทดลอง 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.4 Positive signal บน Southern blot analysis จาก genomic DNA ของรา A. nigricans ท่ีตดัดว้ย
เอนไซมแ์บบสมบูรณ์ชนิดต่างๆ Lambda/HindIII/EcoRI marker (A) genomic DNA ของรา A. 
nigricans ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI (B) XhoI/HindIII (C) HindIII (D) XhoI (E) EcoRI (F) 
EcoRI/HindIII (G) และ DNA probe (H) 

 

DNA probe 

A  B  C  D  E  F  G       H   

21.2 kb 

5.1 kb 
4.2 kb 

2.1  kb 
1.9 kb 
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 โดยต าแหน่งแถบท่ีเป็น positive signal ดงักล่าวคาดว่าน่าจะมีส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัยีน badh 
เน่ืองจาก DNA probe ท่ีใชมี้ความจ าเพาะเจาะจงกบัยีน badh ในราดงักล่าว แต่ในแถบ positive signal 
บางแถบท่ีเห็นผลไม่ชดัเจน หรือปรากฎแถบไม่ชดัเจน คาดวา่ DNA probe อาจจบัไดเ้พียงบางส่วนของ
ยีน ซ่ึงยีนท่ีไดอ้าจเป็น homologous กนักบัยีน badh ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซมห์รือโปรตีนในกลุ่ม
เดียวกบั badh ดงันั้นเม่ือทราบต าแหน่งท่ีแน่นอนของช้ิน DNA ท่ีมียีนท่ีตอ้งการแลว้ ท าซ ้ าขั้นตอนการ
เตรียม partial DNA library อีกคร้ัง โดยการน า genomic DNA ไปตดัดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ แบบสมบูรณ์
ภายใตส้ภาวะเดียวกบัการท า Southern Hybridization จากนั้นน าเจลท่ีมีช้ิน DNA ท่ีตอ้งการมาทาบดว้ย
แผน่พลาสติกท่ีท าสัญลกัษณ์บริเวณต าแหน่งของช้ิน DNA ท่ีตอ้งการไว ้จากนั้นตดัเจลบริเวณท่ีมี DNA ท่ี
ตอ้งการอยูอ่อกมา สกดัช้ิน DNA ท่ีตดัไดใ้ห้บริสุทธ์ิดว้ยชุดสกดั QIAEX II Gel Extraction Kit และ
ตรวจสอบดว้ยวิธี Agarose gel electrophoresis ตกตะกอน DNA เพื่อให้มีปริมาณเพียงพอต่อการน าไปใช้
งานในขั้นตอนต่อไปโดยการท า purification ดว้ยชุดสกดั QIAEXII Agarose Gel Extraction Kit เพื่อให้มี
ความบริสุทธ์ิมากข้ึนและตรวจสอบช้ิน DNA ดว้ยวธีิ Agarose gel electrophoresis อีกคร้ังหน่ึง  
 
4.3.2 การโคลนนิง 

ช้ิน insert DNA ท่ีเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิด pZEroTM-2 เรียบร้อยแล้วจะน าไปท าการ 
transformation เขา้สู่ Escherichia coli TOP10 competent cell เล้ียงบนอาหาร LB ท่ีมี kanamycin เพื่อใช้
คดัเลือกโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบน selective media ได ้นบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหาร 
(ตารางท่ี 4.2) ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI แสดงแถบ positive signal ขนาด 10 kb แต่เม่ือน ามา
ท าการโคลนกลับไม่ปรากฎโคโลนีบนอาหาร เน่ืองจากช้ิน DNA อาจมีขนาดใหญ่มากเกินไปท่ีจะ
สามารถโคลนเขา้ไปในเวคเตอร์ได ้ท าให้ไม่สามารถเจริญบน selective media ได ้ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ย
เอนไซม ์ XhoI/HindIII พบแถบ positive signal ขนาด 4.5 kb มีจ านวน 15 โคโลนี ส่วนขนาดช้ิน 3.7 kb 
และขนาด 1.7 kb พบมากกวา่ 300 โคโลนี ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ HindIII พบโคโลนีบนอาหาร
จ านวน 3 โคโลนี ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์  XhoI มีช้ิน DNA ขนาด 17 kb ไม่พบโคโลนีบนจาน
อาหาร ส่วนช้ิน DNA ขนาด 4.5 kb พบจ านวน 20 โคโลนี ช้ิน DNA ขนาด 4.2 kb พบจ านวน 15 โคโลนี 
และช้ิน DNA ขนาด 1.7 k พบมากกวา่ 300 โคโลนี ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ EcoRI พบช้ิน DNA ท่ี
เป็น positive signal จ  านวน 4 ช้ิน เป็นช้ิน DNA ขนาด 12 kb ไม่พบจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร ช้ิน 
DNA ขนาด 8 kb พบจ านวน 3 โคโลนี ช้ิน DNA ขนาด 7 kb พบจ านวน 2 โคโลนี และช้ิน DNA ขนาด 6 
kb พบจ านวน 8 โคโลนี ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ EcoRI/HindIII แสดงแถบ positive signal ของช้ิน 
DNA ขนาด 4 kb พบจ านวน 30 โคโลนี จากผลการวิจยัน้ีเห็นไดว้า่เวคเตอร์ pZEroTM-2 ซ่ึงมีขนาด 3.3 kb 
สามารถรับช้ิน DNA ขนาดเล็กกวา่ 4 kb ไดดี้ แต่หากช้ิน DNA มีขนาดใหญ่กวา่ 4 kb ประสิทธภาพการ
รับช้ิน DNA ของเวคเตอร์ก็ลดลงตามล าดบั และเห็นไดว้า่ขนาด DNA ท่ีใหญ่กวา่ 8 kb ก็ไม่สามารถพบ
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โคโลนีบน selective media ไดแ้ลว้ แสดงให้เห็นวา่ในงานวิจยัน้ีพลาสมิดดงักล่าว สามารถรับช้ิน DNA 
ไดข้นาดใหญ่กวา่ประมาณ 2.4 เท่า 
 
ตารางท่ี 4.2 จ านวนโคโลนีท่ีไดจ้ากวธีิ transformation ของช้ิน DNA ขนาดต่างๆ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.5 ตวัอยา่ง DNA ของยีนท่ีโคลนได้
จากช้ิน insert DNA ขนาด 4.5 กิโลเบสท่ี
ตัดด้วยเอนไซม์ XhoI/HindIII (บริเวณ
ลูกศรช้ี) 

 

เอนไซม์ 
ขนาด DNA 

จ านวนโคโลนี 
(kb) 

BamHI 10 - 

  4.5 15 

XhoI/HindIII  3.7 >300 

  1.7 >300 

HindIII 10 3 

XhoI 

17 - 

4.5 20 

4.2 15 

1.7 >300 

EcoRI 

12 - 

8 3 

7 2 

6 8 

EcoRI/HindIII  4 30 

3.3 kb 
 

21.2 kb 
 

5.1 kb 
 

 M       A         B         C        D         E       F 
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การตรวจสอบให้แน่ใจว่าเป็นโคลนท่ีตอ้งการอย่างแทจ้ริงสามารถท าได้โดยการสุ่มโคโลนีท่ี
ไดม้าสกดัพลาสมิด จากนั้นน ามาตดัดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวกบัท่ีตดัช้ิน DNA ในตอนแรก แลว้ตรวจสอบ
ดว้ยวิธี Agarose gel electrophoresis ดงัแสดงตวัอยา่งในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงแถบ A ถึง F เป็นการสกดัพลาสมิด 
จากโคโลนีท่ีเกิดข้ึนจากช้ิน DNA ขนาด 4.5 kb ท่ีตดัด้วยเอนไซม์ XhoI/HindIII โดยพบจ านวน 15 
โคโลนี สุ่มมาสกดัพลาสมิดจ านวน 6 โคโลนี ตรวจสอบดว้ยวิธี Agarose gel electrophoresis พบวา่แถบ 
C พบส่วนท่ีเป็นพลาสมิด (ขนาด 3.3 kb) และส่วนท่ีเป็นช้ิน insert DNA (ขนาด 4.5 kb) ส่วนแถบ B และ 
D พบเฉพาะส่วนพลาสมิด ไม่พบช้ิน insert DNA แถบ A คลา้ยกบัเป็นพลาสมิดท่ีตดัดว้ยเอนไซมไ์ม่ขาด 
ส่วนแถบ E ไม่เห็นแถบใดๆปรากฎอยูเ่ลย และแมว้า่แถบ F จะเห็นแถบสองแถบ โดยแถบล่างน่าจะเป็น 
พลาสมิดเน่ืองจากมีขนาดเท่ากบัพลาสมิดท่ีใชใ้นการทดลอง แต่แถบดา้นบนมีขนาดเพียงไม่เกิน 4 kb จึง
แน่ใจวา่ไม่ใช่ช้ิน insert DNA ท่ีตอ้งการ   
 
4.4 การหาล าดับเบสของยนีทีโ่คลนได้ 

ส่งช้ินยีนไปวิเคราะห์หาล าดบัเบสจ านวนทั้งหมด 6 ช้ินไดแ้ก่ ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์
EcoRI/HindIII ขนาด 4 kb ช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI ขนาด 8 kb และ 6 kb ช้ิน DNA ท่ีถูกตดั
ดว้ยเอนไซม ์XhoI/HindIII ขนาด 4.5 kb และ 3.7 kb และช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI ขนาด 1.7 
kb ไดผ้ลการวิเคราะห์มาจ านวน 2 ช้ินยีน โดยเป็นช้ินยีนขนาด 4.5 kb ซ่ึงเป็นยีนของ DNA ท่ีถูกตดัดว้ย
เอนไซม ์XhoI/HindIII และยีนขนาด 1.7 kb ซ่ึงเป็น DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI โดยช้ินยีนท่ีถูกตดั
ดว้ยเอนไซม ์XhoI/HindIII มีขนาดทั้งหมด 4673 เบสและมีล าดบัเบสดงัน้ี 

 
     TGCTCGAGTC ACACGTCCAG CTGATTCGAA AAGGAAACTC TCGACTATCT CCGGGACTCT        60 

     CCACGCTTCA ACGGCGCGAG TGGAGTCATT GATATTCCTG CTGCCATGGC TGAGATTACA       120 

     ATCTATACTG CTGCACGCGC GTTGCAGGGC GAGGAGGTCC GCAAGAAGCT CACGGCAGAG       180 

     TTCGCTGAAC TGTACCACGA TCTAGACAAG GGATTCAGCC CCATTAACTT CATGCTCCCT       240 

     TGGGCTCCAT TGCCGCACAA CCGGAAGCGT GATGCTGCTC ATGCTCGGAT GAGAGAAATC       300 

     TACACGGACA TTATCAACGA ACGACGCAAG AACCCAGACG AGGAGAAGTC AGACATGATC       360 

     TGGAATCTGA TGCATTGCAC CTACAAGAGT GGCCAGCCGG TCCCGGACAA AGAGATTGCT       420 

     CACATGATGA TCACTCTGTT GATGGCAGGG CAACACTCGT CTTCTTCGAT TAGTTCTTGG       480 

     ATCATGCTGC GATTGGCCTC TGAGCCTCAG GTGCTTGAAG AGCTCTACCA AGAACAGCTG       540 

     GCCAGCCTTA GTAACAGAAA TGGAGTCTTC GAGCCGCTGC AGTATCAGGA CCTTGACAAG       600 

     CTGCCATTCC TCCAGAGTGT CATCAAGGAG ACTCTACGGA TCCACTCGTC CATCCACTCG       660 

     ATCATGCGCA AGGTGAAAAA CCCGCTACCA GTACCTGGCA CCTCTTACAT TATTCCCGAA       720 

     GACCATGTTC TACTCGCCTC ACCAGGCGTA ACCGCGCTTA GTGACGAATA CTTTCCTAAC       780 

     GCAACCAGGT GGGATCCGCA TCGTTGGGAG AACCAGCCTG ACAAAGAGGA GGATGGAGAG       840 

     ATGGTGGACT ACGGATATGG CAGCGTGTCG AAGGGCACTG CTAGTCCCTA TCTACCTTTT       900 

     GGCGCTGGCC GTCACCGCTG CATTGGAGAG AAGTTCGCCT ACGTCAACTT GGGCGTTATT       960 

     ATCGCGACCA TAGTGCGCCA CTTGAAGCTA TTCAATGTGG ATGGCAGGAA AGGAGTGCCC      1020 

     GGAACCGATT ACTCGACCCT CTTCTCCGGT CCCATGAAGC CTGCTATAGT GGGTTGGGAG      1080 

     CGACGCTTCC CGGACCACTC CAAAGGGTCC TTGAATTAGG CCACCTTCTT GCAGGTTACC      1140 

     TTTCGTCTCC AGTCTTTTCC CAACTAGTAC CTTGTAATAA GCATCCTGTA TGATTAGAGC      1200 

     ATTCAGTCCA TAGCCAAAGA AAGAGATATG ACCGCTGACC AGTCAGCATA AAGATCCAAC      1260 

     ATCCCAATCT TGAACCGTGA TTGTAGACAA ACCGAGGGTG AATGAATGAA TGAATGCACG      1320 

     TGAGATCCCT CGTGTCATCA TTCCACCACC TGTGAAACTT GCCCCCCTTC CATCCGAGGG      1380 

     TCAATTTCCA CTTACCTTGA CATGCGCATC AATACAAGTG CTGTCCGTGT ACCAGCAAAA      1440 

     CCGCGTATAT GAAATACCAC CCCAGGGCAA AGAAAGCTAC ATTGAGATAA GGCGCACACA      1500 

     TGCGCAGGGT GGCGTCTCAG AATGAACAAA AAGCAAGTAA ATAGAACAGC GAGGATAAGG      1560 

     CTAGACCCAT CTCGCCACAA AGCAAAGCAA AGTAGAAGAG GCATTTGACC TATTGTTCCG      1620 

     CGGGATGATG TACAGAATGC GACCCAGAGC CTGCTCCTGA ACACTGAGGC TGAGCGCCAG      1680 

     CAAACACACA CACAGCGCCA CCTGCGGGAG AAGGGCCCGA GTATGTCAAA ATAAGGATAC      1740 

     GATATGGGGA AGGTGGAAGG GCGTGTGACC GACAGAAAAA GCTGCGGGCC GAAGTGTCAG      1800 

     ACCCAGTGAT GGATAGTTGA AGGTTTGATA ATAGGTTGAA TAGATTACCT AGACGGGGAT      1860 
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     AAATTGCGAT CATAATGACA TAAAAAAAGT ACATGGGGGG ATTTGGCGCT GATCGACAGG      1920 

