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  pGEMTF (8 Kb), a shuttle vector that was constructed from pGEM+7Zf(+) and 

pTF6, capable of replicating in E.coli and Bacillus sp. was used as an expression vector  

for dextranase gene (dex) isolated from Arthrobacter sp. strain AG-2 in Bacillus subtilis.
The dex amplified by BUN+F and BUN+R primers, with Alw21I restriction site at their 

5’end, was cloned into  pGEM-7Zf(+) and designated as pGEMDEX. The Alw21I 

fragment from pGEMDEX containing dex was cloned into PstI cut pGEMTF by using     

E. coli DH5 as host. The 10 Kb product that contained dex was found and designated 

as pBUNDEX. Finally, pBUNDEX was transformed into 3 Bacillus subtilis strain;MI111, 

MI111 low protease and MI113 host. Plasmid size in these Bacillus subtilis strains was 

smaller than pBUNDEX in E.coli and dex could not be detected by PCR amplified. The 

result showed that constructed plasmid was deleted when transformed into Bacillus 
subtilis hosts.
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 
 โรคฟนผุ (dental caries) เปนโรคที่มีความสัมพนัธเกีย่วเนื่องกบัจุลินทรียที่อาศยัอยูใน
ชองปาก และนับเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ เปนโรคที่เกิดขึ้นกับเนื้อฟน มีการทาํลายเนื้อ
ฟน และละลายเปนโพรง เมือ่ปลอยทิ้งไวจะลุกลามไปถงึประสาทฟน ทาํใหเกิดอาการเสียวฟนและ
ปวดฟน ถาปลอยไวไมทาํการรักษาอาจจําเปนตองทอนฟนทิง้ สงผลใหประสิทธภิาพในการบด

เคี้ยวอาหารลดลง และจะเปนสาเหตุใหฟนซี่อ่ืนๆเสียมากขึ้น เพราะฟนติดอยูกับกระดูกแบบขอตอ
มีการเคลื่อนทีไ่ด เมื่อมีที่วางฟนซี่ถัดไปจะเคลื่อนเอียงไดทําใหชองวางระหวางฟนมากขึ้นอนัจะทาํ
ใหเศษอาหารติดและกอใหเกิดโรคฟนผงุายยิ่งขึน้ 
 โรคฟนผนุั้นเกดิจากสาเหตุสําคัญสองประการ ไดแกการที่จุลนิทรียในชองปากใช

คารโบไฮเดรตเปนพลงังานผานกระบวนการไกลโคลิซิส แลวเปลี่ยนเปนกรดอินทรีย เชน กรดแลค 
ติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค ซึง่กรดอินทรียทีเ่กิดนัน้จะละลายแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเปน
สวนประกอบที่สําคัญของผวิเคลือบฟนเเละเนื้อฟนจนลุกลามเกิดเปนโรคฟนผุ (demineralization) 
(Melville และ Russell, 1981; Thytrup และ Fejerkov, 1986) และอีกสาเหตุหนึ่งคือ  พฤติกรรม
การบริโภคอาหาร (Noltel, 1973; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988) ยกตัวอยางเชน 
ความถี่ในการรับประทานอาหารและชนิดของอาหาร เปนตน  
 จุลินทรียในชองปากที่เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคฟนผุ ไดแก แบคทีเรียในกลุมของ 
Streptococci และ Lactobacilli โดยเฉพาะอยางยิง่ Streptococcus mutans (Schuster, 1983) 
แบคทีเรียเหลานี้สามารถผลติพอลิแซ็กคาไรดประเภทกลูแคนที่ประกอบดวยกลูโคสหนวยยอย 
โดยสามารถแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมของ กลูแคนที่ละลายน้าํ (เดกซแทรน) ซึ่งประกอบดวย
กลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนใหญ และกลุมของกลูแคนที่ไมละลายน้าํ (มิวแทน) 
ประกอบดวยกลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,3 เปนสวนใหญ (Ceska และคณะ 1972; 
Guggenheim, 1970) โดยแบคทีเรียเหลานี้จะยึดเกาะกับผิวฟนและสรางเดกซแทรนซูเครสหรือ 
กลูโคซิลทรานสเฟอเรส (GTF) ซึ่งเปนเอนไซมที่เรงปฏิกริิยาพอลิเมอไรเซชันสวนกลโูคสของซูโครส
ไปเปนเดกซแทรนและปลอยฟรักโทสอิสระออกมา (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 

เดกซเเทรนเปนฮอมอพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยยอยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ

แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดกิและมีสายที่แตกแขนงออกจากสายหลกัดวยพันธะแอลฟา-1,3-ไกลโคซิดิก  
เดกซเเทรนเปนสารทีม่ีน้าํหนักโมเลกุลสูง ละลายน้าํไดยาก และมีลกัษณะเหนยีวหนืดสามารถจับ
กับผิวฟน และยังสามารถจบักับไกลโคโปรตีนในน้าํลายเเละเศษอาหารในชองปาก เกิดเปนคราบ
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ฟน (plaques) ซึ่งสงผลใหจุลินทรียตางๆเกาะผิวฟนไดมากขึ้น และนําไปสูการเกิดโรคฟนผ ุ
(Guggenheim, 1970) 

การปองกนัฟนผุนัน้สามารถทําไดโดยใชหลักการ เพิม่ความตานทานใหกับฟน ปองกนั

การเกิดกรดในคราบฟน และควบคุมจุลนิทรียในคราบฟน  โดยวธิีปองกันฟนผุ ไดแก การแปรงฟน
ใหถูกตอง การเคลือบรองฟน  การใชสารฟลูออไรด  การใชน้ําตาลเทียม  การใชยาปฏิชีวนะและ
สารตอตานเชือ้จุลินทรีย  และการใชวัคซนีปองกันฟนผ ุ    โดยวธิีการเหลานี้สามารถปองกนัฟนผุ
ไดในระดับหนึง่ แตวิธทีี่สามารถปองกนัไมใหเกิดโรคฟนผุไดเปนอยางดี คือการทาํใหพืน้ผิวภายใน
ปากไมเหมาะตอการตั้งถิน่ฐานของจุลินทรีย (จินตกร ควูัฒนสุชาต,ิ 2544) เนื่องจากเดกซแทรน
เปนสาเหตุหลกัของการจับเกาะของเชื้อจุลินทรีย การใชเอนไซมยอยสลายเดกซแทรนทําใหความ

หนืดลดลงสงผลใหการจับเกาะของจุลินทรียลดลงตามไปดวย  จงึเปนอกีวิธทีี่เหมาะสมในการ

ปองกนัฟนผ ุ  โดยพบวาเดกซแทรนเนสนัน้เปนเอนไซมซึ่งสามารถยอยพอลิแซ็กคาไรดชนิดไม

ละลายน้ําที่จลุินทรียขับออกมา ซึ่งเปนการลดการยึดเกาะของเชื้อจุลินทรียบนฟนได (Melville 
เเละ Russel, 1981, Wolinsky, 1988)  

เดกซแทรนเนส (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase; E.C.3.3.1.11) เปนเอนไซมทีม่ี
ความจาํเพาะตอการสลายพันธะ α-1,6 ที่เชื่อมหนวยยอยกลูแคนภายในสายเดกซแทรน ทาํให
โมเลกุลของเดกซแทรนมีขนาดเล็กลง และความหนืดลดลง  จากการศึกษาพบวาเดกซแทรนเนส 
จากจุลนิทรียหลายชนิดสามารถลดคราบฟนไดอยางมปีระสิทธิภาพ  แตอยางไรก็ตามมีรายงานวา
จุลินทรียบางชนิดเชน รา สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได แตราสวนมากนั้นมักจะมีสวนของผนงั
เซลลที่กอใหเกิดอาการแพ และราบางชนิดยังสรางแอฟลาทอกซนิ (aflatoxin) ออกมาในภาวะ
เดียวกนักับภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม (Leach, 1969) ดังนั้นการคัดเลือกจุลินทรียที่ใช
ในการผลิตเดกซแทรนเนสจงึนยิมใชจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว 

อยางไรก็ตามเเบคทีเรียที่เเยกไดตามธรรมชาตินัน้ จะมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรน
เนสคอนขางต่าํ ดังนั้นกอนที่จะนาํไปใชในทางอุตสาหกรรมจึงตองมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ผลิตเพื่อใหไดเดกซแทรนเนสในระดับที่สงูขึ้น โดยทัว่ไปในเบื้องตนมักทําการคดัเลือกอาหารเเละ

ภาวะที่เหมาะสมตอการเจรญิเเละการสรางเอนไซมของจุลินทรีย   นอกเหนือจากการปรับปรุงสูตร
อาหารเเละภาวะการผลิตเเลว การปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียกเ็ปนสิ่งที่มีความสําคัญในการ

เพิ่มผลผลิต การปรับปรุงสายพนัธุของจลุินทรียนัน้สามารถทาํไดหลายวธิี (Baltz, 1986) อาทเิชน 
การกลายพนัธุ (mutation) ทั้งเเบบสุมและชนิดเจาะจงตําเเหนง โดยการใชสิ่งชกันาํใหเกิดการกลาย
พันธุ เชน รังสี และสารเคมี  การใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิธีทางพนัธุวิศวกรรม (genetic 
engineering) เพื่อปรับปรุงการเเสดงออกของยีนที่ประมวลรหัสใหสูงขึ้น 
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 งานวิจยันี้มวีตัถุประสงคเพือ่สรางเวกเตอรการแสดงออก (expression vector) สําหรับ
เพิ่มปริมาณในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ดวยการแสดงออก
ใน Bacillus subtilis  และศึกษาการแสดงออกเบื้องตนของเดกซแทรนเนสใน Bacillus subtilis 
เพื่อนาํมาใชทดสอบความสามารถของเอนไซมในการชวยลดฟนผุในแบบจําลองสตัวตอไป 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
 โรคในชองปากจัดเปนปญหาทางทันตสาธารณสุขที่สําคญัปญหาหนึง่ ซึ่งนับวนัจะมี

แนวโนมเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ และโรคฟนผุ (dental caries) เปนโรคในชองปากทีเ่ปนกันอยางแพรหลาย
โรคหนึง่ เนื่องจากเปนโรคทีส่ามารถเกิดขึ้นไดกับคนทุกเพศทุกวัย แมวาโรคฟน จะไมรุนแรงจนทาํ
ใหถึงแกชีวิตแตจะทําใหเกิดการสูญเสียหลายประการ ไมวาจะเปนความเจ็บปวดและการบัน่ทอน
สุขภาพ เปนสาเหตุใหเกิดโรคแทรกซอนของระบบอืน่ในรางกาย  นอกจากนี้ยงัทาํใหเกดิการ

สูญเสียทางเศรษฐกิจทัง้ทางดานสวนตัวและสวนรวม (จินตกร คูวฒันสุชาติ, 2544) 
 
จุลินทรียในชองปาก 
 เนื่องดวยภายในปากนัน้ไมไดมีลักษณะเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรียชนิดเดียวกันทั้งหมด

พื้นผวิภายในปากหลายแหงมีคุณสมบัตทิางชีวภาพและทางกายภาพแตกตางกันอยางเหน็ไดชัด

โดยมีเชื้อจุลนิทรียทีม่ีความแตกตางกนัอาศัยอยู พืน้ทีผ่ิวเหลานี้ไดแก เหงือก ริมฝปาก กระพุงแกม 
เพดาน ลิ้น และฟน ซึ่งฟนเปนโครงสรางเดียวเทานั้นในชองปากที่มีลักษณะแข็ง  และทําหนาที่เปน
พื้นผวิใหแบคทีเรียและผลิตผลของเชื้อจํานวนมากมาเกาะอยูจนกลายเปนคราบจุลนิทรีย โดยไมมี
การลอกหลุดของผิวนัน้ จลุินทรียที่อาศยัในชองปากนัน้มีหลายชนิดไมวาจะเปนแบคทีเรีย ยีสต 
ไวรัส และโพรโทซัว  โดยปจจัยทีม่ีอิทธพิลตอการเจรญิเติบโตของจุลินทรียในชองปาก (จนิตกร 
คูวัฒนสุชาต,ิ 2544) ไดแก 