     CCTGGACCTG GAATACGAAG CCTGGAGGAA GCATCCAGAA ATGGATGAAT CTGCAGTGTA      1980 

     GTATACCTAA TGTAGGGGAC GGAGGCTCAT GACAGATTTG GTCGTGAAGG TGTGTGTGTG      2040 

     TGAAAGGCTG ACCTCATCGC CGAAACAGGA CTGCAGAACA AACAACTGCA GAGTGTCTTC      2100 

     TATCATCATC ATCATCCACT TCCAGGATCA GAATCCATTG AATGGAGCCC TGAGGACAAG      2160 

     GTATCCTGCT GCTCCGGATC ACGGGCGTGT GATGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAATTAGA      2220 

     AGGAGGGGAC CATAATATCG TAAAGATCGG CGGGAAATTC GCTAAGCAAT ATTAAGAAGC      2280 

     CACTGAATTG ATGACTTGTC AGCGCGTAAT CCCGGGATTC CAGGAGGAGC CAAGGGAACA      2340 

     TCCGCAATGT GATCGAATTG CCAACGCAGA GATCTGGTGA CCCGGAGATC GACAGTCGCC      2400 

     AGGTCCTACA ACGCTAGAGA CACAGTCCTC CGGCTCCCAG CACCGGCAGA CATGGGGAGC      2460 

     AGAGAGGTAT AGGGAAAAAG TACCTGAGCT GGTTTGAAGA AAAGGCTACG GACAAGAGGA      2520 

     GGTTTGATTT CGCGTGTCTC TTTGCGGGGC GTACAAATGA TGCTGACTGT TGTTGCAAAG      2580 

     AGGCCAGCCG CCATGTGACC ACGTGATGGG GTCGGTCTAG CAGTGCTAAG CGCATTCAGG      2640 

     TCACCTTATT CGCACTTTCT CTTGGGCAGA TGAACTGGAT ACGAATGCTA GGAGAGGCAA      2700 

     TACTCCCGTA TTGTGCCGGC AGATGACGAT CTTTGGGCAT CGCGGGGAGA ATCTGGGGAA      2760 

     ACATTGACCT TGTGGATCTG TCTGTCAGAG CCGACTGCAA GTATCGCCAG CTGTGGATGT      2820 

     GGAATACTGT GCAATCTCTC GACTGTAACC ATCTGACGTT GACCTCAACA TGTCAGTGTG      2880 

     TCTATCTTTG CTTTTCCCTG ACCCCATTCT GGCATCTGGC GTCGTCTTGT GGCTTGTATG      2940 

     ATGGGAGCGC GCATGTCCAC TGATCTTCTT CACGTTGGCC ACCACCCTGT GGATGTTATA      3000 

     CTCTATATGG ACATATATAC GTACGTCTGA AATAAGGCAG AACTCCGGTT TACGAGAAGA      3060 

     AGAAGGTCAG TAGGTGAAAC GGTTACCTAA AGTCCTAACC CAGTGTACCC AAGTTGTTGG      3120 

     AAGGATCCTA TATCGAGTAT TCGGCAGAGT TTCACCTAAC AATGCAGACA GCACAGCTCC      3180 

     TGATAACCGG AGAATTGGTT GCTGCTACCC TCCATGAAGA AAGGAAGTTA AACCTAATCG      3240 

     ATAACACCGA CACTTTGGGT CTTCCTTCAT TGGGATTTGG CCAGCGATAT TCACCCGCTG      3300 

     TGAAGTCAAG CGCGGATGAT GCTATGATGA TTCCCGASCC AGGCTATGAT GATAACCCCG      3360 

     TTAACTTGTT TGCAAATGAA CATCGGTTGC ACAAAGCAGG TAGACTGAGA ATTCTCCGGC      3420 

     TGGCATTCGC AATAGGACTA TACACGGGGT TATGATAGGC ATGGGCATCC TGTTTTTCGT      3480 

     CCACATTCCC AAGAAAACAA ATGATAGCGA GGTGCAACGC TCCACCAGCC TCTTCGAATC      3540 

     ACTGCCAGCG ACTTTCATCT TCTAGTTTAC CCGTCTGGTA TAGAGCAGAG GCAGGGCAAT      3600 

     GCAAACCAGT CGAGTTGAAT AAGCAGGCGA GTGGTACAGC ACAAGTACCT CCGTATGTAA      3660 

     ACGGGGCTAT TGATACCGAC GAAAACCTCG ATGGAACCCC GGCAATACGA CTAGCGACTA      3720 

     AACCGCCGCG GAATACCCGG TCACTTGGCT CCAATCCCAC CAGCATTCCG ATCTTGATAT      3780 

     GCAGGGAGAC ACCGGCGCCA TTGTACCACA CCATATGGTG ACATTAATTT CCCAAGCCCT      3840 

     ATGCGATCCC TGATCTTTCA ATAAAGCCAC AACTCAAATT ATACCGGGCG TACATTTGTC      3900 

     TGTGCTACCG TGATCGAATG GTGATTAGTC TTGCCGGGAG TGGGAGGAGA AAAGCCTCAC      3960 

     TAAGAAACGC GTCCCCAACT TCCCCGCCAA ATCATCGTCG TGACTAGGCT TGCTCCCCGC      4020 

     GCCTCCCCCT CACTAACCAG GCGCACAGAG CGCTGCTTGT TCTGATTCGC AGGTGGCTTT      4080 

     TGCGATTAAG GACGAATCGA GTAAGCTGAG CCCGGATGAA TGTAACTTGG ACCCACTGAC      4140 

     GAGGATATTC AGGAGCGTGA CTTGGGACCC TAATCTGAGG GTAATACAGC TCGCTGCCAG      4200 

     CTACGAGCCC CCGGCTGCAT AACACGGCAT TCACAGTGTG CGTTGGGTAA TAGAATATGT      4260 

     GCGACAATCC CAACAAGCGG TAGGCCTACA TGTACGGATT GGGTTTTGGG AGCAGTTGGT      4320 

     CTACAACCGC TGCACTCAAC GAATCAAGCA ATCGCCTGAC TCTCTGGACG CCGTAGCTTC      4380 

     AAGTGTGAAC CAGCAAATTG AGGTAACGTG AGACATGCCA TTGGTTGTGA GCTCGGGATA      4440 

     GCGCGTATTC GAGGTACGCC GCACCAGGAA AAGTCATTGC CATCATGTGA CTCCTAGCCC      4500 

     TTCCGGCTAG CCCGGAAAGG GGATCAGTTT CTCCGTGATT ACTCCGTCCA TACGGACCTG      4560 

     GCCCTGAGCC AAAGCACCAA CAATTGTCCC TGGAAACCAG CAATCCATGC CCAATGAAGA      4620 

     CCCAGTTGTA CCTACTCTGT TAAATAATCG ACCAAAAGTC CCGACTCCCG GCA             4673 

 
ส่วนช้ินยีนท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์ XhoI มีขนาดทั้งหมด 1376 เบส (จากท่ีคาดไวป้ระมาณ 1.7 kb) 

และมีล าดบัเบสดงัต่อไปน้ี 
 

     GTTGGCATAC TCAAGACCTG GGTGTCAAGC TCTGTATCCA TATCAACAAT GACAGATGCT        60 

     ATCTCCCACT CCTCCATGTC AATCAAACTC GCCAACTCTG AACAGCAGTC ATTGGCTTCA       120 

     GGCACACCTG CAAAGTCCAA GCTCTCATAA TCTGGTTCCT CGATCATCTG TCTAATTTGG       180 

     CTCTGATGAC CCTGCATGTT TTCGCCACGA TTGTCGACAT CGGACATCAA GGACGACTTA       240 

     TCCCTGCTGC CATTATTCAG GAACCGGGAG AGTAGGTCGT AGTCTGGTGT GATTGTTTTT       300 

     CGGAGCTTGG CACCCATTGC TCCTTCATAA TCAAATTCCT CAGTGTCAGC CACGGAGGTG       360 

     CTGCCAGGCT CCAAGGTTGG CTGCCGGCAC TTGCTGGCAT TGGGCCAGGC AAATTGGCTG       420 

     ATAGTATTGC CGTGCACAGG AGCTGCCACA ACTTTCTTGT CTAATCCCCG TTCCTTGATC       480 

     CCTTGGTCGT CTGCTTTGTT TTCATCAACA GATCTGTCTG CGAGCTCATC CAACCTCATG       540 

     GCGTCACAGG GATGCTTGCA CTTCTGAGAG ACTCCATCAA GTCTAGTGGA GCACCGCTGG       600 

     CCTTCATCTA CGCTTGTATT ATCGACTATA TTATGACTAG TCAACTGGGA GCCTGGTTCC       660 

     TTATCACAGT GCACCTCAGA ATTTCTACTT GGCGGGTTAA CAAGAGCAGA CACGTAACTG       720 

     TCTGTAGCAG GTTCTGAAAT GGCAGTCATT GCCTTGGGCT CGGTAGCAAG GTCGTCTGCT       780 

     TTGGGTAATT CTTGTGAGCG ATAGAGGGCG ACTGCAGAGG GGGTGTCCGA GACAACATTC       840 

     TTATACATGG TCCCCCCTGT GATCGAACCG CATTCTTCCT CGAAGTGTCC ATAGGTCGGG       900 

     CCGTTTAGGG TAGCTTGATT GGTATTGCTC CCATGAAGAA AGTCGCTTTC AGAGAAACCA       960 

     GAGCCAACAC TAGCTTTGGT TTCTGAATTC AGAATCGTAT CAAATCCGAA GAAGTCGAGC      1020 

     GACGGATCGC GGCTGCGGGT TCTGACAGGA GATGATGCCT TTCCTCTTCT GAAAATCCCG      1080 

     CTCGGGCACC TTTGATTCAG CTGTGATGGT ATTAGCCCTC TCACTTTAGG CGTAGTAGCA      1140 

     TGGCCACTCA CAGTAAGACG ATCACAGGGC ACGTTGGGGG CACGAAAGCT GTCGTTGTTT      1200 
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     GTCCTCTTCT TCGAACGGGA GCGTTCGCTG CTCTTCTTAT TCTGAACCTT GTACTCATAT      1260 

     CGGTCTTTCT TGGTTCTGTG TCGAGGCTGC CGCTCATAAC CGTTCCGTCC CCCTTTTTCG      1320 

     GTGTTTGAAG ATGTTTCCAT ATCATTTACT GTTGATGATG CACCTGGCTG TTGGGA          1376 

    
โดยช้ินยีนท่ีเหลือท่ีส่งไปไดผ้ล sequencing เพียงบางส่วนตอนตน้ แต่เม่ือท าการอ่านล าดบัเบส