1. อุณหภูมิ  นอกเหนือจากผลกระทบตอการใชพลงังานของจุลนิทรยีและการทํางานของ

เอนไซมแลวอณุหภูมิยังมีผลตอความเปนอยูของจุลินทรยีอีกดวย  ปจจัยอื่นที่ไดรับ

ผลกระทบจากอุณหภูมิไดแกความเปนกรด-เบส การทาํงานของประจุไฟฟา การรวมตัว
กันของโมเลกลุขนาดใหญ และความสามารถในการละลายน้ําของแกส ภายในชองปาก
ของ มนุษยนั้นมีอุณหภูมคิงที่ประมาณ 35-36oซ ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียหลายชนิด 
2. ออกซิเจน ในชองปากนัน้มทีั้งจุลินทรียพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในภาวะที่มีและไมมี

ออกซิเจน (facultative anaerobic microorganism)  จุลินทรียพวกทีต่องการออกซเิจนใน
การเจริญเติบโต (aerobic microorganism)  และจุลินทรียที่ไมตองการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต (anaerobic microorganism) โดยปริมาณของออกซิเจนจะแตกตางกันไป
ตามบริเวณตางๆ ภายในชองปาก 
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3. สภาพความเปนกรด-เบส จุลินทรียสวนใหญตองการคาความเปนกรด-เบสที่คอนขางเปน
กลางเพื่อใชในการเจริญเตบิโต  คาความเปนกรด-เบสในชองปากขึ้นอยูกับน้าํลายและ
อาหารที่รับประทาน คาเฉลีย่ของความเปนกรด-เบสของน้าํลายคือ 6.75 เมื่อมีของหวาน
อยูในปากคาความเปนกรดเบสจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือ 5.0 เปนผลมาจากการเผา

ผลาญอาหารของแบคทีเรียแลวเกิดกรดแลคติคขึ้น  โดยน้ําลายจะทาํหนาทีล่ดกรดที่       
จุลินทรียสรางขึ้น จนคาความเปนกรด-เบสคืนสูระดับความเปนกลาง  ความเปนกรด-เบส
ภายในคราบจลุินทรียที่เกีย่วของกับรอยผุของฟนอาจมีคาต่ํากวาความเปนกลางทําให    
จุลินทรียทีท่นตอกรดไดเทานั้นที่มีชวีิตอยูรอดได   เชน Streptococci และ Lactobacilli  

4. โภชนาการ   อาหารที่จุลินทรียในชองปากนําไปใชนั้นไดมาจากน้ําลายและ 
น้ําเหลืองเหงือก (crevicular fluid) นอกจากนี้ในคราบจุลินทรียมีแบคทเีรียที่สามารถผลิต
พอลิแซ็กคาไรดทั้งภายในเซลลและผลิตออกมานอกตัวเซลลจากน้ําตาลซูโครสได     ซึ่ง
พอลิเมอรเหลานี้จะถูกนําไปใชขณะที่ขาดแคลนอาหารพวกแปง   จะเห็นวาชองปากมี
ภาวะโภชนาการที่เหมาะสม ทําใหเกิดความหลากหลายของจุลินทรียขึ้น 

5. การยึดเกาะติดแนน   การบดเคี้ยวอาหารและการไหลเวียนของน้ําลายนั้นทําให
เชื้อจุลินทรยีที่เกาะติดไมแนนกับพื้นผิวในชองปากถูกกําจัดออกไป การกลืนอาหารจึงเปน
การกําจัดเชื้อจุลินทรียออกจากปากไดเปนอยางดี แตในบริเวณที่จุลินทรียไดรับการ
ปองกันเปนอยางดี เชน รองฟน  รองเหงือก  และซอกฟน เปนตน  จุลินทรียจะถูกกําจัด
ออกไปยากกวาบริเวณอื่น  เนื่องจากจุลินทรียเหลานี้สามารถสรางสารพอลิแซ็กคาไรด

ชนิดไมละลายน้ําจากน้ําตาลซูโครสออกมานอกตัวเซลลได ซึ่งชวยในการยึดเกาะ 
 

จากปจจยัเหลานีท้ําใหพบจลุินทรียหลากหลายชนิดภายในชองปาก  โดยจุลนิทรยีที่อาศัย
อยูในชองปากสวนใหญจะเปนแบคทีเรีย  ซึ่งแบคทเีรียที่สามารถแยกไดโดยทัว่ไปจากปากมนษุย
แสดงไวดังตารางที ่2.1  
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ตารางที่  2.1  แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) 
 
 

แบคทีเรียกรมับวก แบคทีเรียกรมัลบ 

                 Streptococcus 

                 Micrococcus 

                 Peptostreptococcus 

                 Actinomyces 

                 Lactobacillus 

                 Arachnia 

                 Propionibacterium 

                 Bifidobacterium 

                 Eubacterium 

                 Rothia 

                 Bacterionema 

                 Neisseria 

                 Moraxella 

                 Veillonella 

                 Haemophilus 

                 Actinobacillus 

                 Capnocytophaga 

                 Eikenella 

                 Campylobacter 

                 Celenomonas 

                 Centipeda 

                 Treponema 

                 Bacteroides 

                 Fusobacterium 

                 Leptotrichia 

                 Wolinella 
 
 
คราบจุลินทรีย 
 คราบจุลินทรยี (dental plaques) เกิดจากการเกาะตดิกันอยางเหนยีวแนนของแบคทีเรีย  
พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตนอกตวัเซลลของแบคทีเรีย (extracellular polysaccharides) และพอลิ

เมอรที่เกิดจากน้ําลายบนผวิฟน (Gibbons และ Van Houte, 1980) คราบจุลินทรียนี้ถือไดวาเปน
ที่อยูอาศัยขนาดใหญของจลิุนทรีย มีลักษณะนุม หนืด  ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจุลินทรียที่มี
แคลเซียมมาเกาะสะสม (calcified) จะเปลี่ยนไปเปนหินน้ําลาย (calculus หรือ tartar)  คราบจุลิน 
ทรียที่ติดบนผิวฟนนี้สามารถเหน็ไดโดยการบวนปากดวยสารละลายทีเ่ปนส ี เชน erythrosin 
(Burnette และ Scherp, 1962) คราบจุลินทรียประกอบดวยแบคทีเรีย 70-80 เปอรเซ็นต  
แบคทีเรียทีพ่บมากที่สุดคือกลุมของ Streptococcus (Robrich, 1986)  ซึ่งสามารถผลิตกรด
อินทรียได และเปนสาเหตใุหเกิดฟนผุ อยางไรก็ตามสัดสวนของจลิุนทรียจะแตกตางกันไปตาม

อายุและตาํแหนงของคราบจุลินทรีย 
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การเกิดคราบจุลินทรีย  

 การเกิดคราบจุลินทรีย เร่ิมตนจากการเกดิการยึดเกาะของเชื้อแบคทเีรียกับผิวฟน โดยการ
เร่ิมยึดเกาะจะไดรับอิทธิพลจากน้ําลายและการบดเคี้ยว (Lyndhe, 1984)  โดยการยึดเกาะของ
แบคทีเรียกับฟนในชวงแรกนั้นจะอาศัยอนัตรกิริยาไฟฟาสถิต (electrostatic interaction) 
โดยทัว่ไปผิวฟนนัน้จะเปนประจุลบ และแบคทีเรียในชองปากก็มีสมบัติเปนประจุลบเชนกนัซึง่เปน
ผลเนื่องมาจากกรดไลโพไทโคอิค (lipoteichoic acid) ในผนงัเซลล   การยึดเกาะจึงจาํเปนตอง
อาศัยประจุไฟฟาบวกที่เปนพวกไดเวเลนต (divalents) ไดแก แคลเซียม เปนสะพานเชื่อมโยง 
(Gibbons และ Van Houte, 1980)  

 
 

 
รูปที่ 2.1  การเกาะของแบคทีเรียกับฟนโดยมีแคลเซียมเปนสะพาน (จินตกร คูวัฒนสชุาติ, 
2544) 

 
 หลังจากเกิดการยึดเกาะดวยสะพานแคลเซียมแลวจะมกีารเกาะติดแนน (adherence) 

ของแบคทีเรียกับผิวฟนเกิดขึ้นตามมา โดยมีพอลิแซ็กคาไรดชวยในการยึดเกาะ  แบคทีเรียที่

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดในระดับสูงและมีความเกี่ยวเนื่องกับโรคฟนผุคือ Streptococci 

โดยเฉพาะ Streptococcus mutans แบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตกลูโคซลิทรานสเฟอเรส 
(glucosyltransferase) หรือเดกซแทรนซเูครส (dextransucrase) โดยจะเรงปฏิกริิยาการเปลีย่น
ซูโครสไปเปนเดกซแทรนซึง่เปนพอลิเมอรของกลูโคสพรอมกับปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมา

ดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) ดังแสดงในรูป 2.2  
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รูปที่ 2.2  การเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสไปเปนเดกซแทรน โดยอาศัยเอนไซมกลูโคซิลทรานส
เฟอเรส (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) 

 
 เดกซแทรนเปนฮอมอพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพนัธะ

แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก นอกจากนี้เดกซแทรนยงัมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวย-1,3-
ไกลโคซิดิก โครงสรางของเดกซแทรนแสดงในรูปที ่ 2.3   เดกซแทรนมนี้ําหนักโมเลกุลสูงทาํให
ละลายน้ําไดยากและมีลักษณะเหนียวหนดื จับกับผิวฟนไดดี ซึ่งลกัษณะเหนียวนีท้าํหนาที่เปนกาว
ยึดคราบจุลินทรียใหติดกับผิวฟน นอกจากนี้เดกซแทรนยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษ

อาหารตางๆเกิดเปนคราบจลิุนทรีย และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรียใน
ภาวะที่ชองปากขาดแคลนคารโบไฮเดรต (Guggenheim, 1970)  

 

    
 

รูปที่ 2.3  โครงสรางของเดกซแทรน (Glazer และ Nikaido, 1995) 
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การเกิดโรคฟนผุ 

  ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรยีโดยแบคทีเรียใชแปงและน้าํตาลเปนแหลงพลงังานผาน

กระบวนการไกลโคลิซิส แลวเปลี่ยนเปนกรดอินทรียหลายชนิด โดยกรดที่มีความสาํคัญไดแก กรด 
แลคติค  ซึ่งกรดนี้สามารถละลายอะพาไทดที่ผวิเคลือบฟนและเนื้อฟนโดยกระบวนการดีมิเนอรลั
ไรเซชัน (demineralization) ทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อฟนหรือฟนผุ 
 แบคทีเรียในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดชาหรือเร็วตางกัน Streptococci และ

Lactobacilli และยีสต จะสามารถสรางกรดไดเร็ว โดยเฉพาะ Streptococcus mutans ทีน่อกจาก

ผลิตกรดไดอยางรวดเร็วแลวยังสรางเดกซแทรนทาํใหเกดิการจับกับแบคทีเรียชนิดอืน่ๆเกิดเปน

คราบจุลินทรยี (McGhee และ Michalek, 1981; Loeache, 1986)  จากการศึกษาในสัตวทดลอง
ที่ปราศจากเชือ้พบวา Streptococcus mutans  สามารถกอใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด ในขณะที่
Lactobacilli นั้นจะมีบทบาทกับฟนที่ผุอยูแลวมากกวา (Hamada และ Slade, 1980)  ความเปน
กรดของคราบจุลินทรียนัน้พบวากอนรับประทานอาหารจะมีคาความเปนกรด-เบสระหวาง 6.5-7.0 
หลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-เบสจะลดลงอยางรวดเร็วและจะมีระยะหนึง่ทีม่ีคาต่ํา
กวา 5.5 ซึ่งทําใหเคลือบฟนออนตัวและสลายออกมาไดงายทําใหเกดิฟนผุในเวลาตอมา เรียกคา
ความเปนกรด-เบสนี้วา คาความเปนกรด-เบสวิกฤติ (critical pH) การลดลงของคาความเปนกรด-
เบสขึ้นอยูกับอาหารที่บริโภค พบวาคนทีช่อบบริโภคของหวานทีม่ีน้าํตาลซูโครสเปนจํานวนมากจะ
มีคาความเปนกรด-เบสต่ํากวาคาความเปนกรด-เบสวิกฤติมากกวาคนที่บริโภคเฉพาะอาหารมื้อ
หลักเพียงอยางเดียว (Burnett และ Scherp, 1962; Shaw และ Roussos, 1978; Schachtele, 
1982) สําหรับน้ําตาลซโูครสหรือน้ําตาลทรายนั้นมักนยิมมาใชทําอาหารมากกวาน้าํตาลชนิดอื่น 
เนื่องจากราคาถูก หางาย และมีรสชาติดี  นอกจากนีน้้ําตาลทรายเกือบทั้งหมดในประเทศไทยผลติ
มาจากออยซึง่เปนพชืเศรษฐกิจราคาถกูในประเทศดวย  ดังนัน้จึงยังพบปญหาฟนผุในกลุม

ประชากรโดยตลอด 

 

การปองกันฟนผุ 

 มีหลักการสําคัญ คือ การเพิ่มความตานทานใหกับฟน การปองกันการเกิดกรดในคราบจุ 
ลินทรีย และการควบคุมเชือ้จุลินทรียที่อยูในคราบจุลนิทรีย  โดยการปองกนัฟนผุสามารถทําได
หลายวิธ ีดังนี้  (จินตกร ควูฒันสุชาต,ิ 2544) 

1. การเคลือบรองฟน  เนื่องจากตําแหนงที่เกิดฟนผุไดงายที่สุดในชองปากคือ บริเวณหลุม
และรองฟน ที่อยูดานบนของการบดเคี้ยว ซึง่บริเวณดงักลาวยากตอการทาํความสะอาด
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และปองกนัสิง่เกาะติด จึงมกีารนําวัสดุที่มีคุณสมบัติยึดเกาะกับผิวฟนเหนยีวแนนมา

เคลือบปดรองฟน เพื่อปองกนัไมใหเชื้อจุลนิทรียเขาไปอาศัยในรองฟน 
2. การใชสารประกอบฟลูออไรด (Burnette และ Schuster, 1978; Wolinsky, 1988)  มีการ

ใชอยางแพรหลาย โดยมกัผสมลงในน้ําดืม่และยาสฟีน  ฟลูออไรดสามารถชวยปองกันฟน
ผุได เนื่องจากฟลูออไรดจะทาํปฏิกิริยากับหมูไฮดรอกซีของไฮดรอกซีอะพาไทดซึง่เปน

องคประกอบสําคัญของฟน กลายเปนผลึกของพวกอะพาไทด เรียกวาฟลูออโรอะพาไทด
ซึ่งมีความคงทน สลายตัวไดยากและทนตอการละลายจากกรดไดดีกวาพวกไฮดรอกซีอะ

พาไทด อยางไรก็ตามแมวาจะมีการใชฟลอูอไรดอยางสม่ําเสมอแตก็ยงัพบการเกิดฟนผุได 
และหากใชสารนี้ในปริมาณมากเกินไปทําใหกระดูกและฟนเปราะ 

3. การใชน้าํตาลชนิดอื่นที่ไมใชซับสเตรตของกลูโคซิลทรานสเฟอเรส ในการใหความหวาน 
(Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981)  เชนการใชน้ําตาลไซลิ
ทอลและซอรบิทอล แตยังมีปญหาในเรือ่งของรสชาตแิละตนทนุการผลิต ในอาหารและ

เครื่องดื่ม 
4. การใชยาปฏิชวีนะและสารตอตานจุลนิทรยี  (Burnett และ Schuster, 1978; Melville 

และ Russell, 1981; Schuster, 1983) การใชยาปฏิชวีนะเชน เพนซิิลลิน เททราไซคลิน 
และอีริโธรมัยซิน สามารถชวยปองกันฟนผุได  แตการใชยานั้นอาจเกิดผลขางเคียง คือ
การแพยาและการดื้อยาของเชื้อ  สารยับยั้งจุลนิทรียอีกชนิดที่นิยมใชในการปองกนัฟนผุ
คือ คลอเฮกซิดิน  ซึ่งเปนสารเคมีพวกบิสไบกัวไนด มีสมบัติในการยับยั้งรา และแบคทีเรีย
ทั้งกรัมบวกและกรัมลบที่อาศัยอยูในชองปาก นยิมนาํมาใชเปนน้าํยาบวนปาก โดยจะทาํ
ใหเยื้อหุมเซลลของจุลินทรียฉีกขาดและเซลลแตกในที่สดุ แตขอเสียของคลอเฮกซิดนิ คือ
มีรสขม บางครั้งอาจทาํใหตุมรับรสผิดปกติไปหลังจากการบวนปาก 

5. การใชวัคซนีในการปองกนัฟนผ ุ(Hamada และ Slade, 1980; Michalek และ Childers, 
1990)  มีการผลิตวัคซีนจาก S. mutans  แตมีปญหาคอืการเกิดของแอนติบอดี-แอนติเจน
คอมเพล็กซ ซึง่มีผลทาํลายเนื้อเยื่อหัวใจและยังกอใหเกดิการทําลายอวัยวะที่เกี่ยวของกับ
การไหลเวียนของเลือด เชน ไต 

6. การใชสารยับยั้งการทาํงานของกลูโคซิลทรานสฟอเรส (Bowen, 1978)  เชน น้ําตาลฟรัก
โตส และสารพวกเลคติน แตสารสวนใหญที่พบยังไมมปีระสิทธิภาพที่ดีพอและตองใชใน
ปริมาณที่สูง 
อยางไรก็ตามการปองกนัฟนผุดวยวิธีดังกลาวสามารถปองกันฟนผุไดในระดับหนึ่ง  แตวิธี

ที่สามารถปองกันฟนผุไดเปนอยางดีก็คือการทาํใหพื้นผวิภายในชองปากไมเหมาะสมตอการตั้งถิน่

ฐานของแบคทีเรีย  เนื่องดวยเดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการจับเกาะของแบคทีเรียบนผิวฟน  
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การใชเอนไซมเพื่อการเรงปฏิกิริยายอยสลายเดกซแทรนสงผลใหความหนืดลดลงจึงเปนวิธทีี่

เหมาะสมอีกวธิีหนึ่งในการปองกันฟนผ ุ  โดยไดมีการพบวาเดกซแทรนเนสสามารถยอยพอลิ

แซ็กคาไรดที่ไมละลายน้าํทีแ่บคทีเรียขับออกมาเปนการลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลงได 
(Bernette และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988)           

 
 

เดกซแทรนเนส 
 สามารถแบงเดกซแทรนเนสไดเปน 2 ประเภท ตามลักษณะการตัดบนสายเดกซแทรน 
(Mizuno และคณะ, 1999) 

1. เอนโดเดกซแทรนเนส 
  เอนโดเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรนบริเวณตําแหนงพนัธะแอลฟา-
1,6 ที่ตําแหนงใดๆในสายเดกซแทรนและปลดปลอยไอโซมอลโทแซก็คาไรดหลายๆ ชนิด เชน  ไอ
โซมอลโทส  ไอโซมอลโทไทรโอส  และไอโซมอลโทเพนทาโอส เปนตน   เอนโดเดกซแทรนเนสมีชื่อ
ตามระบบการเรียกชื่อเอนไซมวา 1,6-แอลฟา-ดี-กลูแคนโนไฮโดรเลส (E.C.3.2.1.11) จุลินทรียที่
สามารถสรางเอนโดเดกซแทรนเนส ไดแก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 (Okushima และ
คณะ, 1991), Streptococcus salivarius สายพนัธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991),      
S. salivarius สายพนัธุ M-33 (Ohnishi และคณะ, 1995), Penicillium minioluteum สายพันธุ 
HI-4 (Garcia และคณะ, 1996), Penicillium notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), 
Sporothrix schenckii สายพันธุ IT-29 (Arnold และคณะ, 1998), Fusarium sp. (Shimizu และ
คณะ, 1998) และ Paenibacillus sp.(Finnegan และคณะ, 2005) เปนตน 

2. เอกโซเดกซแทรนเนส 
เอกโซเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรนบริเวณตําแหนงพนัธะแอลฟา-

1,6  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลายดานทีไ่มมีหมูน้ําตาล

รีดิวซและตัดเขาไปบนสายเดกซแทรนทีละโมเลกุลและปลดปลอยกลโูคสหรือไอโซมอลโทแซ็กคา 
ไรดออกมา เอกโซเดกซแทรนเนสทีม่รีายงานในปจจุบันมีสามชนิด โดยแบงตามชนิดของ

ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรน ไดแก 
2.1 ผลิตภัณฑเปนกลูโคส ไดแก กลูโคเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.70)  เชื้อที่

สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้คือ Streptococcus mitis (Walker และ 
Pulkownik, 1973), Streptococcus mutans (Dewar และ Walker, 1975), 
Thermomyces lanuginosus (Jensen และ Olsen, 1996) และ 
Arthrobacter globiformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
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2.2 ผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส ไดแก ไอโซมอลโทเดกซแทรนเนส 
(E.C.3.2.1.94)  เชื้อที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี ้ คือ 
Achromobacter sp. (Sawai และคณะ, 1974) 

2.3 ผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทไทรโอส ไดแก ไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนส 
(E.C.3.2.1.95)  เชื้อที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 

นอกจากนี้พบวามีจุลินทรียบางชนิดสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดทั้ง 2 กลุม คือ A. 

globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  ซึ่งสามารถสรางเอนโดเดกซแทรน    
เนสออกมาภายนอกเซลล (extracellular endodextranase) และสรางเอกโซเดกซแทรนเนสสะสม
ไวภายในเซลลได (intracellular exodextranase)  

 
เดกซแทรนเนสกับการปองกันฟนผุ 

เดกซแทรนเนสถูกนาํมาประยุกตใชในการปองกันฟนผ ุ  เนื่องจากเดกซแทรนเนสสามารถ
ยอยสลายสายเดกซแทรนใหเล็กลง  ชวยลดความเหนยีวหนืดและทาํใหเดกซแทรนสามารถละลาย
น้ําไดดีขึ้นจึงยบัยั้งการเกาะติดของจุลินทรียกับผิวฟนได (Schachtele และคณะ, 1975; Galvez-
Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991) และผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลายเดกซแทรนโดยไอ
โซมอลโทเดกซแทรนเนสคือ ไอโซมอลโทส ซึ่งสามารถยับยั้งการผลิตกลูแคนที่ไมละลายน้ําที่เปน
องคประกอบหลักของคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของการเกิดฟนผ ุ (Ebisu และคณะ, 1974) 
นอกจากนัน้ยงัพบวาการสังเคราะหกลูแคนที่ไมละลายน้ําลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณของเดกซแทรน

เนส (Felgenhauer และ Trautner, 1983) 

ในป 1968 Fitzgerald และคณะ พบวาเดกซแทรนเนสทีไ่ดจาก Penicillium funiculosum 
สามารถยับยัง้การเกิดฟนผุไดในหนูแฮมสเตอร เมื่อเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหารและน้ําดื่ม และ
พบวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้าํดื่มและอาหารชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการปองกนัฟนผุ 
มากกวาการเติมลงในน้ําดืม่เพียงอยางเดียว   

ตอมาในป 1969 Block และคณะ ไดศึกษาผลการใชเดกซแทรนเนสปองกนัและรักษาการ
เกิดคราบจุลินทรียและฟนผใุนหนูแฮมสเตอร พบวาหนทูี่ไดรับเอนไซมจะมีคราบจุลินทรียลดลง 
และไมพบอาการฟนผุ ในขณะเดียวกนัหนูที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบจุลินทรียในปริมาณมาก 
และเกิดฟนผมุาก ในดานการรักษาพบวาเมื่อเลี้ยงหนูในอาหารทีม่ีซูโครสสูงเมือ่เติมเดกซแทรน