ต่อมากลบัพบปัญหาไม่สามารถท าการ sequence ต่อไดเ้น่ืองจากปัญหาการเกิดการจบัตวักนัเป็น hairpin 
loop ท่ีล าดบัเบสบางส่วนของช้ินยนีระหวา่งการท า sequencing จึงไม่สามารถอ่านล าดบัเบสในบริเวณนั้น
ได ้ส่วนช้ินยีนจาก DNA ของรา A. nigricans ท่ีไดม้าทั้งสองยีนเม่ือตรวจสอบดว้ยโปรแกรม ClustalX 
เพื่อใชใ้นการ alignment เปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งช้ินยีนท่ีไดก้บั probe ท่ีใชท้  าการคดัเลือกยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-AP แลว้มีส่วนคลา้ยคลึงกนัอยูน่อ้ย จึงวิเคราะห์ผลเพิ่มเติมโดยการเทียบ
กบัฐานขอ้มูลล าดบัเบสดว้ยโปรแกรม blast หรือ Basic Local Alignment Search Tool บนเวบ็ไซต ์
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/   ซ่ึงท าหนา้ท่ีใน การคน้หาความเหมือนหรือความแตกต่าง (identity and 
similarity) ของล าดบัเบสท่ีตอ้งการคน้หากบัล าดบัเบสท่ีมีอยู่ในฐานขอ้มูล เม่ือใช้โปรแกรม nucleotide 
blast ซ่ึงเป็นโปรแกรมส าหรับคน้หาขอ้มูลของนิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูลโดย upload ขอ้มูลของนิวคลี
โอไทด์ตอ้งการเปรียบเทียบลงไป พบวา่ล าดบัเบสช้ิน DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ HindIII มี
ความคลา้ยคลึงกบัล าดบัเบสของ contig An11c0070 ของ Aspergillus niger  บนฐานขอ้มูลของ NCBI ท่ี
ล าดบัเบสต าแหน่ง 33732 ถึงล าดบัเบสท่ี 38398 เปรียบเทียบความเหมือนกนัคิดเป็นร้อยละ 99 จึงอาจ
สรุปไดว้า่ส่วนของช้ินยนีดงักล่าวน่าจะเป็นยนีเดียวกนั ดงัตารางท่ี 4.3 และตารางท่ี 6.1 (ภาคผนวก ก)  
 
ตารางท่ี 4.3 ผลการท า BlastN ระหวา่งช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ 
HindIII กบั DNA sequence ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนั 
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ส่วนช้ินยนีจาก DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI มีความคลา้ยคลึงกบั contig 
An02c0390 ของ A. niger ถึงร้อยเปอร์เซ็นตท่ี์ล าดบัเบสต าแหน่ง 52861 ถึงล าดบัเบสท่ี 54236 (รูปท่ี 6.2 
ภาคผนวก ก) และมีความคลา้ยคลึงกบั hypothetical protein ของ A. niger CBS 513.88 ถึงร้อยละ 96 ท่ี
ล าดบัเบสต าแหน่ง 367 ถึงล าดบัเบสท่ี 1691 (รูปท่ี 6.3 ภาคผนวก ก)   
 
ตารางท่ี 4.4 ผลการท า BlastN ระหวา่งช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI กบั DNA 
sequence ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนั 
 

  
 

เม่ือวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม BlastX ซ่ึงเป็นโปรแกรม blast ท่ีใช้ส าหรับคน้หาขอ้มูลของ
โปรตีนจากฐานขอ้มูลโดยใชข้อ้มูลของ translated nucleotide ท่ีตอ้งการเปรียบเทียบลงไปเพื่อตรวจดูว่า 
translated nucleotide นั้นจะเปล่ียนเป็นโปรตีนชนิดใด การประมวลผลจากโปรแกรม แสดงให้เห็นว่า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินยีนจาก DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ HindIII มี
ความคลา้ยคลึงกบั hypothetical protein จากรา A. niger (An11g02230) ถึงร้อยละ 99 ท่ีล าดบักรดอะมิโน
ต าแหน่ง 150 ถึงล าดบักรดอะมิโนท่ี 509 (ตารางท่ี 4.5 และรูปท่ี 6.4 ภาคผนวก ก) ส่วนการประมวลผล
จากโปรแกรมของช้ินยีนจาก DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI มีความคลา้ยคลึงกบั 
hypothetical protein จากรา A. niger (An02g12290) ท่ีล าดบักรดอะมิโนต าแหน่ง 123 ถึงล าดบักรดอะมิ
โนท่ี 563 ร้อยละ 96 (ตารางท่ี 4.6) 
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ตารางท่ี 4.5 ผลการท า BlastX ระหวา่งช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ 
HindIII กบั DNA sequence ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนั 
 

 
ตารางท่ี 4.6 ผลการท า BlastX ระหวา่งช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI กบั DNA 
sequence ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนั 
 

 
 จากผลการทดลองดงัท่ีพบวา่ช้ินยีนทั้งสองท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบั probe ท่ีใชใ้นการทดลอง
นอ้ย จึงน าส่วน probe ท่ีใชใ้นการทดลองซ่ึงสังเคราะห์มาจากส่วน full length ของยีน badh มาท าการ 
blast กบัโปรแกรมดงักล่าวเทียบกบัฐานขอ้มูลของโปรแกรม nucleotide blast พบวา่มีส่วนคลา้ยคลึงกบั 
A. niger CBS 513.88 hypothetical protein (An16g09060) และ A. niger contig An16c0300, complete 
genome ถึงร้อยละ 99 และส่วนท่ีคลา้ยคลึงกบั betaine aldehyde dehydrogenase ของ A. terreus NIH2624 
มีค่าร้อยละ 79 เม่ือน า probe ดงักล่าวมาท าการ blast กบัโปรแกรมดงักล่าวเทียบกบัฐานขอ้มูลของ
โปรแกรม blastx พบวา่มีส่วนคลา้ยคลึงกบั hypothetical protein An16g09060 ของ A. niger ร้อยละ 99 
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และคลา้ยกบั betaine aldehyde dehydrogenase (badh), putative ของ A. flavus NRRL3357 และ 
hypothetical protein ของ A. oryzae RIB40 ร้อยละ 89 จากผลดงักล่าว อาจกล่าวไดว้า่แมแ้ต่ส่วน probe ซ่ึง
เป็นส่วนของยีน badh ท่ีน ามา blast ยงัพบวา่มีส่วนคลา้ยคลึงกบัยีนชนิดอ่ืนมากกวา่ยีน betaine aldehyde 
dehydrogenase เอง ซ่ึงในส่วนของยนีท่ียงัไม่สามารถระบุไดว้า่เป็นยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีนชนิดใด หรือ
ยีนอะไรนั้นอาจเป็นยีนในกลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างความหอมของสาร 2-AP ได ้หรือยีนในกลุ่มท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสร้างความหอมของสาร 2-AP อาจไม่ได้มีเพียง badh เพียงกลุ่มเดียว ดงันั้นควรมี
การศึกษาติดตามเก่ียวกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอมกลุ่มอ่ืนๆ ของราในอนาคตต่อไป 
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บทที ่5 
 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

งานวิจยัน้ีเป็นการสร้าง partial genomic DNA library ของรา A. nigricans ท่ีมีความสามารถ
ในการสร้างสารหอม 2-Acetyl-1-Pyrroline (2-AP) ไดใ้นอาหารสังเคราะห์ ผลการศึกษาสามารถสร้าง 
partial genomic DNA library ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-AP ของรา A. nigricans ได้ 
โดยพบช้ินยีนท่ีคาดว่ามีความเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารหอม 2-AP หรือมีความคลา้ยคลึงกบัยีน badh 
ทั้งหมดจ านวน 14 ช้ิน เม่ือท าการโคลนเขา้พลาสมิดเวคเตอร์ pZErOTM-2 ขนาด 3.3 kb พบวา่ช้ิน DNA 
ขนาดเล็กกวา่ 4 kb พบจ านวนโคลนมากกวา่ 300 โคลน ช้ิน DNA ขนาดระหวา่ง 4-5 kb พบจ านวนโคลน 
15-30 โคลน ส่วนช้ิน DNA ท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ 5 kb ไดจ้  านวนโคลนนอ้ยมาก เน่ืองจากช้ิน DNA มีขนาด
ใหญ่ไม่สามารถโคลนเขา้พลาสมิด DNA ได ้ 

จากการหาล าดบัเบสในเบ้ืองตน้จากโคลนท่ีตรวจสอบแลว้วา่น่าจะมีส่วนของยีนท่ีตอ้งการอยา่ง
แทจ้ริงจ านวน 6 ช้ินยีน ไดล้  าดบัเบสจากการท า sequencing ท่ีสมบูรณ์ทั้งหมดจ านวน 2 ช้ินยีน ซ่ึงใน
เบ้ืองตน้เม่ือท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนพบวา่ช้ินส่วนของยีนทั้ง 2 ยีนน้ี
มีลกัษณะคล้ายคลึงกบัส่วนหน่ึงของยีน (contig) ของ complete genome และคล้ายกบั hypothetical 
protein ของรา Aspergillus niger มากกว่า 90% โดยปัจจุบนัยงัไม่มีใครทราบคุณสมบติัหรือหน้าท่ีท่ี
แน่นอนของส่วน hypothetical protein น้ี และเม่ือลองน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน badh มาท าการ blast 
เองก็ยงัมีส่วนท่ีรายงานวา่มีความคลา้ยคลึงกบั hypothetical protein ของรา Aspergillus nidulans ซ่ึงเป็น
รากลุ่มท่ีมีรายงานวา่มียนี badh อยู ่

 
ขอ้เสนอแนะ 
การท า genomic library หรือ partial genomic library ของราท่ียงัไม่มีการศึกษาในระดบั 

molecular biology กนัอยา่งแพร่หลายและ pathway ท่ีมีการศึกษากนันอ้ย มีโอกาสประสบความส าเร็จได้
น้อย เน่ืองจากขาดขอ้มูลและกระบวนการในการ manipulate ราเหล่านั้น แนวทางท่ีเหมาะสมในการ
คน้หายีนท่ีเก่ียวขอ้งกับการสร้างสาร 2-AP ใน A. nigricans น้ีน่าจะมุ่งไปในเร่ืองการวิเคราะห์ 
metabolites ท่ีสร้างข้ึน ในสภาวะการเล้ียงท่ีแตกต่างกนั และศึกษาความแตกต่างในการแสดงออกของยีน
โดยรวม (transcriptomics) และสกดั mRNA ท่ีไดใ้นสภาวะการเล้ียงต่างๆ มาเพื่อหาล าดบัเบส ซ่ึงน่าจะมี
ความเป็นไปไดท่ี้จะสามารถ identify ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสาร 2-AP ไดโ้ดยตรง และประหยดัเวลา
ในการท าวจิยัมากกวา่การคน้หาจาก genomic DNA library     

 



 50 

เอกสารอ้างองิ 
 

สุกญัญา  มหาธีรานนท,์ 2540, การศึกษาสารให้ความหอมในเมลด็ข้าวพนัธ์ุขาวดอกมะล ิ 105, เอกสาร
วชิาการ BIOTEC 1/2540, 33 หนา้. 
 
สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2543, พันธุวิศวกรรมเบื้องต้น. ภาควิชาพนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ กรุงเทพมหานคร. 
 
Adams, A. and Kimpe, N.D., 2006, Formation of pyrazines and 2-acetyl-1-pyrroline by Bacillus cereus 
Food Chemistry, 101, pp. 1230–1238. 
 
Apintanapong, M., 1998, Effect of chemical and physical parameters on 2-acetyl-1-pyrroline 
production by Acremonium nigricans, Ph.D. Thesis, Asian Institute of Technology, Bangkok, 
Thailand, 182 p. 
 
Arakawa, K., Takabe, T., Sugiyama, T. and Akazawa, T., 1987, Purification of betaine-aldehyde 
dehydrogenase from spinach leaves and preparation of its antibody. J. Biochem, 101, pp. 1485-1488. 
 
Arakawa, K., Katayama, M. and Takabe, T., 1990, Levels of betaine and betaine aldehyde 
dehydrogenase activity in the green leaves, and etiolated leaves and roots of barley. Plant Cell Physiol, 
31, pp. 797-803. 
 
Arakawa, K., Mizuno, K., Kishitani, S. and Takabe, T., 1992, Immunological studies of betaine 
aldehyde dehydrogenase in barley. Plant Celt Physiol, 33, pp. 833-840. 
 
Bradbury, L.M., Fitzgerald, T.L., Henry, R.J., Jin, Q. and Waters, D.L.E., 2005, The gene for fragrance 
in rice. Plant Biotechnol, 3, pp. 363–370. 
 
Burnet, M., Lafontaine, P.J. and Hanson, A.D., 1995, Assay, purification, and partial characterization of 
choline monooxygenase from spinach. Plant Physiol, 108, pp. 581-588. 
 



 51 

Buttery, R.G., Ling, L.C., Juliano, B.O. and Turnbaugh, J.G., 1983, Cooked Rice Aroma and 2-Acetyl-
1-pyrroline, J. Agric. Food Chem., 31, pp.823-826. 
 