เนส ลงในน้ําใหกิน พบวาภายในสองวนัคราบจุลินทรยีถูกขจัดออกไปหมด และมีอัตราการเกดิ
คราบจุลินทรยีใหมลดลง  ตอมาพบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตจากรามีขอเสียคือ ราสวนมากจะมี
สวนของผนังเซลลที่กออาการแพและบางชนิดยังสรางอะฟลาทอกซนิ ออกมาในภาวะที่มกีารผลิต
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เดกซแทรนเนส จึงไดเร่ิมนาํเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน เพื่อหลกีเลี่ยงปญหาดังกลาว 
(Leach, 1969) นอกจากนี้ยังมีการทดลองผสมเดกซแทรนเนสกบัยาสีฟนและน้ํายาบวนปาก  
พบวาชวยลดการเกิดคราบฟนไดแตตองใชในความเขมขนสูง (Caldwell และคณะ, 1971; Keyes 
และคณะ, 1971; Murayama และคณะ, 1973)  

แมจะมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่เหมาะสม
ในการนํามาใชขจัดคราบจุลินทรียและปองกันฟนผุนั้นควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปากของ 
มนุษย เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ซึ่งมีความเปนกรด-เบสที่
เหมาะสมกับการทํางานที่ 5.5-7.5 และเสถียรที่ 37oซ  (Okushima และคณะ, 1991)   

 
การปรับปรุงสายพันธุ 
 จุลินทรียที่แยกไดตามธรรมชาติโดยเฉพาะแบคทีเรียนั้น ตามปกติจะมีความสามารถใน
การผลิตสารที่ตองการในปริมาณที่ต่ํา แบคทีเรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสก็เชนเดียวกัน ดังนั้นกอนที่
จะนําไปใชในอุตสาหกรรมจําเปนจะตองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเพ่ือใหเกิดผลผลิตสูงขึ้น 
โดยทั่วไปมักทําการคัดเลือกอาหารและภาวะใหเหมาะสมในการเจริญและการสรางผลผลิตของ   
จุลินทรีย แตการเพิ่มผลผลิตดวยวิธีนี้จะถูกจํากัดดวยความสามารถสูงสุดในการผลิตของจุลินทรีย
ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน  ดังนั้นในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม นอกเหนือจากการ
ปรับปรุงสูตรอาหารและภาวะในการผลิตแลว การปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียก็เปนสิ่งที่จําเปน 
และมีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตอีกดวย  กลาวคือสายพันธุของจุลินทรียที่ใชหากมีลักษณะ
พันธุกรรมตามที่ตองการก็จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามที่วางไว อยางไรกต็าม 
จุลินทรียในธรรมชาติมักจะตองมีการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหบรรลุเปาหมายดังกลาว วิธีการ
ปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียนั้นแบงไดเปน 3 วิธีการหลัก ดังนี้ (Baltz, 1986) 

1. การกลายพันธุ (mutation) เปนวิธีการที่งายและสะดวก ใชความรูดานพันธุกรรมของ
เชื้อจุลินทรียที่ตองการปรับปรุงสายพันธุนอย  มี เทคนิคที่ งายและราคาไมแพง 
ประสิทธิภาพของการกลายพันธุขึ้นอยูกับส่ิงที่กอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตอง

ในการคัดเลือกเชื้อ แตมักใหผลแบบสุม และตองคัดเลือกเปนจํานวนมาก เชน การใชรังสี 
UV (Russel, 1996) และ NTG (Mendell และ Greenberg, 1960) เหนี่ยวนําใหเกิดการ
กลายพันธุ 

2. Genetic recombination เปนวิธีที่ตองอาศัยความรูพื้นฐานทั้งทางพันธุกรรมและทาง 
 สรีรวิทยาของเชื้อ รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อที่ทําการศึกษา เชน การหลอมโพร 
 โทพลาสต (protoplast fusion) การทรานสฟอรเมชัน คอนจูเกชัน และทรานสดักชัน  
 (Vinci และ Byng, 1999)  
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3. การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ดังที่ทราบกันมาเเลววาขอมูล 
ทางพันธุกรรมจะถูกเก็บอยูบนลําดับเบสของยีน ขอมูลเหลานี้จะถูกถายทอดไปยัง mRNA 
และถูกแปลรหัสออกมาเปนสายพอลิเพพไทดหรือที่เรียกวาการสังเคราะหโปรตีน ผลผลิต
ของยีนบางยีนมีความจําเปนตอเซลลในปริมาณมากและตลอดเวลาเพื่อใหเซลลสามารถ

ทํางานไดอยางปกติ ยีนเหลานี้จึงมีการแสดงออกอยูตลอดเวลา (house keeping gene 
หรือ constitutive gene)  และมียีนบางสวนเทานั้นที่ถูกเหนี่ยวนําใหแสดงออกใน
ระยะเวลาหนึ่งๆตามความจําเปนของเซลล (inducible gene) ซึ่งการแสดงออกของยีน
เหลานี้จะตองมีการควบคุมเพื่อใหสิ่งมีชีวิตสามารถอยูรอดได (สุมาลี ตั้งประดับกุล, 
2542) การนําเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมมาใชสามารถปรับปรุงการแสดงออกของยีนที่

ประมวลรหัสใหสูงขึ้นได  และเปนวิธีการที่นิยมในปจจุบัน ขอจํากัดของพันธุวิศวกรรมนั้น 
คือ ตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเชื้ออยางลึกซึ้ง เทคนิคตางๆมีความซับซอนและ
ราคาแพง ตัวอยางการใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเชน การโคลนยีน การเปลี่ยนแปลงโปร
โมเตอร การลดหรือจํากัดเอนไซมที่มีสวนในการขัดขวางผลิตภัณฑที่ตองการ เปนตน 
(Baltz, 1986) 
 หลักการโดยยอของพันธุวิศวกรรมคือ กระบวนการที่นําเอาโมเลกุลดีเอ็นเอมาตัด
ตอและจัดการเพื่อใหไดการเรียงตัวของเบสหรือยีนตามตองการภายนอกเซลลแลวนํากลับ

เขาไปในเซลลผูรับที่ไมไดมียีนนี้โดยธรรมชาติ ผานระบบเวกเตอร เพื่อวัตถุประสงคในการ
เพิ่มปริมาณของยีนนั้นๆ อันจะมีผลตอการเพิ่มผลผลิตจากยีนเมื่อมีการแสดงออกนั่นเอง 
ปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนเพื่อประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุด (Old และ 
Primrose, 1994; Brown, 1995) ไดแก  
 

 - โปรโมเตอร (Promoter)   
 เปนสวนที่มคีวามสาํคัญที่สุดของยีนเนื่องจากโปรโมเตอรเปนตําแหนงที่อารเอ็นเอพอลิ

เมอเรสมาจับเพื่อเร่ิมกระบวนการถอดรหัส  ลักษณะโดยทั่วไปของโปรโมเตอรจะประกอบไปดวย
ลําดับคอนเซนซัส (consensus sequence) ในบริเวณ –35 และ –10 ซึ่ง ลําดับคอนเซนซัสจะมี
ลําดับเบสไมแตกตางกนัมากนัก (เชนเปลี่ยนจาก TTGACA เปน TTTACA) ตัวอยางลาํดับเบส
บริเวณ –35 และ –10 แสดงในรูปที ่ 2.4    ระยะหางระหวาง บริเวณทั้งสองนี ้ จะมีผลตอการ
แสดงออกของยีน  โดยทีถ่ามีระยะหางกัน 17 คูเบสจะทาํใหเกดิการเเสดงออกของยนีสูงสดุ 
(Howley และ McClure, 1983)  
  โปรโมเตอรสามารถแบงไดเปน 2  ชนิด  คือ constitutive promoter ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่
ทําใหเกิดการแสดงออกของยีนตลอดเวลา  และ inducible promoter และ repressible promoter 
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ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่จะทาํใหเกิดการแสดงออกของยีนตอเมื่อมีสารชักนํา หรือ ลดการแสดงออก

ของยีนเมื่อม ีrepressor ตามลําดับ ลักษณะของการควบคุมการแสดงออกของยนีแบบ inducible 
และ repressible แสดงในรปูที่ 2.5   ตัวอยางของ inducible promoter ก็คือ lac promoter ซึ่ง 
เปนโปรโมเตอรที่จะทาํใหเกดิการแสดงออกของยนีในแลคโทส หรืออะนาลอกของแลคโทส เชน 
IPTG เปน สารชักนํา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4 แสดงตัวอยางลาํดับนิวคลโีอไทดบริเวณ –35 และ –10 (Old และ Primrose, 
1994) 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะของการควบคมุการแสดงออกของยีนแบบ inducible และ 
repressible (Brown, 1995) 
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 โปรโมเตอรอาจแบงไดเปนในลักษณะของ strong promoter และ weak promoter อีก
ดวย  โดย strong promoter คือ โปรโมเตอรที่ทาํใหเกิดอัตราการถอดรหัสสูง (high rate of 
transcription) และ weak promoter คือ โปรโมเตอรที่มีอัตราการถอดรหัสตํ่า ทําใหไดโปรตีนที่
ตองการในปรมิาณนอย ซึง่ในการเลือกใชโปรโมเตอรนัน้ควรจะเลือกใชโปรโมเตอรที่เปน strong 
promoter เพือ่ที่จะใหเกิดการถอดรหัสในระดับสูง (Russell และ Bennett, 1982; Makrides, 
1996) ลักษณะการแสดงออกของยนีทีถู่กควบคุมโดย strong และ weak promoter แสดงในรูปที ่
2.6 
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
      
รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะการแสดงออกของยีนที่ถกูควบคุมโดย strong และ weak promoter 
(Brown, 1995) 
 
 ถึงแมวาโปรโมเตอรของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะมีองคประกอบเหมือนกัน แตจะมีความ

แตกตางกนัในสวนของลาํดบันิวลีโอไทด ดังเชนตวัอยางของลําดับนิวคลีโอไทดในโปรโมเตอรของ 
E.coli และของสัตว ที่แสดงในรูปที ่ 2.7  ซึ่งความแตกตางนีท้ําให อารเอ็นเอพอลิเมอเรสของ 
E.coli นั้นไมสามารถจับกบัโปรโมเตอรของสัตวได สงผลใหยีนนัน้ไมสามารถแสดงออกใน E.coli 
ได วิธีการแกปญหาคือ ตองนําเอายีนที่ตองการใสลงในเวกเตอรซึ่งสามารถทําใหเกิดการ

แสดงออกใน E.coli ได (Brown, 1995) 
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รูปที่ 2.7 ตัวอยางของลําดับนิวคลีโอไทดในโปรโมเตอรของ E.coli และของสัตว (Brown, 
1995) 
 

- ประสิทธิภาพในการถอดรหัส (transcription)   
ในการถอดรหสันั้นอาจเกิดปญหาไดหลายอยาง  ประการแรกคือ การเกิดการถอดรหัส

แลวได mRNA ที่ยาวเกนิความจาํเปน  ประการที่สองคือ อาจมีโครงสรางทุติยภูมทิี่ไมตองการให
เกิด  ปรากฏขึ้นมาไดในระหวางการถอดรหัส ซึ่งจะทําใหประสิทธิภาพของการแปลรหัสลดลง  
และประการสดุทายคือ เกิดการถอดรหัสกอนที่จะถงึโปรโมเตอรและสวนของโปรโมเตอรนั้นถกู

ถอดรหัสไปดวย  ทําใหไมสามารถผลิตโปรตีนที่ตองการได  วิธีทีจ่ะทาํการแกไขปญหาเหลานี้
สามารถทําไดโดยการใส transcriptional terminator ลงไป บริเวณปลาย 5′ ของโปรโมเตอรเพื่อ
ปองกนัการเกดิการถอดรหัสผานโปรโมเตอร   และการใส transcriptional terminator บริเวณ
ปลาย 3′ ของโคลนยนี  เพื่อปองกนัการถอดรหัสที่ยาวเกนิความจําเปน  โดย terminator นั้นจะทาํ
ใหเกิดการหยดุการถอดรหัส  โดยทาํใหเกิดโครงสรางทุติยภูมิ หรือ stem loop (Old และ 
Primrose, 1994; Brown, 1995) 