Buttery, R.G., Ling, L.C. and Mon, T.R., 1988, Quantitative Analysis of 2-Acetyl-1-pyrroline in Rice, 
J. Agric. Food Chem., 34, pp.112-114. 
 
Buttery, R.G., Stern, D.J. and Ling, L.C., 1994, Studies on Flavor Volatiles of Some Sweet Corn 
Products, J. Agric. Food Chem., 42, pp.791-795. 

 
Chantratita, W., Henchal, E.A, Yoosook, C., 1989, Rapid detection of herpes simplex virus DNA by in 
situ hybridization with photobiotin-labelled double-stranded DNA probes. Mol Cell Probes, 3(4), pp. 
363-73. 
 
Chen, S.H., Wu, J., Yang, Y., Shi, W.W. and Xu, M.L., 2006, The frg region responsible for rice 
fragrance was restricted within 69kb. Plant Sci, 171, pp. 505-514. 
 
Chen, S., Yang, Y., Shi, W., Ji, Q., He, F., Zhang, Z., Cheng, Z, Liu, X. and Xu, M., 2008, Badh2 
encoding betaine aldehyde dehydrogenase, inhibits the biosynthesis of 2-acetyl-1-pyrroline, a major 
component in rice fragrant. The Plant Cell, 20, pp. 1850-1861. 
 
Cordeiro, G.M., Christopher, M.J., Henry, R.J. and Reinke, R.F., 2000,  Identification of microsatellite 
markers for fragrance in rice by analysis of the rice genome sequence.  Mol. Breed, 9, pp. 245–250. 
 
Fitzgerald, T.L., Waters, D.L.E. and Henry, R.J., 2008, The effect of salt on betaine aldehyde 
dehydrogenase transcript levels and 2-acetyl-1-pyrroline concentration in fragrant and non-fragrant rice 
(Oryza sativa). Plant Science, 175, pp. 539-546. 
 
Gonzalez-Segura, L., Mujica-Jimenez, C. and Munoz- Clares, R.A., 2008, Reaction of the catalytic 
cysteine of betaine aldehyde dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa with arsenite-BAL, 
phenylarsineoxide. Chemico-Biological Interactions, doi:10.1016/j.cbi.2008.10.049 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chantratita%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Henchal%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoosook%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Probes.');


 52 

Harinasut, P., Tsutsui, K., Takabe, T., Nomura, M., Takabe, T. and Kishitani, S., 1996, Exogenous 
glycinebetaine accumulation and increased salt-tolerance in rice seedlings. Biosci.,Biotechnol., 
Biochem, 60, pp. 366–368. 
 
Ishitani, M., Nakamura, T., Han, S.Y. and Takabe, T., 1995, Expression of the betainealdehyde  
dehydrogenase gene in barley in response to osmotic stress and abscisic acid. Plant Mol.Biol, 27, pp. 
307–315. 
 
Jian-Rong, G., Schnieder1, F., Abd-Elsalam1, K.A. and Verreet, J.A., 2005, Rapid and efficient 
extraction of genomic DNA from different phytopathogenic fungi using DNAzol reagent. 
Biotechnology Letters, 27. pp. 3–6. 
 
Jin, Q.S., Water, D., Cordeiro, G.M., Henry, R.J. and Reinke, R.F., 2003, A single nucleotide 
polymorphism (SNP) marker linked to the fragrance gene in rice (Oryza sativa L.), Plant Sci, 165, pp. 
359–364. 
 
Le Rudulier D., Strom, A.R., Dandekar, A.M., Smith, L.T. and Valentine, R.C., 1984, Molecular 
biology of osmoregulation. Science, 224, pp. 1064–1068. 
 
Nakamura, T., Yokota, S., Muramoto, Y., Tsutsui, K., Oguri, Y., Fukui, K. and Takabe, T., 1997, 
Expression of a betaine aldehyde dehydrogenase gene in rice, a glycine nonaccumulator, and possible 
localization of its protein in peroxisomes. The Plant Journal, 11(5), pp. 1115-1120. 
 
Nomura, T.M., Mori, H., Jagendorf, A.T., Ueda, A. and Takabe, T., 2001, An isozyme of betaine 
aldehyde dehydrogenase in barley. Plant Cell Physiol, 42, pp. 1088–1092. 
 
Oliver, A., Canton, R., Campo, P., Baquero, F. and  Blazquez, J., 2000, High frequency of 
Pseudomonas aeruginosa incystic fibrosis lung infection, Science, 288, pp. 1251-1254. 
 
Rathinasabapathi, B., Gage, D.H., Mackill, D.J. and Hanson, A.D., 1993, Cultivated and wild rices do 
not accumulate glycinebetaine due to deficiencies in two biosyntheticsteps. Crop Sci, 33, pp. 534–538. 
 



 53 

Romanczyk, L.J., McClelland, C.A., Post, L.S. and Aitken W.M., 1995, Formation of 2-Acetyl-1-
pyrroline by Several Bacillus cereus Strains Isolated From Cocoa Fermentation Boxes, J. Agric. Food 
Chem., 43, pp.469-475. 

 
Rungsardthong, V. and Noomhoom, A., 2005, Production of 2-acetyl-1-pyrroline by microbial culture.  
Flavour and Fragrance journal, 20, pp. 710-714. 
 
Sambrook J, Fritsch E, Maniatis T., 1989, Molecular Cloning: A laboratory manual. 2nd edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, New York. 
 
Schieberle, P., 1996, Odour-active Compounds in Moderately reasted sesame, Food Chemistry, 55(2), 
pp.145-152. 
 
Shirasawa, K., Takabe, T., Takabe, T. and Kishitani, K., 2006, Accumulation of glycinebetaine in rice 
plants that overexpress choline monooxygenase from spinach and evaluation of their tolerance to 
abiotic stress, Ann.Bot, 98, pp. 565–571. 
 
Struble, J., Handke, P., and Gill, R.T., 2009. Construction of Genomic Libraries. Desk Encyclopedia of 
Microbiology. Editor: M. Schaechter. 3rd Edition. 
 
Vanavichit, A., Yoshihashi, T., Wanchana, S., Areekit, S., Saengsraku, D., Kamolsukyunyong, W., 
Lanceras, J., Toojinda, T., Tragoonrung, S., 2006, Positional cloning of Os2AP, the aromatic gene 
controlling the biosynthetic switch of 2- acetyl-1-pyrroline and gamma aminobutyric acid (GABA) in 
rice (abstract). In: 5th Int Rice Genet Symp. Manila, Philippines. 
 
Velasco-Garcia, R., Villalobos, M.A., Ramirez-Romero, M.A,  Mujica-Jimenez, C.,  Iturriaga, G. and 
Munoz-Clares, R.A.,2006, Betaine aldehyde dehydrogenase from  Pseudomonas  aeruginosa: cloning, 
over-expression in Escherichia coli, and regulation by choline and salt, Arch. Microbiol, 185, pp. 14-
22. 
 



 54 

Wanchana, S., Kamolsukyunyong, W., Ruengphayak, S., Toojinda, T., Tragoonrung, S. and  
 ana ic i          3  “ e  ence  aria ion in BADH is Associated with the Synthesis of 2-AP, a Potent 
 roma  e ermina ion in rice”  Rice Biotechnology, pp.157-160.  
 
Yoshihashi, T., Huong, N.T.T and Kabaki, N., 1999, Quality evaluation of Khao Dawk Mali 105, an 
aromatic rice variety of northeast Thailand. JIRCAS Working Report, 30, pp. 151-160. 
 
Yoshihashi, T., Huong, N.T.T and Inatomi, H., 2002, Precursors of 2-acetyl-1-pyrroline, a potent flavor 
compound of an aromatic rice variety. J. Agric. Food Chem, 50, pp. 2001-2004. 
 
Zhang, D., Yang, Y., Castlebury L.A. and Cerniglia, C.E., 1996, A method for the large scale isolation 
of high transformation efficiency fungal genomic DNA. FEMS Microbiol. Lett, 145, pp. 261-265. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 55 

ภาคผนวก ก 
 

สารเคมี 
 

                       genomic DNA 
1. Extraction buffer 
100 Mm Tris.HCl 
25 Mm EDTA 
1.5 M NaCl 
2.5% CTAB 
20% sucrose 
0.2% beta-mercaptoethanol 
 
Stock solution ของ 1M Tris.HCl pH 8 
น า  ri                 ละล               ลล ล                         ล            
                         ลล ล    
 
Stock solution ของ 0.5M EDTA pH 8 
น า                 ละล              ลล ล                     a                         
  ลล ล    
 
Stock solution ของ 5M NaCl  
 a                                   ลล ล    
 
10% CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)  
ละลาย                     ล    จากนั้น                              ละล  ให้เขา้กนัแลว้ปรับปริมาตร
ใหค้รบ        ลล ล    
 
75% Sucrose 
ละลาย      ล                     ล                             ลล ล    
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Stock solution ของ Kanamycin 100 มิลลิกมัต่อมิลลิลิตร 
ละล      anam cin       ลล      ละล          eioni e             ลล ล                       -   
      ล      
 
สารละลาย Solution I 
50 mM glucose 
25 mM Tris-HCl (pH 8) 
10 mM EDTA (pH 8) 
 
สารละลาย 1M Glucose 
ละลายน ้าตาล    co e                ล                           ลล ล    
 
สารละลาย Solution II  
0.2M NaOH 
10% SDS 
 
Stock solution ของ 1M NaOH  
ละลาย  a   4              ล                 ลล ล    
 
10% SDS (Sodium Dodecyl Sไมโครลติรfate) 
                      ล          ลล ล                 ะ             ล                         
                                       ลล ล    
 
สารละลาย Solution III 
6    ลล ล       5M potassium acetate 
       ลล ล       glacial acetic acid 
       ลล ล           ล    
 
Stock solution ของ 5M potassium acetate 
ละล    o a  i m ace a e 4   75            ล                              ลล ล    
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                      southern hybridization 
1. 20X SSC 
3M NaCl 
0.3M sodium citrate 
 
1M Sodium citrate  
sodium citrate  9                  ล                ลล ล    
 
2. Denaturing solution 
1.5M NaCl 
0.5M NaOH 
 
3. Neutralization solution 
1.5M NaCl 
0.5M Tris.HCl (pH 7.2) 
0.001M EDTA 
 
                         competent cell 
1. สารละลาย TFBI 
30 mM Potassium acetate  
100 mM RbCl2  
10 mM RbCl2  
50 mM MnCl2  
15% Glycerol (v/v) 
 
2. สารละลาย TFBII 
10 mM MOPS  
75 mM CaCl2  
10 mM RbCl2  
15% Glycerol (v/v)  
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Query  2      GCTCGAGTCACACGTCCAGCTGATTCGAAAAGGAAACTCTCGACTATCTCCGGGACTCTC  61 

              |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  33732  GCTCGAGTCACACGTCCAGCTGAT-CGAAAAGGAAACTCTCGACTATCTCCGGGACTCTC  33790 

 

Query  62     CACGCTTCAACGGCGCGAGTGGAGTCATTGATATTCCTGCTGCCATGGCTGAGATTACAA  121 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  33791  CACGCTTCAACGGCGCGAGTGGAGTCATTGATATTCCTGCTGCCATGGCTGAGATTACAA  33850 

 

Query  122    TCTATACTGCTGCACGCGCGTTGCAGGGCGAGGAGGTCCGCAAGAAGCTCACGGCAGAGT  181 

              ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  33851  TCTATACTGCTGCGCGCGCGTTGCAGGGCGAGGAGGTCCGCAAGAAGCTCACGGCAGAGT  33910 

 

Query  182    TCGCTGAACTGTACCACGATCTAGACAAGGGATTCAGCCCCATTAACTTCATGCTCCCTT  241 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  33911  TCGCTGAACTGTACCACGATCTAGACAAGGGATTCAGCCCCATTAACTTCATGCTCCCTT  33970 

 

Query  242    GGGCTCCATTGCCGCACAACCGGAAGCGTGATGCTGCTCATGCTCGGATGAGAGAAATCT  301 

              ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  33971  GGGCTCCATTGCCGCACAACCAGAAGCGTGATGCTGCTCATGCTCGGATGAGAGAAATCT  34030 

 

Query  302    ACACGGACATTATCAACGAACGACGCAAGAACCCAGACGAGGAGAAGTCAGACATGATCT  361 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34031  ACACGGACATTATCAACGAACGACGCAAGAACCCAGACGAGGAGAAGTCAGACATGATCT  34090 

 

Query  362    GGAATCTGATGCATTGCACCTACAAGAGTGGCCAGCCGGTCCCGGACAAAGAGATTGCTC  421 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34091  GGAATCTGATGCATTGCACCTACAAGAGTGGCCAGCCGGTCCCGGACAAAGAGATTGCTC  34150 

 

Query  422    ACATGATGATCACTCTGTTGATGGCAGGGCAACACTCGTCTTCTTCGATTAGTTCTTGGA  481 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34151  ACATGATGATCACTCTGTTGATGGCAGGGCAACACTCGTCTTCTTCGATTAGTTCTTGGA  34210 