- ประสิทธิภาพในการแปลรหัส (translation)   
การแปลรหัสของแบคทีเรียนัน้ขึ้นอยูกับ ribosome binding site (RBS)  โดยปกติแลวใน 

mRNA ของ E.coli    RBS จะมีขนาดประมาณ 3-12 เบส และประกอบไปดวยสององคประกอบ
คือ ลําดับนวิคลีโอไทดทีมคีวามยาวประมาณ 3-9 เบส ที่เรียกวา ลําดับ Shine-Dalgarno หรือ
ลําดับนิวคลีโอไทด SD ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดนี้จะเปนคูสมกับปลายดาน 3′ ของ 16S rRNA   
ลําดับเบส SD นั้นจะมีลักษณะเปน semi-conserved sequence โดยที่ความแตกตางของลาํดบั 
นิวคลีโอไทด SD จะมีผลตอการควบคุมการแปลรหัส  และอีกองคประกอบหนึ่งคือ โคดอนเริ่มแปล
รหัส (initiation codon)  ซึ่งลําดับนิลคลีโอไทดของโคดอนเริ่มแปลรหัสนี้จะมีผลตอการแปลรหัส
เชนกนั โดยพบวาโคดอนเริ่มแปลรหัสทีพ่บโดยทัว่ไป คอื AUG แตในบางครั้งอาจจะเปนตัวอืน่ เชน 
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GUG และ UUG (Hui และคณะ, 1984) ในการสราง RBS ที่มีประสิทธิภาพนัน้ อาจทาํไดโดยการ
สังเคราะหโอลโิกนวิคลีโอไทดข้ึนมา  โดยที่วาจะตองมลีําดับนิวคลีโอไทดที่เหมาะสมในการแปล
รหัสของโปรตีนที่ตองการ   นอกจากนี ้  RBS นั้นจะตองอยูในบริเวณทีใ่กลกับโปรโมเตอรจึงจะทาํ
ใหมีประสิทธภิาพในการแปลรหัสสูง Old และ Primrose, 1994) 
 - โคดอน (codon)  
 เนื่องจากวากรดอะมิโนตัวหนึ่งๆ นัน้สามารถเกิดไดจาก triplet codon ที่มากกวา 1 แบบ  
โดยในสิ่งมีชีวตินั้นจะมีการเรียงตัวของโคดอนของกรดอะมิโนแตละตวัที่พบบอย  แตบางโคดอนก็
จะพบไดนอยมาก  ลักษณะของโคดอนทีใ่ชนั้นจะมีผลตอการแปลรหัส ถาในยนีนัน้มีโคดอนที่พบ
ไดไมบอย อาจทําใหไมสามารถผลิตโปรตีนที่ตองการหรือโปรตีนที่ไดอาจมลัีกษณะผิดปกติไป 
(Old และ Primrose, 1994; Bell, 2001) 

- เวกเตอร (vector)   
เวกเตอรที่ใชในการโคลนยนีเขาสูแบคทีเรียจะใชเปนพลาสมิด  จํานวนชุดของยีนนั้นจะมี

ผลตอการถอดรหัส โดยทั่วไปเมื่อจํานวนชุดของยนีมากขึ้นกจ็ะสงผลใหเกิดโปรตีนที่ตองการ

ไดมากขึ้นตามไปดวย  โดยวิธทีี่งายที่สุดในการจะเพิ่มชุดของยีนนั้นสามารถทําไดโดยการใช 
พลาสมิดที่มีจาํนวนชุดสงู (high copy number)   โดยเวกเตอรที่มจีํานวนชุดสงู ที่นยิมนาํมาใช 
คือ pBR322     นอกจากนีพ้ลาสมิดที่เลอืกใชจะตองมคีวามเหมาะสมกับเซลลเจาบาน ไมเชนนั้น
แลว เมื่อ พลาสมิดเขาไปอยูในเซลลเจาบานแลวอาจถูกทาํลายโดยนิวคลีเอสในเซลลเจาบานได  
และ พลาสมิดที่ใชจะตองไมผลิตสารพิษที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Old และ 
Primrose, 1994) 
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รูปที่ 2.8  แสดงถึงการใชเวกเตอรเพื่อการแสดงออกของ foreign gene  

 (Brown, 1995) 
 
- ลักษณะทางกายภาพของเซลลเจาบาน  
ในการผลิตโปรตีนปริมาณสงู ในแบคทีเรียนัน้อาจทําใหเกิดการ folding ของโปรตีนที่ไม

ถูกตอง เกิดโครงสรางตติยภูมิของโปรตีนที่ไมละลายน้าํ หรือที่เรียกวาอินคลูชนับอดี (inclusion 
body)  ซึ่งโปรตีนในลักษณะนี้สามารถทําใหบริสุทธิ ์ ไดงาย แตมักจะไมสามารถ folding กลับไป
เปนโครงสรางที่ถูกตองได ทําใหโปรตีนนัน้ไมสามารถทาํงานได  นอกจากนี้เซลลเจาบานยงัอาจ
ยอยสลายโปรตีนที่ผลิตได  วิธีแกไข ควรจะใชเซลลเจาบานสายพนัธุที่ไมมีแอคติวิตีของโปรตีเอส  
(Old และ Primrose, 1994; Brown, 1995; Bell, 2001) 
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- ความเสถียรของโปรตีน   
ความเสถียรของโปรตีนที่ผลิตไดสามารถแบงตามตําแหนงที่แสดงออก  โดยแบงออกเปน

สามสวนดวยกัน คือ cytoplasmic protein, periplasmic protein และ extracellular protein ซึ่ง
แตละชนิดก็จะมีขอดีขอเสียแตกตางกนัไป โดย cytoplasmic protein นั้นจะไดโปรตีนที่ตองการใน
ปริมาณมาก มีโอกาสเกิดอนิคลูชันบอดีสงู ทาํใหโปรตีนไมถูกยอยดวยโปรตีเอสและสามารถทาํให
บริสุทธิ์ไดงาย แตโปรตีนที่ไดจะไมสามารถทํางานได   periplasmic protein จะสามารถทําให
บริสุทธิ์ไดงาย  มีการสลายโปรตีนนอย บางครั้งอาจเกิดอินคลูชันบอดี   และ extracellular 
protein จะไมเกิดเปนอนิคลูชันบอด ี  และสามารถทาํใหบริสุทธิ์ไดงายกวา เนื่องจากชนิดของ
โปรตีนทีห่ลั่งออกมานอกเซลลมีนอย  แตปริมาณโปรตีนนอกเซลลจะคอนขางเจือจาง  นอกจากนี้
ยังเกิดการสลายโปรตีนนอย (Brown, 1995; Pines และ Inouye, 1999; Bell, 2001) 

การผลิตโปรตีนในแบคทีเรียในลักษณะของโปรตีนเชื่อม (fusion protein)  ซึ่งจะมีสวน
ของคูเชื่อม (fusion partner) ติดอยูกับโปรตีน  ซึ่งจะทาํใหโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดใหญข้ึน เกิด
การยอยชาลง ชวยในเรื่องเสถียรภาพของโปรตีน  การละลายน้ํา การนําออกนอกเซลลและชวยใน
การติดตามการแสดงออกของโปรตีน  ในกรณีที่โปรตีนนัน้ๆ สังเกตเหน็การแสดงออกไดยาก  
สามารถใชการศึกษาการแสดงออกของคูเชื่อมแทน ก็จะสามารถทราบระดับการแสดงออกของ

โปรตีนที่เราตองการได (Murrell และ Robert, 1989)  นอกจากนี้คูเชื่อมยงัชวยทําใหการแยก
โปรตีนใหบริสทุธิ์เปนไปไดงายขึ้นอกีดวย  โดยใชหลักการของโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ 
(affinity chromatography) ใหสวนของคูเชื่อมนัน้จับกับคอลัมนเพือ่ แยกโปรตนีที่ตองการออก
จากโปรตีนชนดิอื่น  จากนัน้ทาํการตัดสวนคูเชื่อมทิ้งไป เพื่อแยกเอาเฉพาะโปรตีนที่ตองการ

ออกมา แตบางครั้งการใชคูเชื่อมอาจทําใหเกิดปญหาไดเนื่องจากคูเชื่อมอาจเกิดการ folding ทาํ
ใหโปรตีนที่ตองการไมสามารถแสดงออกได (Brown, 1995) 
  
 การปรับปรุงสายพนัธุโดยการโคลนยีนที่ประมวลรหัสโปรตีนที่ตองการในดีเอ็นเอพาหะที่มี

โปรโมเตอรเพือ่การแสดงออกเกนิ แลวทาํใหเกิดการแสดงออกเกนิขึ้นมานัน้   ไดมีการวิจัยกนั
อยางกวางขวาง  เชน Miettinen และคณะ (1997)  ไดทําการโคลนยนี acid phosphatase จาก 
Aspergillus niger เพื่อทําใหเกิดการแสดงออกเกนิ ใน Trichoderma reesei โดยใชโปรโมเตอร 
cellobiohydrolase I (CBH1) ซึ่งสามารถนําเอนไซมที่ไดนี้ไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร
สัตว  นอกจากนี้ยงัมีการพฒันาสายพันธุ Bacillus subtilis เพื่อผลิตเอนไซมในทางอุตสาหกรรม 
โดยพบวาเมื่อใชโปรโมเตอรจากยนี cry3A ของ Bacillus thuringiensis รวมกับโปรโมเตอรจากยนี 
amyQ ของ Bacillus amyloloquefaciens ทําให aprL มีการเเสดงออกเพิ่มข้ึนสองเทา (Widner 
และคณะ, 2000)   
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 Omidinia และคณะ (2002)  ไดโคลนยนี phenylalanine dehydrogenase (pdh) จาก 
Bacillus sphaericus ลงใน  pUC19 และ pET16b เพื่อศึกษาการแสดงออกใน E.coli พบวามกีาร
แสดงออกของยีนสงูขึ้น 140 เทา  Kuo และคณะ (2003) ไดทําการปรับปรุงสายพนัธุจุลินทรียโดย
การเพิม่จํานวนยนี leucine aminopeptidase จาก Bacillus stearothermophilus มาโคลนเขาสู

ดีเอ็นเอพาหะ pQE-32  ที่มีโปรโมเตอร T5 เเลวศึกษาการเเสดงออกใน E. coli  พบวามกีารเเสดง
ออกของยีนเพิม่ข้ึน    Madhusudan และ Nagaraja (2004) ไดโคลนยีน DNA gyrase จาก 
Mycobacterium smegmatis ลงใน E. coli  โดยใชโปรโมเตอร T7 เพื่อทาํใหเกดิการแสดงออก
เกิน  เปนตน  
  ถึงแมวาหลายการทดลองนยิมใช E. coli เปนเซลลเจาบาน เนื่องจากสามารถ       
ทรานสฟอรมไดงาย และมีระบบเวกเตอรที่มีการพัฒนา ทาํใหเวกเตอรมีคุณสมบัติหลากหลายให
เลือกใช อยางไรก็ตามการใช E. coli เปนเจาบานนั้นก็อาจเกิดปญหาได เพราะ E.coli นัน้ ไมมวีถิี
ชีวเคมีบางอยางที่จําเปนในการแสดงออก เชน การยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก (Old และ 
Primrose, 1994) และโดยทั่วไปจะไมใช E. coli ในอุตสาหกรรมการหมัก    Bacillus sp.นั้น มี
การใชอยางกวางขวางในอตุสาหกรรมที่เกี่ยวของกับการหมักระดับใหญ การใช Bacillus sp. เปน
เซลลเจาบานแทนแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนๆ  มีขอไดเปรียบคือ Bacillus sp.นัน้สามารถ ผลิตโปรตีน
หรือเอนไซมตางๆซึ่งหลัง่ออกมานอกเซลล (Priest, 1977)  ทั้งยงัมีความแตกตางกนัในสปชีส
คอนขางกวาง การหลัง่โปรตีนออกมานอกเซลลนี ้ ทําใหงายตอการทําใหบริสุทธิ์และนาํไปใช 
นอกจากนี ้ Bacillus sp. แตละชนิดยงัสามารถเจรญิเติบโตไดที่อุณหภูมิแตกตางกนั (Hardy, 
1985)  แตปญหาของ Bacillus sp. คือ ความไมเสถยีรของ พลาสมิด (plasmid instability)  และ 
Bacillus sp. มีแอคติวิตีของโปรติเอสสูง นอกจากนีพ้ลาสมิด เวกเตอรของ Bacillus sp.นั้น ยงัไม
มีการพฒันาเทียบเทาใน E. coli   strong promoter ทีม่ีประสิทธิภาพในการแสดงออกบน E. coli   
เชน trp tac และ λpL ไมสามารถแสดงออกไดดีใน Bacillus sp. การโคลนยนีที่ตองการเขาสู 
Bacillus sp. นัน้มีความยุงยากมากกวาการโคลนยีนเขาสู E. coli เนื่องจากโครงสรางที่แตกตาง

กันของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Winnacker, 1987)  
 มีเวกเตอรหลายชนิดที่ถกูพฒันาเพื่อการแสดงออกใน Bacillus sp. ในป 1986 Hirata 
และคณะ  พบวาโปรโมเตอร bgaB  ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่ควบคุมการแสดงออกของยนี β-

galactosidase I จาก Bacillus stearothermophilus IAM11001 เปนโปรโมเตอรที่สามารถทําให
เกิดการแสดงออกเกินได และยังสามารถเเสดงออกไดดีใน Bacillus subtilis อีกดวย (Hirata และ
คณะ, 1985) โดย Hirata และคณะ  ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณเหนอืโคดอนเริ่มถอดรหัสของยีน 
β-galactosidase I ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ PstI ขนาดตางๆกันลงใน pPL703  ซึ่งเปน 
promoter cloning vector ที่มียนีคลอแรมเฟนิคอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส (CAT86) เปนยีน
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รายงาน (reporter gene)  ( Duvall และคณะ, 1983; Monkolsuk และคณะ, 1984) พบวา   
พลาสมิด pTF6 ที่ได ซึ่งมีชิน้ดีเอ็นเอจากบริเวณเหนือโคดอนเริ่มถอดรหัสของ β-galactosidase I 
ขนาด 107คูเบส ใหแอคติวติีของ CAT86 สูงที่สุด และเฉพาะชิน้ดีเอน็เอที่มีสวนเหลือ่มกับ 107 คู
เบสของ pTF6 เทานั้นที่พบแอคติวิตีของ CAT86 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา pTF6 นั้น
ประกอบดวย โปรโมเตอร bgaB และ pTF6 นัน้สามารถทําใหเกิดการแสดงออกของยนีอืน่

นอกเหนือจาก β-galactosidase I ไดอีกดวย     ในป 2000 Panbangred และคณะ ได
ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน penicillin G acylase  (pac)  จาก Bacillus megaterium สาย
พันธุ UN-1 ใน Bm-UNcat และ Bacillus subtilis โดยใช pTF6 พบวามกีารแสดงออกของ pac 
เพิ่มข้ึน 20 เทา   
   

การศึกษาระดับชีวโมเลกลุของเดกซแทรนเนส 

 ในปจจุบันมีผูสนใจศึกษาและทําการโคลนยนีที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย

ชนิดตางๆ แลวเปนจาํนวนมากทั้งแบคทเีรียในกลุม Streptococci ที่อาศัยในชองปาก เชน          
S. rattus  (Igarashi และคณะ, 2004)   และแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน เชน Paenibacillus sp. 
(Finnegan และคณะ, 2005)  เปนตน  

Okushima และคณะ (1991)  ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8  เขาสูเซลลเจาบาน E. coli  โดยใช pUC19 เปนเวกเตอร  ทําการคัดเลือกโคลนใน
อาหารที่ผสมบลูเดกซแทรน  เมื่อศึกษาการแสดงออกใน E. coli  พบวายีนเดกซแทรนเนสมีการ
แสดงออกสูงสุดในสวนเพอริพลาซึม และพบแอคติวิตีเปนสวนนอยในไซโทพลาซึม และในน้ําเลี้ยง
เชื้อ  เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวายีนเดกซแทรนเนสมีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1920 คู
เบส  ที่แปลรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 640 หมู พบบริเวณที่เปนลําดบันิวคลีโอไทดคลายลําดับ 
Shine-Dalgarno  อยูกอนรหัสเร่ิมตนคือ  GAGGAA  และเมื่อทําการวิเคราะหรวมกับลําดับ
กรดอะมิโนทางดานปลาย N   พบวาเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  มี
สวนที่เปนเพพไทดสัญญาณประกอบดวยกรดอะมิโน 49 หมู  ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่สมบูรณจะมี
กรดอะมโิน 591 หมู และมีน้ําหนักโมเลกุล 66 กิโลดัลตัน   

Kubo และคณะ (1993)  ไดศึกษาการแสดงออกของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 
sp. สายพันธุ CB-8 ใน S. gordonii โดยการเชื่อมโปรโมเตอรและเพพไทดสัญญาณของยีนกลูโค
ซิลทรานสเฟอเรส (gtfI) ของ S. downei เขากับยีนเดกซแทรนเนสจากสายพันธุ CB-8 และตาม
ดวย rnnBt1t2 terminator ของ E. coli    และใชพลาสมิดลูกผสม pVA838  เปนเวกเตอร เมื่อนํา
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โคลนที่ไดเลี้ยงในภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสรวมกับแบคทีเรียกอโรคฟนผุคือ S. sobrinus พบวา

สามารถลดการเกาะติดของกลูแคนที่ S. sobrinus สรางขึ้นได 
Wanda และ Curtiss (1994) ไดศึกษาการแสดงออกของเดกซแทนเนสจาก S. sobrinus 

ซึ่งอยูในพลาสมิด pYA902 (Barrett และคณะ, 1987) โดยทรานสฟอรมลงใน E.coli χ2831 
พบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดอยูในสวนเพอริพลาซึม ซึ่งมีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม รวมทั้ง 
isoelectric point ใกลเคียงกับ S. sobrinus และลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของเพพไทดสัญญาณ

ซึ่งมีกรดอะมิโน 30 หมูหายไป เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย C เปน serine และ 
threonine rich  

Iwai และคณะ (1994) ไดโคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับไอโซมอลโทเดกซแทนเนส จาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T6 โดยใชฝาจ λEMBL3 เปนเวกเตอรและใช E. coli สาย
พันธุ NM539 เปนเซลลเจาบาน พบโคลนที่ตองการซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอ PstI ขนาด 3.5 กิโลเบส 
จากนั้นทําการหาแผนที่เรสทริกชัน  และซับโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2.2 กิโลเบส เขาสูพลาสมิด
พาหะ pUC119  เมื่อทําการวิเคราะหโคลนนี้พบวาบริเวณเพอริพลาซึมมีแอคติวิตีของเดกซแทรน
เนสสูงสุด 0.41 ยูนิตตอมิลลิลิตร  และรองลงมาคือสวนไซโทพลาสซึม 0.13 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ
สามารถแสดงออกไดในภาวะไมมี IPTG แสดงวายีนที่โคลนไดมีโปรโมเตอรเปนของตัวเองซึ่ง

สอดคลองกับผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,926 คูเบส และพบบริเวณที่
เปนโปรโมเตอรลําดับ  Shine-Dalgarno และสามารถวิเคราะหไดวากรอบอานรหัสเปดสรางเพพ
ไทดสัญญาณที่มีกรดอะมิโน 39 หมู ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนบริเวณ
ปลาย N ดวย 

Igarashi และคณะ (1995) ไดศึกษายีนเดกซแทรนเนสของ S. mutans โดยโคลนยนีเขาสู 
E. coli DH5α และใช charomid 9-36  เปนเวกเตอร  ใชอาหารทีม่ีบลูเดกซแทรน 2000 ในการ
คัดเลือกโคลน โดยโคลนที่ไดมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 8 กิโลเบส  นําพลาสมิดจากโคลนที่
ไดมาสรางแผนที่เรสทริกชนัของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังกลาวแลวซับโคลนเฉพาะบริเวณทีท่ํา

หนาที่สรางเดกซแทรนเนสเขาพลาสมิด pUC18 และ pUC19 พบวายนีเดกซแทรนเนสสามารถ
แสดงออกไดในพลาสมิดทัง้สองชนิด และ IPTG ไมมีผลตอการแสดงออกแตอยางใด  แสดงวายนี
ที่โคลนไดมีโปรโมเตอรติดมาดวย และสามารถแสดงออกไดอยางมีประสิทธิภาพในเซลล E. coli 
DH5α  เมื่อวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบกรอบอานรหัสเปดขนาด 2550 คูเบสมีรหัสเร่ิมตนคือ 
ATG และรหัสหยุดคือ TGA  บริเวณจับเกาะของไรโบโซมอยูกอนรหสัเร่ิมตน 2 คูเบส คือ GAGG 
บริเวณที่เปนโปรโมเตอรคือ –10 และ –35 อยูหางกนั 21 คูเบส คือ GATGAT  และ TTTACA  หลัง
รหัสหยุดพบบริเวณ inverted repeat จากลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากกรอบอานรหัสเปดพบวามี
กรดอะมิโน 850 หมู มนี้าํหนักโมเลกุลประมาณ 94 กิโลดัลตัน การเปรียบเทียบความเหมือนของ
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โปรตีน DexA กับเดกซแทรนเนสและเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลลชนิดอื่นของ 
Streptococci ในชองปาก มีความเหมือนในระดับลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกบั

เดกซแทรนเนสของ  S. sobrinus  สายพันธุ UAB เทากับ 57.8 และ 47.0% ตามลําดับแตไมพบ
ความเหมือนใดๆกับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ทั้งลาํดับกรดอะมิโน
และลําดับนวิคลีโอไทด 

Oguma และคณะ (1999)  ใชเทคนิค shot-gun cloning  ในการโคลนยีนเอนโดเดกซ   
แทรนเนส (dex) จาก  Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 โดยใชพลาสมิด pUC118 
และใช E. coli สายพันธุ XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่กอใหเกิดวงใส
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งบลูเดกซแทรน  ไดโคลน 8 ชนิด ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3-5 กิโลเบส   
สามารถแบงยีน dex ออกเปน  2 ชนิด ตามลักษณะของแผนที่เรสทริกชัน คือ dex1 และ dex2 
เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ  dex1 และ dex2 
(DXase1 และ DXase2)  กับเอนโดเดกซแทรนเนส (DXase) ของ  Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ  CB-8  (Okushima และคณะ, 1991)  พบวามีความเหมือน  93 % และ 65%  
ตามลําดับ  ทรานสฟอรแมนทที่ไดนี้มีแอคติวิตีของกลูโคเดกซแทรนเนส ต่ํากวาแอคติวิตีใน  
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 และมีแอคติวิตีเพียง 40mU/ml  นอกจากนี้ยังไม
สามารถกระตุนการแสดงออกไดดวย IPTG แสดงใหเห็นวาการแสดงออกของยีนไมไดอยูใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอร lacZ  

Igarashi และคณะ (2001)  ไดศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยนีเดกซแทรนเนส 
จาก Streptococcus downei  พบกรอบอานรหัสเปดขนาด 3891 คูเบส มีกรดอะมิโน 1297 หมู มี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 139.7 กิโลดัลตัน และ isoelectric point 4.49 ลําดับอนุรักษเหมือนกับ
เดกซแทรนเนสจาก S.mutans, S. salivarius และ S. sobrinus  นอกจากนีย้ังพบวาดีเอ็นเอ
ติดตาม dex สําหรับ S. downei  นั้นสามารถไฮบริไดซกับโครมอซอมอลดีเอ็นเอของ S. sobrinus  
ได และไดศึกษาการแสดงออกของเดกซแทรนเนสใน E. coli โดยใชเวกเตอร pT7blue พบวาเกดิ
บริเวณใสบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที่มีบลูเดกซแทรนและ IPTG  

Hatada และคณะ (2004) ไดศึกษาการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 

globiformis T6 โดยใช Bacillus subtilis ที่ไมมีโปรตีเอสแอคติวิตีเปนเซลลเจาบาน พบวาเอนไซม
ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวนั้นมีน้ําหนัก 65.5 กิโลดัลตัน มีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม คือ 60oC และ 
3.5 ตามลําดับ    