 

Query  482    TCATGCTGCGATTGGCCTCTGAGCCTCAGGTGCTTGAAGAGCTCTACCAAGAACAGCTGG  541 

              ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34211  TCATGCTGCGATTGGCCTCGGAGCCTCAGGTGCTTGAAGAGCTCTACCAAGAACAGCTGG  34270 

 

Query  542    CCAGCCTTAGTAACAGAAATGGAGTCTTCGAGCCGCTGCAGTATCAGGACCTTGACAAGC  601 

              |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34271  CCAGCCTTAGCAACAGAAATGGAGTCTTCGAGCCGCTGCAGTATCAGGACCTTGACAAGC  34330 

 

Query  602    TGCCATTCCTCCAGAGTGTCATCAAGGAGACTCTACGGATCCACTCGTCCATCCACTCGA  661 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34331  TGCCATTCCTCCAGAGTGTCATCAAGGAGACTCTACGGATCCACTCGTCCATCCACTCGA  34390 

 

Query  662    TCATGCGCAAGGTGAAAAACCCGCTACCAGTACCTGGCACCTCTTACATTATTCCCGAAG  721 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34391  TCATGCGCAAGGTGAAAAACCCGCTACCAGTACCTGGCACCTCTTACATTATTCCCGAAG  34450 

 

Query  722    ACCATGTTCTACTCGCCTCACCAGGCGTAACCGCGCTTAGTGACGAATACTTTCCTAACG  781 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34451  ACCATGTTCTACTCGCCTCACCAGGCGTAACCGCGCTTAGTGACGAATACTTTCCTAACG  34510 

 

Query  782    CAACCAGGTGGGATCCGCATCGTTGGGAGAACCAGCCTGACAAAGAGGAGGATGGAGAGA  841 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34511  CAACCAGGTGGGATCCGCATCGTTGGGAGAACCAGCCTGACAAAGAGGAGGATGGAGAGA  34570 

 

Query  842    TGGTGGACTACGGATATGGCAGCGTGTCGAAGGGCACTGCTAGTCCCTATCTACCTTTTG  901 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34571  TGGTGGACTACGGATATGGCAGCGTGTCGAAGGGCACTGCTAGTCCCTATCTACCTTTTG  34630 

 

Query  902    GCGCTGGCCGTCACCGCTGCATTGGAGAGAAGTTCGCCTACGTCAACTTGGGCGTTATTA  961 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34631  GCGCTGGCCGTCACCGCTGCATTGGAGAGAAGTTCGCCTACGTCAACTTGGGCGTTATTA  34690 

 

Query  962    TCGCGACCATAGTGCGCCACTTGAAGCTATTCAATGTGGATGGCAGGAAAGGAGTGCCCG  1021 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34691  TCGCGACCATAGTGCGCCACTTGAAGCTATTCAATGTGGATGGCAGGAAAGGAGTGCCCG  34750 
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Query  1022   GAACCGATTACTCGACCCTCTTCTCCGGTCCCATGAAGCCTGCTATAGTGGGTTGGGAGC  1081 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34751  GAACCGATTACTCGACCCTCTTCTCCGGTCCCATGAAGCCTGCTATAGTGGGTTGGGAGC  34810 

 

Query  1082   GACGCTTCCCGGACCACTCCAAAGGGTCCTTGAATTAGGCCACCTTCTTGCAGGTTACCT  1141 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34811  GACGCTTCCCGGACCACTCCAAAGGGTCCTTGAATTAGGCCACCTTCTTGCAGGTTACCT  34870 

 

Query  1142   TTCGTCTCCAGTCTTTTCCCAACTAGTACCTTGTAATAAGCATCCTGTATGATTAGAGCA  1201 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34871  TTCGTCTCCAGTCTTTTCCCAACTAGTACCTTGTAATAAGCATCCTGTATGATTAGAGCA  34930 

 

Query  1202   TTCAGTCCATAGCCAAAGAAAGAGATATGACCGCTGACCAGTCAGCATAAAGATCCAACA  1261 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34931  TTCAGTCCATAGCCAAAGAAAGAGATATGACCGCTGACCAGTCAGCATAAAGATCCAACA  34990 

 

Query  1262   TCCCAATCTTGAACCGTGATTGTAGACAAACCGAGGGTGAATGAATGAATGAATGCACGT  1321 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34991  TCCCAATCTTGAACCGTGATTGTAGACAAACCGAGGGTGAATGAATGAATGAATGCACGT  35050 

 

Query  1322   GAGATCCCTCGTGTCATCATTCCACCACCTGTGAAACTTGCCCCCCTTCCATCCGAGGGT  1381 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35051  GAGATCCCTCGTGTCATCATTCCACCACCTGTGAAACTTGCCCCCCTTCCATCCGAGGGT  35110 

 

Query  1382   CAATTTCCACTTACCTTGACATGCGCATCAATACAAGTGCTGTCCGTGTACCAGCAAAAC  1441 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35111  CAATTTCCACTTACCTTGACATGCGCATCAATACAAGTGCTGTCCGTGTACCAGCAAAAC  35170 

 

Query  1442   CGCGTATATGAAATACCACCCCAGGGCAAAGAAAGCTACATTGAGATAAGGCGCACACAT  1501 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35171  CGCGTATATGAAATACCACCCCAGGGCAAAGAAAGCTGCATTGAGATAAGGCGCACACAT  35230 

 

Query  1502   GCGCAGGGTGGCGTCTCAGAATGAACAAAAAGCAAGTAAATAGAACAGCGAGGATAAGGC  1561 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35231  GCGCAGGGTGGCGTCTCAGAATGAACAAAAAGCAAGTAAATAGAACAGCGAGGATAAGGC  35290 

 

Query  1562   TAGACCCATCTCGCCACAAAGCAAAGCAAAGTAGAAGAGGCATTTGACCTATTGTTCCGC  1621 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35291  TAGACCCATCTCGCCACAAAGCAAAGCAAAGTAGAAGAGGCATTTGACCTATTGTTCCGC  35350 

 

Query  1622   GGGATGATGTACAGAATGCGACCCAGAGCCTGCTCCTGAACACTGAGGCTGAGCGCCAGC  1681 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35351  GGGATGATGTACAGAATGCGACCCAGAGCCTGCTCCTGAACACTGAGGCTGAGCGCCAGC  35410 

 

Query  1682   AAACACACACACAGCGCCACCTGCGGGAGAAGGGCCCGAGTATGTCAAAATAAGGATACG  1741 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35411  AAACACACACACAGCGCCACCTGCGGGAGAAGGGCCCGAGTATGTCAAAATAAGGATACG  35470 

 

Query  1742   ATATGGGGAAGGTGGAAGGGCGTGTGACCGACAGAAAAAGCTGCGGGCCGAAGTGTCAGA  1801 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35471  ATATGGGGAAGGTGGAAGGGCGTGTGACCGACAGAAAAAGCTGCGGGCCGAAGTGTCAGA  35530 

 

Query  1802   CCCAGTGATGGATAGTTGAAGGTTTGATAATAGGTTGAATAGATTACCTAGACGGGGATA  1861 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35531  CCCAGTGATGGATAGTTGAAGGTTTGATAATAGGTTGAATAGATTACCTAGACGGGGATA  35590 

 

Query  1862   AATTGCGATCATAATGACATaaaaaaaGTACATGGGGGGATTTGGCGCTGATCGACAGGC  1921 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35591  AATTGCGATCATAATGACATAAAAAAAGTACATGGGGGGATTTGGCGCTGATCGACAGGC  35650 

 

Query  1922   CTGGACCTGGAATACGAAGCCTGGAGGAAGCATCCAGAAATGGATGAATCTGCAGTGTAG  1981 

              ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35651  CTGGACCTGGAATACGAAGCCCGGAGGAAGCATCCAGAAATGGATGAATCTGCAGTGTAG  35710 

 

Query  1982   TATACCTAATGTAGGGGACGGAGGCTCATGACAGATTTGGTCGTGAAGgtgtgtgtgtgt  2041 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35711  TATACCTAATGTAGGGGACGGAGGCTCATGACAGATTTGGTCGTGAAGGTGTGTGTGTGT  35770 
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Query  2042   gAAAGGCTGACCTCATCGCCGAAACAGGACTGCAGAACAAACAACTGCAGAGTGTCTTCT  2101 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||| 

Sbjct  35771  GAAAGGCTGACCTCATCGCCGAAACAGGACTGCAGAACAAACAACTGCAGAGTGGC-TCT  35829 

 

Query  2102   ATCATCATCATCATCCACTTCCAGGATCAGAATCCATTGAATGGAGCCCTGAGGACAAGG  2161 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35830  ATCATCATCATCATCCACTTCCAGGATCAGAATCCATTGAATGGAGCCCTGAGGACAAGG  35889 

 

Query  2162   TATCCTG-CTGCTCCGGATCACGGGCGTGTGATGTGaaaaaaaaaaaaaaaaaaaTTAGA  2220 

              ||||||| |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35890  TATCCTGCCTGCTCCGGATCACGGGCGTGTGATGTG-AAAAAAAAAAAAAAAAAATTAGA  35948 

 

Query  2221   AGGAGGGGACCATAATATCGTAAAGATCGGCGGGAAATTCGCTAAGCAATATTAAGAAGC  2280 

              ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  35949  AGGAGGGGA-CATAATATCGTAAAGATCGGCGGGAAATTCGCTAAGCAATATTAAGAAGC  36007 

 

Query  2281   CACTGAATTGATGACTTGTCAGCGCGTAATCCCGGGATTCCAGGAGGAGCCAAGGGAACA  2340 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct  36008  CACTGAATTGATGACTTGTCAGCGCGTAATCCCGGGATTCCAGGAGGAG-CAAGGGAACA  36066 

 

Query  2341   TCCGCAATGTGATCGAATTGCCAACGCAGAGATCTGGTGACCCGGAGATCGACAGTCGCC  2400 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36067  TCCGCAATGTGATCGAATTGCCAACGCAGAGATCTGGTGACCCGGAGATCGACAGTCGCC  36126 

 

Query  2401   AGGTCCTACAACGCTAGAGACACAGTCCTCCGGCTCCCAGCACCGGCAGACATGGGGAGC  2460 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36127  AGGTCCTACAACGCTAGAGACACAGTCCTCCGGCTCCCAGCACCGGCAGACATGGGGAGC  36186 

 

Query  2461   AGAGAGGTATAGGGAAAAAGTACCTGAGCTGGTTTGAAGAAAAGGCTACGGACAAGAGGA  2520 

              ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36187  AGAGAGGTAGAGGGAAAAAGTACCTGAGCTGGTTTGAAGAAAAGGCTACGGACAAGAGGA  36246 

 

Query  2521   GGTTTGATTTCGCGTGTCTCTTTGCGGGGCGTACAAATGATGCTGACTGTTGTTGCAAAG  2580 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36247  GGTTTGATTTCGCGTGTCTCTTTGCGGGGCGTACAAATGATGCTGACTGTTGTTGCAAAG  36306 

 

Query  2581   AGGCCAGCCGCCATGTGACCACGTGATGGGGTCGGTCTAGCAGTGCTAAGCGCATTCAGG  2640 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36307  AGGCCAGCCGCCATGTGACCACGTGATGGGGTCGGTCTAGCAGTGCTAAGCGCATTCAGG  36366 

 

Query  2641   TCACCTTATTCGCACTTTCTCTTGGGCAGATGAACTGGATACGAATGCTAGGAGAGGCAA  2700 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36367  TCACCTTATTCGCACTTTCTCTTGGGCAGATGAACTGGATACGAATGCTAGGAGAGGCAA  36426 

 

Query  2701   TACTCCCGTATTGTGCCGGCAGATGACGATCTTTGGGCATCGCGGGGAGAATCTGGGGAA  2760 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36427  TACTCCCGTATTGTGCCGGCAGATGACGATCTTTGGGCATCGCGGGGAGAATCTGGGGAA  36486 

 

Query  2761   ACATTGACCTTGTGGATCTGTCTGTCAGAGCCGACTGCAAGTATCGCCAGCTGTGGATGT  2820 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36487  ACATTGACCTTGTGGATCTGTCTGTCAGAGCCGACTGCAAGTATCGCCAGCTGTGGATGT  36546 

 

Query  2821   GGAATACTGTGCAATCTCTCGACTGTAACCATCTGACGTTGACCTCAACATGTCAGTGTG  2880 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36547  GGAATACTGTGCAATCTCTCGACTGTAACCATCTGACGTTGACCTCAACATGTCAGTGTG  36606 

 

Query  2881   TCTATCTTTGCTTTTCCCTGACCCCATTCTGGCATCTGGCGTCGTCTTGTGGCTTGTATG  2940 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36607  TCTATCTTTGCTTTTCCCTGACCCCATTCTGGCATCTGGCGTCGTCTTGTGGCTTGTATG  36666 

 

Query  2941   ATGGGAGCGCGCATGTCCACTGATCTTCTTCACGTTGGCCACCACCCTGTGGATGTTATA  3000 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36667  ATGGGAGCGCGCATGTCCACTGATCTTCTTCACGTTGGCCACCACCCTGTGGATGTTATA  36726 

 

Query  3001   CTCTATATGGACATATATACGTACGTCTGAAATAAGGCAGAACTCCGGTTTACGAGAAGA  3060 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36727  CTCTATATGGACATATATACGTACGTCTGAAATAAGGCAGAACTCCGGTTTACGAGAAGA  36786 
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Query  3061   AGAAGGTCAGTAGGTGAAACGGTTACCTAAAGTCCTAACCCAGTGTACCCAAGTTGTTGG  3120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36787  AGAAGGTCAGTAGGTGAAACGGTTACCTAAAGTCCTAACCCAGTGTACCCAAGTTGTTGG  36846 

 

Query  3121   AAGGATCCTATATCGAGTATTCGGCAGAGTTTCACCTAACAATGCAGACAGCACAGCTCC  3180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36847  AAGGATCCTATATCGAGTATTCGGCAGAGTTTCACCTAACAATGCAGACAGCACAGCTCC  36906 

 

Query  3181   TGATAACCGGAGAATTGGTTGCTGCTACCCTCCATGAAGAAAGGAAGTTAAACCTAATCG  3240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36907  TGATAACCGGAGAATTGGTTGCTGCTACCCTCCATGAAGAAAGGAAGTTAAACCTAATCG  36966 

 

Query  3241   ATAACACCGACACTTTGGGTCTTCCTTCATTGGGATTTGGCCAGCGATATTCACCCGCTG  3300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  36967  ATAACACCGACACTTTGGGTCTTCCTTCATTGGGATTTGGCCAGCGATATTCACCCGCTG  37026 

 

Query  3301   TGAAGTCAAGCGCGGATGATGCTATGATGATTCCCGASCCAGGCTATGATGATAACCCCG  3360 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37027  TGAAGTCAAGCGCGGATGATGCTATGATGATTCCCGA-CCAGGCTATGATGATAACCCCG  37085 

 

Query  3361   TTAACTTGTTTGCAAATGAACATCGGTTGCACAAAGCAGGTAGACTGAGAATTCTCCGGC  3420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37086  TTAACTTGTTTGCAAATGAACATCGGTTGCACAAAGCAGGTAGACTGAGAATTCTCCGGC  37145 

 

Query  3421   TGGCATTCGCAATAGGACTATACACGGGGTTATGATAGGCATGGGCATCCTGTTTTTCGT  3480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37146  TGGCATTCGCAATAGGACTATACACGGGGTTATGATAGGCATGGGCATCCTGTTTTTCGT  37205 

 

Query  3481   CCACATTCCCAAGAAAACAAATGATAGCGAGGTGCAACGCTCCACCAGCCTCTTCGAATC  3540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37206  CCACATTCCCAAGAAAACAAATGATAGCGAGGTGCAACGCTCCACCAGCCTCTTCGAATC  37265 

 

Query  3541   ACTGCCAGCGACTTTCATCTTCTAGTTTACCCGTCTGGTATAGAGCAGAGGCAGGGCAAT  3600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37266  ACTGCCAGCGACTTTCATCTTCTAGTTTACCCGTCTGGTATAGAGCAGAGGCAGGGCAAT  37325 

 

Query  3601   GCAAACCAGTCGAGTTGAATAAGCAGGCGAGTGGTACAGCACAAGTACCTCCGTATGTAA  3660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37326  GCAAACCAGTCGAGTTGAATAAGCAGGCGAGTGGTACAGCACAAGTACCTCCGTATGTAA  37385 

 

Query  3661   ACGGGGCTATTGATACCGACGAAAACCTCGATGGAACCCCGGCAATACGACTAGCGACTA  3720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37386  ACGGGGCTATTGATACCGACGAAAACCTCGATGGAACCCCGGCAATACGACTAGCGACTA  37445 

 

Query  3721   AACCGCCGCGGAATACCCGGTCACTTGGCTCCAATCCCACCAGCATTCCGATCTTGATAT  3780 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37446  AACCGCCGCGGAATACCCGGTCACTTGGCTCCAATCCCACCAGCATTCCGATCTTGATAT  37505 

 

Query  3781   GCAGGGAGACACCGGCGCCATTGTACCACACCATATGGTGACATTAATTTCCCAAGCCCT  3840 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37506  GCAGGGAGACACCGGCGCCATTGTACCACACCATATGGTGACATTAATTTCCCAAGCCCT  37565 

 

Query  3841   ATGCGATCCCTGATCTTTCAATAAAGCCACAACTCAAATTATACCGGGCGTACATTTGTC  3900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37566  ATGCGATCCCTGATCTTTCAATAAAGCCACAACTCAAATTATACCGGGCGTACATTTGTC  37625 

 

Query  3901   TGTGCTACCGTGATCGAATGGTGATTAGTCTTGCCGGGAGTGGGAGGAGAAAAGCCTCAC  3960 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37626  TGTGCTACCGTGATCGAATGGTGATTAGTCTTGCCGGGAGTGGGAGGAGAAAAGCCTCAC  37685 

 

Query  3961   TAAGAAACGCGTCCCCAACTTCCCCGCCAAATCATCGTCGTGACTAGGCTTGCTCCCCGC  4020 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37686  TAAGAAACGCGTCCCCAACTTCCCCGCCAAATCATCGTCGTGACTAGGCTTGCTCCCCGC  37745 

 

Query  4021   GCCTCCCCCTCACTAACCAGGCGCACAGAGCGCTGCTTGTTCTGATTCGCAGGTGGCTTT  4080 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37746  GCCTCCCCCTCACTAACCAGGCGCACAGAGCGCTGCTTGTTCTGATTCGCAGGTGGCTTT  37805 
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Query  4081   TGCGATTAAGGACGAATCGAGTAAGCTGAGCCCGGATGAATGTAACTTGGACCCACTGAC  4140 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37806  TGCGATTAAGGACGAATCGAGTAAGCTGAGCCCGGATGAATGTAACTTGGACCCACTGAC  37865 

 

Query  4141   GAGGATATTCAGGAGCGTGACTTGGGACCCTAATCTGAGGGTAATACAGCTCGCTGCCAG  4200 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 

Sbjct  37866  GAGGATATTCAGGAGCGTGACTTGGGACCCTAATCTGAGGGTAATACAGCTAGCTGCCAG  37925 

 

Query  4201   CTACGAGCCCCCGGCTGCATAACACGGCATTCACAGTGTGCGTTGGGTAATAGAATATGT  4260 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37926  CTACGAGCCCCCGGCTGCATAACACGGCATTCACAGTGTGCGTTGGGTAATAGAATATGT  37985 

 

Query  4261   GCGACAATCCCAACAAGCGGTAGGCCTACATGTACGGATTGGGTTTTGGGAGCAGTTGGT  4320 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  37986  GCGACAATCCCAACAAGCGGTAGGCCTACATGTACGGATTGGGTTTTGGGAGCAGTTGGT  38045 

 

Query  4321   CTACAACCGCTGCACTCAACGAATCAAGCAATCGCCTGACTCTCTGGACGCCGTAGCTTC  4380 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38046  CTACAACCGCTGCACTCAACGAATCAAGCAATCGCCTGACTCTCTGGACGCCGTAGCTTC  38105 

 

Query  4381   AAGTGTGAACCAGCAAATTGAGGTAACGTGAGACATGCCATTGGTTGTGAGCTCGGGATA  4440 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38106  AAGTGTGAACCAGCAAATTGAGGTAACGTGAGACATGCCATTGGTTGTGAGCTCGGGATA  38165 

 

Query  4441   GCGCGTATTCGAGGTACGCCGCACCAGGAAAAGTCATTGCCATCATGTGACTCCTAGCCC  4500 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38166  GCGCGTATTCGAGGTACGCCGCACCAGGAAAAGTCATTGCCATCATGTGACTCCTAGCCC  38225 

 

Query  4501   TTCCGGCTAGCCCGGAAAGGGGATCAGTTTCTCCGTGATTACTCCGTCCATACGGACCTG  4560 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38226  TTCCGGCTAGCCCGGAAAGGGGATCAGTTTCTCCGTGATTACTCCGTCCATACGGACCTG  38285 

 

Query  4561   GCCCTGAGCCAAAGCACCAACAATTGTCCCTGGAAACCAGCAATCCATGCCCAATGAAGA  4620 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38286  GCCCTGAGCCAAAGCACCAACAATTGTCCCTGGAAACCAGCAATCCATGCCCAATGAAGA  38345 

 

Query  4621   CCCAGTTGTACCTACTCTGTTAAATAATCGACCAAAAGTCCCGACTCCCGGCA  4673 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38346  CCCAGTTGTACCTACTCTGTTAAATAATCGACCAAAAGTCCCGACTCCCGGCA  38398 

 
รูปท่ี 6.1 ผลการท า BlastN ระหว่าง nucleotides ส่วนท่ีเหมือนกนัของช้ินยีนจาก DNA ของรา A. 
nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ HindIII (Query) กบัล าดบัเบสของ contig An11c0070 จากรา 
Aspergillus niger (Sbjct)  
 
Query  1      GTTGGCATACTCAAGACCTGGGTGTCAAGCTCTGTATCCATATCAACAATGACAGATGCT  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  54236  GTTGGCATACTCAAGACCTGGGTGTCAAGCTCTGTATCCATATCAACAATGACAGATGCT  54177 

 

Query  61     ATCTCCCACTCCTCCATGTCAATCAAACTCGCCAACTCTGAACAGCAGTCATTGGCTTCA  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  54176  ATCTCCCACTCCTCCATGTCAATCAAACTCGCCAACTCTGAACAGCAGTCATTGGCTTCA  54117 

 

Query  121    GGCACACCTGCAAAGTCCAAGCTCTCATAATCTGGTTCCTCGATCATCTGTCTAATTTGG  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  54116  GGCACACCTGCAAAGTCCAAGCTCTCATAATCTGGTTCCTCGATCATCTGTCTAATTTGG  54057 

 

Query  181    CTCTGATGACCCTGCATGTTTTCGCCACGATTGTCGACATCGGACATCAAGGACGACTTA  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  54056  CTCTGATGACCCTGCATGTTTTCGCCACGATTGTCGACATCGGACATCAAGGACGACTTA  53997 
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Query  241    TCCCTGCTGCCATTATTCAGGAACCGGGAGAGTAGGTCGTAGTCTGGTGTGATTGTTTTT  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53996  TCCCTGCTGCCATTATTCAGGAACCGGGAGAGTAGGTCGTAGTCTGGTGTGATTGTTTTT  53937 

 

Query  301    CGGAGCTTGGCACCCATTGCTCCTTCATAATCAAATTCCTCAGTGTCAGCCACGGAGGTG  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53936  CGGAGCTTGGCACCCATTGCTCCTTCATAATCAAATTCCTCAGTGTCAGCCACGGAGGTG  53877 

 

Query  361    CTGCCAGGCTCCAAGGTTGGCTGCCGGCACTTGCTGGCATTGGGCCAGGCAAATTGGCTG  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53876  CTGCCAGGCTCCAAGGTTGGCTGCCGGCACTTGCTGGCATTGGGCCAGGCAAATTGGCTG  53817 

 

Query  421    ATAGTATTGCCGTGCACAGGAGCTGCCACAACTTTCTTGTCTAATCCCCGTTCCTTGATC  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53816  ATAGTATTGCCGTGCACAGGAGCTGCCACAACTTTCTTGTCTAATCCCCGTTCCTTGATC  53757 

 

Query  481    CCTTGGTCGTCTGCTTTGTTTTCATCAACAGATCTGTCTGCGAGCTCATCCAACCTCATG  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53756  CCTTGGTCGTCTGCTTTGTTTTCATCAACAGATCTGTCTGCGAGCTCATCCAACCTCATG  53697 

 

Query  541    GCGTCACAGGGATGCTTGCACTTCTGAGAGACTCCATCAAGTCTAGTGGAGCACCGCTGG  600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53696  GCGTCACAGGGATGCTTGCACTTCTGAGAGACTCCATCAAGTCTAGTGGAGCACCGCTGG  53637 

 

Query  601    CCTTCATCTACGCTTGTATTATCGACTATATTATGACTAGTCAACTGGGAGCCTGGTTCC  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53636  CCTTCATCTACGCTTGTATTATCGACTATATTATGACTAGTCAACTGGGAGCCTGGTTCC  53577 

 

Query  661    TTATCACAGTGCACCTCAGAATTTCTACTTGGCGGGTTAACAAGAGCAGACACGTAACTG  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53576  TTATCACAGTGCACCTCAGAATTTCTACTTGGCGGGTTAACAAGAGCAGACACGTAACTG  53517 

 

Query  721    TCTGTAGCAGGTTCTGAAATGGCAGTCATTGCCTTGGGCTCGGTAGCAAGGTCGTCTGCT  780 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53516  TCTGTAGCAGGTTCTGAAATGGCAGTCATTGCCTTGGGCTCGGTAGCAAGGTCGTCTGCT  53457 

 

Query  781    TTGGGTAATTCTTGTGAGCGATAGAGGGCGACTGCAGAGGGGGTGTCCGAGACAACATTC  840 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53456  TTGGGTAATTCTTGTGAGCGATAGAGGGCGACTGCAGAGGGGGTGTCCGAGACAACATTC  53397 

 

Query  841    TTATACATGGTCCCCCCTGTGATCGAACCGCATTCTTCCTCGAAGTGTCCATAGGTCGGG  900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53396  TTATACATGGTCCCCCCTGTGATCGAACCGCATTCTTCCTCGAAGTGTCCATAGGTCGGG  53337 

 

Query  901    CCGTTTAGGGTAGCTTGATTGGTATTGCTCCCATGAAGAAAGTCGCTTTCAGAGAAACCA  960 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53336  CCGTTTAGGGTAGCTTGATTGGTATTGCTCCCATGAAGAAAGTCGCTTTCAGAGAAACCA  53277 

 

Query  961    GAGCCAACACTAGCTTTGGTTTCTGAATTCAGAATCGTATCAAATCCGAAGAAGTCGAGC  1020 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53276  GAGCCAACACTAGCTTTGGTTTCTGAATTCAGAATCGTATCAAATCCGAAGAAGTCGAGC  53217 

 

Query  1021   GACGGATCGCGGCTGCGGGTTCTGACAGGAGATGATGCCTTTCCTCTTCTGAAAATCCCG  1080 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53216  GACGGATCGCGGCTGCGGGTTCTGACAGGAGATGATGCCTTTCCTCTTCTGAAAATCCCG  53157 

 

Query  1081   CTCGGGCACCTTTGATTCAGCTGTGATGGTATTAGCCCTCTCACTTTAGGCGTAGTAGCA  1140 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53156  CTCGGGCACCTTTGATTCAGCTGTGATGGTATTAGCCCTCTCACTTTAGGCGTAGTAGCA  53097 

 

Query  1141   TGGCCACTCACAGTAAGACGATCACAGGGCACGTTGGGGGCACGAAAGCTGTCGTTGTTT  1200 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53096  TGGCCACTCACAGTAAGACGATCACAGGGCACGTTGGGGGCACGAAAGCTGTCGTTGTTT  53037 

 

Query  1201   GTCCTCTTCTTCGAACGGGAGCGTTCGCTGCTCTTCTTATTCTGAACCTTGTACTCATAT  1260 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  53036  GTCCTCTTCTTCGAACGGGAGCGTTCGCTGCTCTTCTTATTCTGAACCTTGTACTCATAT  52977 
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Query  1261   CGGTCTTTCTTGGTTCTGTGTCGAGGCTGCCGCTCATAACCGTTCCGTCCCCCTTTTTCG  1320 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  52976  CGGTCTTTCTTGGTTCTGTGTCGAGGCTGCCGCTCATAACCGTTCCGTCCCCCTTTTTCG  52917 

 

Query  1321   GTGTTTGAAGATGTTTCCATATCATTTACTGTTGATGATGCACCTGGCTGTTGGGA  1376 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  52916  GTGTTTGAAGATGTTTCCATATCATTTACTGTTGATGATGCACCTGGCTGTTGGGA  52861 

 
รูปท่ี 6.2 ผลการท า BlastN ระหว่าง nucleotides ส่วนท่ีเหมือนกนัของช้ินยีนจาก DNA ของรา A. 
nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI (Query) กบัล าดบัเบสของ contig An02c0390 จากรา A. niger 
(Sbjct)  
 
Query  1     GTTGGCATACTCAAGACCTGGGTGTCAAGCTCTGTATCCATATCAACAATGACAGATGCT  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1691  GTTGGCATACTCAAGACCTGGGTGTCAAGCTCTGTATCCATATCAACAATGACAGATGCT  1632 

 

Query  61    ATCTCCCACTCCTCCATGTCAATCAAACTCGCCAACTCTGAACAGCAGTCATTGGCTTCA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1631  ATCTCCCACTCCTCCATGTCAATCAAACTCGCCAACTCTGAACAGCAGTCATTGGCTTCA  1572 

 

Query  121   GGCACACCTGCAAAGTCCAAGCTCTCATAATCTGGTTCCTCGATCATCTGTCTAATTTGG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1571  GGCACACCTGCAAAGTCCAAGCTCTCATAATCTGGTTCCTCGATCATCTGTCTAATTTGG  1512 

 

Query  181   CTCTGATGACCCTGCATGTTTTCGCCACGATTGTCGACATCGGACATCAAGGACGACTTA  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1511  CTCTGATGACCCTGCATGTTTTCGCCACGATTGTCGACATCGGACATCAAGGACGACTTA  1452 

 

Query  241   TCCCTGCTGCCATTATTCAGGAACCGGGAGAGTAGGTCGTAGTCTGGTGTGATTGTTTTT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1451  TCCCTGCTGCCATTATTCAGGAACCGGGAGAGTAGGTCGTAGTCTGGTGTGATTGTTTTT  1392 

 

Query  301   CGGAGCTTGGCACCCATTGCTCCTTCATAATCAAATTCCTCAGTGTCAGCCACGGAGGTG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1391  CGGAGCTTGGCACCCATTGCTCCTTCATAATCAAATTCCTCAGTGTCAGCCACGGAGGTG  1332 

 

Query  361   CTGCCAGGCTCCAAGGTTGGCTGCCGGCACTTGCTGGCATTGGGCCAGGCAAATTGGCTG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1331  CTGCCAGGCTCCAAGGTTGGCTGCCGGCACTTGCTGGCATTGGGCCAGGCAAATTGGCTG  1272 

 

Query  421   ATAGTATTGCCGTGCACAGGAGCTGCCACAACTTTCTTGTCTAATCCCCGTTCCTTGATC  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1271  ATAGTATTGCCGTGCACAGGAGCTGCCACAACTTTCTTGTCTAATCCCCGTTCCTTGATC  1212 

 

Query  481   CCTTGGTCGTCTGCTTTGTTTTCATCAACAGATCTGTCTGCGAGCTCATCCAACCTCATG  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1211  CCTTGGTCGTCTGCTTTGTTTTCATCAACAGATCTGTCTGCGAGCTCATCCAACCTCATG  1152 

 

Query  541   GCGTCACAGGGATGCTTGCACTTCTGAGAGACTCCATCAAGTCTAGTGGAGCACCGCTGG  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1151  GCGTCACAGGGATGCTTGCACTTCTGAGAGACTCCATCAAGTCTAGTGGAGCACCGCTGG  1092 

 

Query  601   CCTTCATCTACGCTTGTATTATCGACTATATTATGACTAGTCAACTGGGAGCCTGGTTCC  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1091  CCTTCATCTACGCTTGTATTATCGACTATATTATGACTAGTCAACTGGGAGCCTGGTTCC  1032 

 

Query  661   TTATCACAGTGCACCTCAGAATTTCTACTTGGCGGGTTAACAAGAGCAGACACGTAACTG  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1031  TTATCACAGTGCACCTCAGAATTTCTACTTGGCGGGTTAACAAGAGCAGACACGTAACTG  972 
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Query  721   TCTGTAGCAGGTTCTGAAATGGCAGTCATTGCCTTGGGCTCGGTAGCAAGGTCGTCTGCT  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  971   TCTGTAGCAGGTTCTGAAATGGCAGTCATTGCCTTGGGCTCGGTAGCAAGGTCGTCTGCT  912 

 

Query  781   TTGGGTAATTCTTGTGAGCGATAGAGGGCGACTGCAGAGGGGGTGTCCGAGACAACATTC  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  911   TTGGGTAATTCTTGTGAGCGATAGAGGGCGACTGCAGAGGGGGTGTCCGAGACAACATTC  852 

 

Query  841   TTATACATGGTCCCCCCTGTGATCGAACCGCATTCTTCCTCGAAGTGTCCATAGGTCGGG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  851   TTATACATGGTCCCCCCTGTGATCGAACCGCATTCTTCCTCGAAGTGTCCATAGGTCGGG  792 

 

Query  901   CCGTTTAGGGTAGCTTGATTGGTATTGCTCCCATGAAGAAAGTCGCTTTCAGAGAAACCA  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  791   CCGTTTAGGGTAGCTTGATTGGTATTGCTCCCATGAAGAAAGTCGCTTTCAGAGAAACCA  732 

 

Query  961   GAGCCAACACTAGCTTTGGTTTCTGAATTCAGAATCGTATCAAATCCGAAGAAGTCGAGC  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  731   GAGCCAACACTAGCTTTGGTTTCTGAATTCAGAATCGTATCAAATCCGAAGAAGTCGAGC  672 

 

Query  1021  GACGGATCGCGGCTGCGGGTTCTGACAGGAGATGATGCCTTTCCTCTTCTGAAAATCCCG  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  671   GACGGATCGCGGCTGCGGGTTCTGACAGGAGATGATGCCTTTCCTCTTCTGAAAATCCCG  612 

 

Query  1081  CTCGGGCACCTTTGATTCAGCTGTGATGGTATTAGCCCTCTCACTTTAGGCGTAGTAGCA  1140 

             ||||||||||||||||||||                                         

Sbjct  611   CTCGGGCACCTTTGATTCAG----------------------------------------  592 

 

Query  1141  TGGCCACTCACAGTAAGACGATCACAGGGCACGTTGGGGGCACGAAAGCTGTCGTTGTTT  1200 

                        ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  591   -----------AGTAAGACGATCACAGGGCACGTTGGGGGCACGAAAGCTGTCGTTGTTT  543 

 

Query  1201  GTCCTCTTCTTCGAACGGGAGCGTTCGCTGCTCTTCTTATTCTGAACCTTGTACTCATAT  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  542   GTCCTCTTCTTCGAACGGGAGCGTTCGCTGCTCTTCTTATTCTGAACCTTGTACTCATAT  483 

 

Query  1261  CGGTCTTTCTTGGTTCTGTGTCGAGGCTGCCGCTCATAACCGTTCCGTCCCCCTTTTTCG  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  482   CGGTCTTTCTTGGTTCTGTGTCGAGGCTGCCGCTCATAACCGTTCCGTCCCCCTTTTTCG  423 

 

Query  1321  GTGTTTGAAGATGTTTCCATATCATTTACTGTTGATGATGCACCTGGCTGTTGGGA  1376 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  422   GTGTTTGAAGATGTTTCCATATCATTTACTGTTGATGATGCACCTGGCTGTTGGGA  367 

 
รูปท่ี 6.3 ผลการท า BlastN ระหว่าง nucleotides ส่วนท่ีเหมือนกนัของช้ินยีนจาก DNA ของรา A. 
nigricans ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI (Query) กบัล าดบัเบสของ hypothetical protein ของ A. niger CBS 
513.88 (Sbjct)  
 
 

Query  28    EKETLDYLRDSPRFNGASGVIDIPAAMAEITIYTAARALQGEEVRKKLTAEFAELYHDLD  207 

             EKETLDYLRDSPRFNGASGVIDIPAAMAEITIYTAARALQGEEVRKKLTAEFAELYHDLD 

Sbjct  150   EKETLDYLRDSPRFNGASGVIDIPAAMAEITIYTAARALQGEEVRKKLTAEFAELYHDLD  209 

 

Query  208   KGFSPINFMLPWAPLPHNRKRDAAHARMREIYTDIINERRKNPDEEKSDMIWNLMHCTYK  387 

             KGFSPINFMLPWAPLPHN+KRDAAHARMREIYTDIINERRKNPDEEKSDMIWNLMHCTYK 

Sbjct  210   KGFSPINFMLPWAPLPHNQKRDAAHARMREIYTDIINERRKNPDEEKSDMIWNLMHCTYK  269 

 

Query  388   SGQPVPDKEIAHMMITLLMAGQHssssissWIMLRLASEPQVLEELYQEQLASLSNRNGV  567 

             SGQPVPDKEIAHMMITLLMAGQHSSSSISSWIMLRLASEPQVLEELYQEQLASLSNRNGV 

Sbjct  270   SGQPVPDKEIAHMMITLLMAGQHSSSSISSWIMLRLASEPQVLEELYQEQLASLSNRNGV  329 
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Query  568   FEPLQYQDLDKLPFLQSVIKETLRIHSSIHSIMRKVKNPLPVPGTSYIIPEDHVLLASPG  747 

             FEPLQYQDLDKLPFLQSVIKETLRIHSSIHSIMRKVKNPLPVPGTSYIIPEDHVLLASPG 

Sbjct  330   FEPLQYQDLDKLPFLQSVIKETLRIHSSIHSIMRKVKNPLPVPGTSYIIPEDHVLLASPG  389 

 

Query  748   VTALSDEYFPNATRWDPHRWENQPDKEEDGEMVDYGYGSVSKGTASPYLPFGAGRHRCIG  927 

             VTALSDEYFPNATRWDPHRWENQPDKEEDGEMVDYGYGSVSKGTASPYLPFGAGRHRCIG 

Sbjct  390   VTALSDEYFPNATRWDPHRWENQPDKEEDGEMVDYGYGSVSKGTASPYLPFGAGRHRCIG  449 

 

Query  928   EKFAYVNLGVIIATIVRHLKLFNVDGRKGVPGTDYSTLFSGPMKPAIVGWERRFPDHSKG  1107 

             EKFAYVNLGVIIATIVRHLKLFNVDGRKGVPGTDYSTLFSGPMKPAIVGWERRFPDHSKG 

Sbjct  450   EKFAYVNLGVIIATIVRHLKLFNVDGRKGVPGTDYSTLFSGPMKPAIVGWERRFPDHSKG  509 

 

Query  1108  SLN  1116 

             SLN 

Sbjct  510   SLN  512 

 
รูปท่ี 6.4 ผลการท า BlastX ระหวา่งล าดบักรดอะมิโนของช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ย
เอนไซม์ XhoI และ HindIII (Query) กับล าดบัเบสของ hypothetical protein จากรา A. niger 
(An11g02230) (Sbjct) ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัมากท่ีสุด 
 
Query  1376  SQQPGASSTVNDMETSSNTEKGGRNGYERQPRHRTKKDRYEYKVQNkkssersrskkRTN  1197 

             SQQPGASSTVNDMETSSNTEKGGRNGYERQPRHRTKKDRYEYKVQNKKSSERSRSKKRTN 

Sbjct  123   SQQPGASSTVNDMETSSNTEKGGRNGYERQPRHRTKKDRYEYKVQNKKSSERSRSKKRTN  182 

 

Query  1196  NDSFRAPNVPCDRLTVSGHATTPKVRGLIPSQLNQRCPSGIFRRGKASSPVRTRSRDPSL  1017 

             NDSFRAPNVPCDRLT                 LNQRCPSGIFRRGKASSPVRTRSRDPSL 

Sbjct  183   NDSFRAPNVPCDRLT-----------------LNQRCPSGIFRRGKASSPVRTRSRDPSL  225 

 

Query  1016  DFFGFDTILNSETKASVGSGFSESDFLHGSNTNQATLNGPTYGHFEEECGSITGGTMYKN  837 

             DFFGFDTILNSETKASVGSGFSESDFLHGSNTNQATLNGPTYGHFEEECGSITGGTMYKN 

Sbjct  226   DFFGFDTILNSETKASVGSGFSESDFLHGSNTNQATLNGPTYGHFEEECGSITGGTMYKN  285 

 

Query  836   VVSDTPSAVALYRSQELPKADDLATEPKAMTAISEPATDSYVSALVNPPSRNSEVHCDKE  657 

             VVSDTPSAVALYRSQELPKADDLATEPKAMTAISEPATDSYVSALVNPPSRNSEVHCDKE 

Sbjct  286   VVSDTPSAVALYRSQELPKADDLATEPKAMTAISEPATDSYVSALVNPPSRNSEVHCDKE  345 

 

Query  656   PGSQLTSHNIVDNTSVDEGQRCSTRLDGVSQKCKHPCDAMRLDELADRSVDENKADDQGI  477 

             PGSQLTSHNIVDNTSVDEGQRCSTRLDGVSQKCKHPCDAMRLDELADRSVDENKADDQGI 

Sbjct  346   PGSQLTSHNIVDNTSVDEGQRCSTRLDGVSQKCKHPCDAMRLDELADRSVDENKADDQGI  405 

 

Query  476   KERGLDKKVVAAPVHGNTISQFAWPNASKCRQPTLEPGSTSVADTEEFDYEGAMGAKLRK  297 

             KERGLDKKVVAAPVHGNTISQFAWPNASKCRQPTLEPGSTSVADTEEFDYEGAMGAKLRK 

Sbjct  406   KERGLDKKVVAAPVHGNTISQFAWPNASKCRQPTLEPGSTSVADTEEFDYEGAMGAKLRK  465 

 

Query  296   TITPDYDLLSRFLNNGSRDKSSLMSDVDNRGENMQGHQSQIRQMIEEPDYESLDFAGVPE  117 

             TITPDYDLLSRFLNNGSRDKSSLMSDVDNRGENMQGHQSQIRQMIEEPDYESLDFAGVPE 

Sbjct  466   TITPDYDLLSRFLNNGSRDKSSLMSDVDNRGENMQGHQSQIRQMIEEPDYESLDFAGVPE  525 

 

Query  116   ANDCCSELASLIDMEEWEIASVIVDMDTELDTQVLSMP  3 

             ANDCCSELASLIDMEEWEIASVIVDMDTELDTQVLSMP 

Sbjct  526   ANDCCSELASLIDMEEWEIASVIVDMDTELDTQVLSMP  563 

 

 
รูปท่ี 6.5 ผลการท า BlastX ระหวา่งล าดบักรดอะมิโนของช้ิน DNA ของรา A. nigricans ท่ีถูกตดัดว้ย
เอนไซม ์XhoI (Query) กบัล าดบัเบสของ hypothetical protein จากรา A. niger (An02g12290) (Sbjct) ท่ีมี
ความคลา้ยคลึงมากท่ีสุด 
 



 67 

ภาคผนวก ข 
 

วธีิการทดลอง (วธีิเก่า) 
 

1. วธีิการท า Partial fill-in 
1.1 เตรียมส่วนผสมส าหรับชุดควบคุม (control reaction) และ ชุดตวัอยา่ง (sample reaction) ดงัต่อไปน้ี 
ชุดควบคุม 
1.5 ไมโครกรัม ของ control DNA (pUC19 ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI) 
2.5 ไมโครลิตร ของ 10x fill-in buffer 
1 ไมโครลิตร ของ dATP (10 mM) 
1 ไมโครลิตร ของ dGTP (10 mM) 
1 ไมโครลิตร ของ Klenow polymerase (5 U/ไมโครลิตร) 
เติมน ้ากลัน่ปราศจากไอออนใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 25 ไมโครลิตร 
 
ชุดตวัอยา่ง 
50 ไมโครกรัม ของช้ิน insert DNA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมแ์บบไม่สมบูรณ์ 
30 ไมโครลิตร ของ 10x fill-in buffer 
5 ไมโครลิตร ของ dATP (10 mM) 
5 ไมโครลิตร ของ dGTP (10 mM) 
3 ไมโครลิตร ของ Klenow polymerase (5 U/ไมโครลิตร) 
เติมน ้ากลัน่ปราศจากไอออนใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 300 ไมโครลิตร 
 
ผสมส่วนผสมของแต่ละหลอดใหเ้ขา้กนัอยา่งเบา 
 
1.2 บ่มหลอดทดลองทั้งสองท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาประมาณ 15 นาที 
1.3 เติม 475 ไมโครลิตร ของ 1X STE buffer ใส่ลงในหลอดชุดควบคุม เติม 150 ไมโครลิตร ของ 1X 

STE buffer และ 50 ไมโครลิตร ของ 10X STE buffer ลงในชุดตวัอยา่ง 
1.4 เติมฟีนอลคลอโรฟอร์มลงไปทั้งสองชุด ปริมาตร 1 เท่า ผสมให้เขา้กนั ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ

สูงสุดเป็นเวลา 2 นาที ดูดเฉพาะสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ หากพบการปนเป้ือนระหวา่งชั้น
สารละลายอยูใ่หท้  าซ ้ าอีก 1 รอบ 

1.5 เติมเอธิลแอลกอฮอล์ 100% ลงไปทั้งสองชุด ปริมาตร 2 เท่า เพื่อตกตะกอน DNA ท่ีอุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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1.6 ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบสูงสุด ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งสารละลายส่วนใส 
ลา้งตะกอน DNA ดว้ยเอธิลแอลกอฮอล์ 70% แลว้ปล่อยให้ตะกอนแห้ง ละลายตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่
ปราศจากไอออน แลว้จึงน าไปใชใ้นการเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ในขั้นตอนต่อไป 
 

สารเคมีทีใ่ช้ 
 
10X Fill-in Buffer 
60 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
60 mM NaCl 
60 mM MgCl2 
0.5% gelatin 
10 mM dithiothreitol (DTT) 
 
TE Buffer 
10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
1 mM EDTA 
 
10X STE Buffer 
1 M NaCl 
200 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
100 mM EDTA 

 
2. วธีิการเช่ือมต่อ (ligating) ช้ิน insert DNA 
เตรียมส่วนผสมส าหรับชุดควบคุม (control reaction) และ ชุดตวัอยา่ง (sample reaction) ดงัต่อไปน้ี 
 
ชุดควบคุม 
1 ไมโครกรัม ของ Lambda FIXII ซ่ึงถูกตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI 
0.8 ไมโครลิตร ของ pMF ซ่ึงถูกตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI 
0.5 ไมโครลิตร ของ 10X ligase buffer 
0.5 ไมโครลิตร ของ rATP (10 mM) 
2 ยนิูต ของ T4 DNA ligase 
เติมน ้ากลัน่ปราศจากไอออนใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 5 ไมโครลิตร 
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ชุดตวัอยา่ง 
เหมือนชุดควบคุมทุกอย่าง ยกเวน้ส่วนของ DNA ควบคุมเปล่ียนเป็น DNA ตวัอย่าง partial fill-in 
digested DNA ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 
 
บ่มตวัอยา่งทั้งสองหลอดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง แลว้จึงน าไปใช ้pack ลงในชุด 
packaging kit 
 
3. การเพิม่ปริมาณ recombinant DNA 
บรรจุเฝจแลมบ์ดาซ่ึงเช่ือมต่อกบั insert DNA (recombinant DNA) จากขอ้ 2 ลงในชุด packaging kit 
สามารถท าไดด้งัน้ี 
3.1 น า packaging extract ท่ีถูกเก็บในตูแ้ช่เยอืกแขง็ (-80 องศาเซลเซียส) มาบ่มท่ี 0 องศาเซลเซียส เม่ือเร่ิม
ละลาย เติมตวัอยา่ง recombinant DNA ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมลงไปโดยทนัที ผสมให้เขา้กนัโดยใช้
ปลายปิเปตดูดข้ึนลงอยา่งชา้ๆ ใหเ้ขา้กนั  
3.2 spin down อยา่งรวดเร็ว บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาไม่เกิน 2 ชัว่โมง  
3.3 เติม SM buffer 500 ไมโครลิตร 
3.4 เติมคลอโรฟอร์ม 20 ไมโครลิตร และ spin down อยา่งรวดเร็ว 
3.5 น าไปใชใ้นขั้นตอน tittering ต่อไป โดยสามารถเก็บตวัอยา่งดงักล่าวไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ภายในระยะเวลา 1 เดือน 
3.6 เพาะเล้ียงแบคทีเรียเจา้บา้น (host bacteria) สายพนัธ์ุ VCS257 ซ่ึงใชก้บั lambda cl857 Sam7 ซ่ึงเป็น
wild-type lambda control DNA ท่ีเป็นชุดควบคุมและ XL1-Blue MRA (P2) ซ่ึงใชก้บั recombinant DNA 
ท่ีเป็นชุดตวัอยา่ง บนอาหาร LA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
3.7 โคโลนีเด่ียวท่ีแยกไดจ้ากขอ้ 3.6 เล้ียงในอาหาร LB ท่ีเติม 10 mM MgSO4 และ 0.2% maltose ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  
3.8 ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วนใสดา้นบน เติมสารละลาย 10 
mM MgSO4 ท่ีปราศจากเช้ือคร่ึงหน่ึงของปริมาตรเดิม ละลายใหเ้ขา้กนั  
3.9 ท าใหค้่า OD600 อยูใ่นช่วง 0.5 โดยการเจือจางดว้ย 10 mM MgSO4  
3.10 ท า dilution series ของชุดควบคุมและตวัอยา่ง recombinant DNA จากขอ้ 3.5 ดว้ย SM buffer จาก 
10-1 ถึง 10-6 ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ผสมกบัแบคทีเรียเจา้บา้นปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้
กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที ดูดมาใส่ LB top agar (0.7% Agarose) ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและเทลงบนหนา้อาหาร LA ให้ทัว่ รอจนแห้งจึงน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง นบัจ านวน plaque ท่ีเกิดข้ึนในหน่วย plaque-forming unit ต่อมิลลิลิตร 
(pfu/ ml) ซ่ึงควรอยูใ่นช่วงประมาณ 400 plaques 