Igarashi และคณะ (2004)  ไดศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยนีเดกซแทรนเนส 
จาก Streptococcus rattus ATCC 19645 พบกรอบอานรหัสเปดขนาด 2760 คูเบส มีกรดอะมิโน 
920 หมู มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 100.1 กิโลดัลตัน โดยรีคอมบิแนนทเซลลใน E. coli นัน้ม ี   
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แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสซึ่งมีซึง่มีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม รวมทัง้ isoelectric point 
ใกลเคียงกบั S. sobrinus และ S. mutans  

Finnegan และคณะ (2005) ศึกษายนีเดกซแทรนเนสจาก Paenibacillus sp. สายพันธุ 
Dex40-8 และ Dex50-2. ซึ่งคัดแยกจากดิน   ในสายพันธุ Dex40-8 นั้นพบเฉพาะยีน dex1 ซึง่
ประกอบดวยกรดอะมิโน 716 หมู และมีน้ําหนกัโมเลกลุ 80.8 กิโลดลัตัน ในสายพันธุ Dex50-2 
พบทัง้ยนี dex1 และ dex2 ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 905 และ 596 หมู และมีน้าํหนักโมเลกุล 
100.1 กิโลดัลตันและ 68.3 กิโลดัลตันตามลําดับ  ยีน dex2 ในสายพนัธุ Dex50-2 นั้นมีความ
เหมือนในระดบัลําดับกรดอะมิโนกับ thermotolerant dextranases ของ thermophilic 
Paenibacillus sp.  และพบวายนีทั้งสามตัวสามารถแสดงออกไดใน E.  coli โดยทําใหเกิดบริเวณ
ใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทีม่ีบลูเดกซแทรน  โดยเดกซแทรนเนสทีพ่บนัน้มีคุณสมบัติเปนเอนโด

เดกซแทนเนส 
ในป 2540 ณฐินี สุวรรณสิงห  ไดทําการคดัแยกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่สามารถสราง

เดกซแทรนเนสจากดินในจงัหวัดนนทบุรี เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมพบวาสามารถผลิตเดกซ
แทรนเนสที่มีแอคติวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตรทีท่ําการปรับปรุงแลว
โดยณฐิน ี สุวรรณสิงห  โดยคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทาํงานของ
เอนไซมคือ 6.5 และ 40oซ ตามลําดับ และมีความเสถยีรที่ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ 4.0-
7.0 และ 30-37oซ ตามลาํดับ แบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ไดถูกจัดจาํแนกเปน Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 จากการศึกษาสมบตัิทางชีวเคมีและวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S 
ribosomal RNA โดย Chareonpornwattana และคณะ (2001)  ตอมาไดมีการทดลองปรับปรุง
สายพนัธุแบคทีเรียที่ผลิตเดกซเเทรนเนส Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 โดยใชหลักการกลาย
พันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตและ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) พบวาสามารถ
ผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึน 2.5 เทา และมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร (สุหัทยา      
จิระนันทพิร, 2543) และไดมีการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 พบวายีนมีขนาด 1,899 คูเบส ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 
หมู ขนาดประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมและ inverted repeat 
นอกจากนีย้ังพบวามีความเหมือนกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-
3044, เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 และไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนสของ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 83%, 82% และ 79% ตามลําดับ (สุทธรัิกษ
ตั้งจิตพินจิการ, 2546) 
 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษทั Kakusan, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก  รุน RA50J 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ  รุน RA228J 

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70Oซ  ของบริษัท Forma Scientific , 

USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20Oซ  ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, 

USA. 
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15. ไมโครปเปต (micropipette) ของบริษัท Gilson, France. 
16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
17. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
18. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
21. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA 
22. Gene pulser II Electroporation system ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
23. Gel documentation ของบริษทั Bio-Rad, USA. 
 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. พอลิเปปโตน (polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
6. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
8. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
9. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
10. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
11. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. KH2PO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
13. แมนนทิอลของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
14. 2-โพรพานอลของบริษัท E Merck, Germany. 
15. ไลโซไซม ของบริษัท Sigma, USA. 
16. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
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17. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

18. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
19. K2HPO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
20. MgSO4.7H2O ของบริษัท E Merck, Germany. 
21. HEPES ของบริษัท Sigma, USA. 
22. PEG6000 (Polyethyleneglycol6000) ของบริษัท Fluka chemika, Switzerland. 
23. สารปฏิชีวนะ กานามยัซิน (kanamycin)  แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
24. เรสทริกชันเอนไซม  BamHI , EcoRI ของบริษัท Promega, USA. 
25. เรสทริกชันเอนไซม  Alw21I , PstI ของบริษัท Fermentas, USA. 
26. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
27. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
28. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั TOYOBO, Japan. 
29. T4-ดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) ของบรษิัท Promega, USA. 
30. แอลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
31. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
32. เดกซแทรน (industrial grade) ของบริษทั Sigma, USA. 
33. บลูเดกซแทรน (blue dextran) ของบริษัท Sigma, USA. 
34. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
35. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
36. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
37. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

Escherchia coli สายพนัธุ 
DH5α 

ϕ80dlacZΔM15, endA1, recA1, 
gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, Δ(lacZYA-

argF)U169 

Hanahan, 1983 

E. coli (pSUDEX) E. coli สายพนัธุ DH5αที่มรีีคอมบิ   
แนนทพลาสมดิ pSUDEX 

สุทธิรักษ ตั้งจิตพินิจการ, 
2546 

Bacillus subtilis MI111  arg-15leuA8 rM
- Amy+ วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 

Bacillus subtilis MI111 
low protease 

arg-15leuA8 rM
- Amy+, low protease 

activity 
วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 

Bacillus subtilis MI113 arg-15 trpC2 rM
- mM

- Amy+ วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 
E. coli (pGEMTF) E. coli สายพนัธุ DH5αที่มรีีคอมบิ 

แนนทพลาสมดิ pGEMTF 
สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pBUNDEX) E. coli สายพนัธุ JM109 ที่มีรีคอมบิ  
แนนทพลาสมดิ pBUNDEX 

สรางในการทดลองนี ้

Arthrobacter sp. สาย

พันธุ AG-2 
สามารถยอยสลายเดกซแทรน ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540 

 
 
* ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. วฒันาลยั ปานบานเกร็ด ภาควิชาเทคโนโลยีชวีภาพ คณะ
วิทยาศาสตร  มหาวิทยาลยัมหิดล 
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3.4 พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.2  พลาสมิด 

 
 
 
 
 
ตารางที ่3.3  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
 
โอลิโกนวิคลโีอ
ไทดไพรเมอร 

ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

BUN+F 5’-AGTGTGCACCGAGAGGAACTATCATGCCCG-3’ 
(70Oซ) 

ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
BUN+R 5’-ACAGTGCACTCGATGCCAATGAGATGGCTG-3’ 

(71Oซ) 
ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
PROBUNF 5’-ATATTGTTGTTGACAAATAC-3’ 

(47.2Oซ) 
ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
 
 
 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
    pTF6 Kmr, Cmr Hirata, 1986 
    pGEMTF Apr, Kmr, Cmr สรางในการทดลองนี ้
    pBUNDEX Apr, Kmr สรางในการทดลองนี ้
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3.5  การเลี้ยงและเกบ็รักษาแบคทีเรีย    
 
      3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทกุสายพันธุในอาหารเลีย้งเชือ้ LB (ภาคผนวก ก)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูม ิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข) ใชแอมพิซิลลิน (Am) ความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ    
นาน 16-18 ชั่วโมง    
      3.5.2  เลี้ยง Bacillus subtilis ทุกสายพนัธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูม ิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข) ใชกานามัยซนิ (Km) ความเขมขน
สุดทาย 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ  
นาน 16-18 ชั่วโมง    
      3.5.3  เลี้ยง  Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
เมื่อตองการกระตุนการสรางเดกซแทรนเนสหรือเพื่อการเก็บรักษาเชือ้  โดยเลี้ยงนาน 2-3 วัน และ
เลี้ยงในอาหารเหลว และอาหารเเข็ง LB เมื่อตองการสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอ  โดยเลี้ยงนาน 16-18 
ชั่วโมง  บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 30 Oซ 
      3.5.4  เก็บรักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli, B. subtilis ทุกสายพันธุ และ Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 ถึง 3.5.3 ตามลําดับนํามาผสมกับกลีเซอ 
รอล (ภาคผนวก ข) ในอัตราสวนน้าํเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3:7 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอด
เก็บเชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –70Oซ  
                  
3.6  เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 
      3.6.1  สกัดพลาสมิดดวยวิธ ีAlkaline lysis  

 
                เลี้ยงแบคทีเรียสายพนัธุที่มพีลาสมิดที่ตองการในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว LB ทีม่ียา

ปฏิชีวนะ 5 มิลลิลิตร  นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคืน แลวนาํมาสกัดพลาสมิดดวยวิธี 
alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้   ถายเชื้อ 5 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลนาน 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  
เทสวนน้าํใสทิง้ใหหมด    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข) 100 ไมโครลิตร  
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กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนั้นเติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข) ที่
เตรียมใหมๆ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอาง
น้ําแข็ง    จากนั้นเติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข) ที่เยน็   150 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยการ
กลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็งนาน 3-5 นาท ี  นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที    ถายเฉพาะสวนน้าํใสที่อยูเหนือตะกอนมาประมาณ 400 
ไมโครลิตร  แลวเติมเอทานอล 95 % ปริมาตร 2 เทาของสวนน้าํใส  กลับหลอดไปมาเบาๆ  ตั้งทิง้
ไวที่อุณหภูม ิ–20Oซ  ประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
นาน 15 นาที  เทสวนของเอทานอล 95 % ทิ้ง    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอทานอล 70% ที่
เย็นจัด ประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้าํ 2 คร้ัง  โดยการปนลางเกบ็ตะกอนนาน 5 นาท ีคอยๆเท
สวนน้ําใสทิ้ง    สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนทิแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน
บัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 2 ไมโครลิตร เพื่อ
กําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ –20 0ซ 
 ในกรณีที่ตองการสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียแกรมบวกเชน Bacillus subtilis หลังจาก
เติมสารละลาย I แลวใหทาํการเติมไลโซไซมใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
บมที่ 37Oซ นาน 30 นาท ีแลวจึงเติมสารละลาย II (วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด, 2536) 
 
      3.6.2  สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
                      
                    สกัดพลาสมิดตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  โดยเลีย้ง B. subtilis หรือ E. coli สาย
พันธุที่มพีลาสมิดที่ตองการและปนเกบ็เซลลตามวิธีในขอที่ 3.6.1  แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร 
P1  250 ไมโครลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร P2  250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทัง่
ของผสมเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลาย N3  350 
ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นําไปปนเหวี่ยงเพือ่ใหตะกอนตกที่
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้าํใสลงใน QIAprep 
spin column นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมหิอง นาน 1 นาที  
เทสวนน้าํใสทิง้    เติมบัฟเฟอร PB  500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว
รอบ 13,000 รอบตอนาททีีอุ่ณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติมบัฟเฟอร PE 750 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีที่
อุณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้กอนทาํการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    
ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 
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ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 13,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาท ี ที่อุณหภมูิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส  เก็บพลาสมิดที่
อุณหภูมิ –20Oซ  

 
      3.6.3  วิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่สกัดได 

 
                 นาํสารละลายดเีอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 
260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสงู  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอาร
เอ็นเอปนเปอนสูง 
                         คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
                         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
  
 3.7  ปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
         สําหรับการทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอร BUN+F และ BUN+R ไดถูกออกแบบ
จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter  sp. สายพนัธุ AG-2 (สุทธิรักษ  
ตั้งจิตพินจิการ, 2545) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 3.3 

ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสมีความเขมขนสุดทายของแตละสวนประกอบเปนดงันี ้ 
สารละลาย MgCl2ความเขมขน 2.5  มิลลิโมลาร สารละลาย dNTPs ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 
(แตละชนิด) สารละลายไพรเมอร BUN+F และ BUN+R  ชนิดละ 0.2 ไมโครโมลาร    บัฟเฟอร 1X 
KOD polymerase    KOD DNA polymerase (Toyobo, Japan) ปริมาณ 2.5 หนวย    ดีเอ็นเอ
แมแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม โดยภาวะทีใ่ชในปฏิกิริยาเปนดังนี ้                       
 hot start  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน   1   นาท ี
 denaturation  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน 15   วินาท ี
 annealing   ที่อุณหภูม ิ68Oซ                     นาน   2   วนิาที           25 รอบ 
 extention  ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน  30  วินาท ี

final extention              ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน   10   นาท ี
 

            ดําเนนิปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (DNA thermal cycler) 
(Perkin Elmer, USA)      
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3.8  สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดและวเิคราะหดีเอ็นเอ 
          

      3.8.1  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 
                ตัดจีโนมกิดีเอ็นเอและพลาสมดิดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม  โดยใชบัฟเฟอรและ

อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเรสทริกชันเอนไซมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 
 

      3.8.2   ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
                  

    ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิดทีถ่กูตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซมโดยมวีิธีการดังนี้คือ ผสมพลาสมิดปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม 
(Promega, USA) หยอดสารละลายลงไปในชองและใช 1 kb DNA ladder (Promega, USA) เปน
ดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งเจลประกอบไปดวย อะกาโรสเจล 0.7% ในบฟัเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข) 
จากนั้นทําอิเลก็โทรโฟเรซิสดวยชุดทาํอิเล็กโทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT หรือชุดทําอิเล็กโทรโฟเร
ซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 50-100 โวลต   ทิ้งไวจนกระทัง่สีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู
เคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 5-10 นาท ี  ลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกินออกดวยน้าํ
กลั่นปลอดประจุ  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอและถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Biorad, 
USA) 

  
      3.8.3  การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 

 
    ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตาม
ขนาด  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  ตัดเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่
ตองการดวยใบมีดและนําชิน้เจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ  แยกชิ้นดีเอน็เอออกจากอะกา
โรสเจลดวยชดุสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรส QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 
(ภาคผนวก ข4)ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี ้   เติมบัฟเฟอร QG ปริมาณ 3 เทาของชิ้นอะกา
โรสเจล บมทีอุ่ณหภูมิ 50Oซ นาน 10 นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด  จากนัน้เติมไอ
โซโพรพานอลที่อุนที่อุณหภมูิ 50Oซ ปริมาณ 1 เทาของชิ้นอะกาโรสเจล  ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดไปมา แลวถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน QIAquick column นําไปปนตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาททีี่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้าํใสทิง้    
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เติมบัฟเฟอร PE  750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง  เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทาํการปนเหวี่ยงซ้าํอีกครั้ง
เพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอด
ประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาท ี  นําไป
ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีที่อุณหภูมิหอง    ชิ้นดีเอ็นเอจะอยู
ในสวนน้าํใส  เก็บที่อุณหภูม ิ–20Oซ  

 
      3.8.4  เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับเวกเตอร 

              
                เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอและพลาสมิดเวกเตอรทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม
โดยใช T4-ดีเอ็นเอไลเกส (Promega, USA) อัตราสวนโมลารของชิน้ดีเอ็นเอกับเวกเตอรที่ใชในการ
เชื่อมตอโดยทัว่ไปคือ  5:1 หรือ 3:1  ปรับปริมาตรสุดทายของสารผสมปฏิกิริยาทีใ่ชในการทดลอง
นี้ใหเปน 10 ไมโครลิตรดวยน้ํา  นําของผสมชิ้นดีเอ็นเอ พลาสมิดเวกเตอรและน้ําไปใหความรอนที่ 
65Oซ นาน 10 นาที  ปลอยใหเยน็ลงที่อุณหภูมิหองแลวเติม 10X ไลเกชันบัฟเฟอร และ ทีโฟรดีเอ็น
เอไลเกส บมของผสมปฏิกริิยาที่อุณหภูม ิ 16Oซ นานขามคืนกอนทีจ่ะนําไป ทรานสฟอรมเขาสู
เซลลเจาบาน  

 
3.9  การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 

 
      3.9.1   การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli 
 
                 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ   
E. coli ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 2YT (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิ 37O

ซ นานขามคนื (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใชเปนหัวเชื้อ  จากนัน้ถายหวัเชื้อ 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว 2YT  70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed  flask  นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  จนกระทั่ง 
OD600 เทากับ 0.3-0.5    ระหวางชวงทีร่อการเจริญของเชื้อใหทําการเตรียมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 (เตรียมกอนใชและสารละลายทกุชนิดที่ใชเตรียมคอมพีเทนทเซลลตองแชในอางน้าํแข็ง) 
ดังนี ้ ผสมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 1 โมลาร ที่ปลอด
เชื้อและเย็น  3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขากันแลวตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็ง
ใหไดอุณหภูมิ 4Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 1 โมลาร  ที่ปลอดเชื้อและเย็น 1 มิลลิลิตร  
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ผสมใหเขากนัแลวเติมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็เพือ่ปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร    แชใน
อางน้ําแข็งกอนจะใช 
                เมื่อไดคา OD600 ตามที่ตองการแลวใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ 35 
มิลลิลิตร ที่เยน็ จํานวน 2 หลอด    จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ชนิดควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็ในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที นาน 6 นาที  
(ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง    เติมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 ที่เยน็ 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม)    แชหลอดเซนตริฟวจที่มตีะกอนเซลลและสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 ในอางน้าํแข็ง  นาน 30-45 นาที  แลวจงึนาํไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็
รอบ 4000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    จากนั้นเติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่
เย็น 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอดอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2  แชในอางน้าํแข็งนาน 45 นาที ข้ึนไป แลวเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 875 
ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลอดและผสมใหเขากนัเบาๆ สุดทายทาํการแบงใสในหลอดไมโครฟวจ
ปลอดเชื้อที่เยน็ประมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเก็บคอมพีเทนทเซลลไวที่อุณหภูมิ –70Oซ 

 
 

      3.9.2   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 
 
                 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยทุกขัน้ตอนทาํที่อุณหภูมิ 4Oซ  ยกเวนชวงทาํ heat shock ดังนี ้นําคอมพีเทนทเซลล E. coli  ที่
เก็บไวที่อุณหภูมิ  -70Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ เมือ่เซลลละลายแลวใหใสรีคอมบิ    
แนนทพลาสมดิลงในคอมพเีทนทเซลล 100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัแลวนาํไปบมในอางน้าํแข็ง
อยางนอย 30 นาที  จากนั้นทําการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42Oซ นาน 90 วินาที  เมื่อครบเวลาให
แชลงในอางน้าํแข็งทนัทนีาน 2 นาท ี  แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ 
และนําไปบมที่อุณหภูม ิ37Oซ  อยางนอย 1  ชั่วโมง  จากนัน้เกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่
มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งผานการเกลี่ยดวย 50 ไมโครลิตร ของ X-gal (5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ข) และ 7 ไมโครลิตร ของ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข) 
(ทําการเตรียมเกลี่ยสารดังกลาวกอนใชทกุครั้ง) บมที่อุณหภูมิ 37Oซ  นานขามคืน  
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3.10  การทรานสฟอรมรคีอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis 
 

3.10.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ B. subtilis 

 

 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (สชุาติ ปนจัยสหี, 2538) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ B. subtilis ลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth แลวนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ ขามคืน เพื่อใชเปนหัว
เชื้อ จากนั้นถายหวัเชื้อ 100 ไมโครลิตรลงใน LB broth 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed flask ใน
เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  จนกระทัง่ OD600 เทากับ 1.0 จากนัน้นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน
เซลลดวยความเร็ว 10000 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 4Oซ  เปนเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิง้ 
แลวปนลางเซลลดวย 1mM HEPES buffer pH 7.0  10 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) จํานวน 2 คร้ัง 
จากนั้นปนลางเซลลอีกครั้งดวยสารละลาย PM 10 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) คอยๆเทสารละลาย 
PM ทิ้งและกระจายเซลลในสารละลาย PM ประมาณ 200 มิลลิลติร ที่เหลืออยูในหลอดเซนตริ
ฟวจ เซลลนี้สามารถนําไปใชไดทันท ีหรือเก็บไวที ่-70Oซ  จนกวาจะใช 

 
 
 

3.10.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis 
 

 ทรานฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis (สุชาติ ปนจยัสหี, 2536) โดยใชวิธ ี
อิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) ดังนี ้ ผสมคอมพีเทนทเซลล 100 ไมโครลิตรกับดีเอ็นเอ 20 
ไมโครกรัมในหลอด Eppendorf ที่ปราศจากเชื้อ จากนั้นเติม  PEG 6000 40% ผสมใหเขากนัดี
แลวนําไปแชในอางน้าํแข็งเปนเวลา 5 นาที ถายเซลลที่ผสมพลาสมิดและ PEG ปริมาณ 20 
ไมโครลิตรลงในคิวเวตตที่มีระยะหางระหวางขั้วประมาณ 0.2 ซม.ระวังอยาใหเกิดฟอง ปลอย

กระแสไฟฟาผานเซลล 1 คร้ัง โดยปรับเครือ่งอิเล็กโทรพอเรชันที ่2400 โวลต ( 12 – 16 กิโลโวลต
ตอช่ัวโมง)ความตานทาน 4 กิโลโอหม (เวลาที่ใชในการปลอยกระแสไฟฟาประมาณ 5/1000 
วินาที) ดูดเซลลจากคิวเวตตมากระจายใน  LB broth 1 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ เปน
เวลา 2-3 ชั่วโมง จากนัน้เกลี่ยเชื้อลงบนอาหารเลิย้งเชือ้แข็ง LB ที่มยีาปฏิชีวนะกานามัยซนิ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและบลูเดกซแทรน 0.5%  บมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคนื 
 
 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสรางชัตเทิลเวกเตอรเพื่อใชสาํหรับการโคลนยีนเดกซแทรนเนส 
  
 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรและทรานสฟอรมโดยตรงเขาใน Bacillus sp. 
นั้นทําไดยากเนื่องจากลักษณะของผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกซึง่มีชัน้เพปทิโดไกลแคนหนา 
ทําใหการสงผานสารตางๆ รวมทั้งโมเลกุลดีเอ็นเอนัน้ทาํไดลําบาก จึงทําการสรางเวกเตอรที่มี

ลักษณะเปนชตัเทิลเวกเตอร (shuttle vector) เสียกอน เพื่อทําการโคลนยนีเดกซแทรนเนสเขา
แลวทรานสฟอรมสู E. coli กอน จากนัน้จึงคอยทาํการเพิ่มปริมาณโดยการสกัดรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดจาก E. coli เพื่อทรานสฟอรมเขาสู Bacillus sp. เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนตอไป  
โดยทาํการสรางชัตเทิลเวกเตอรจากพลาสมิด pGEM-7Zf(+) ที่สามารถถายแบบไดใน E.coli  
และพลาสมิด pTF6 ที่สามารถถายแบบไดใน Bacillus sp. ตัดพลาสมิดทั้งสองชนิดดวยเรสทริก
ชันเอนไซม EcoRI แลวเชื่อมดวยทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส  จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5α 
ทําการคัดเลือกทรานสฟอรแมนตที่ไดโดยการใชเทคนิค blue-white colony selection  
ตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่มีพลาสมิดขนาดประมาณ 8 กิโลเบส โดยการตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซม PstI (ชองที่4) และเมื่อตัดดวย EcoRI แลวไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นซึ่งจะมีขนาดประมาณ 5 
และ 3 กิโลเบสตามลําดับ (ชองที่5) ชตัเทิลเวกเตอรที่ไดใชชื่อวา “pGEMTF”  ดังแสดงในรปูที ่
4.1.1 
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          1     2     3     4     5 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1.1  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF ที่สรางได 

 
  ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
  ชองที ่2   พลาสมิด pGEM-7Zf(+) ที่ตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม EcoRI 
  ชองที ่3   พลาสมิด pTF6 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
  ชองที ่4   ชัตเทิลเวกเตอรที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI 
  ชองที ่5   ชัตเทิลเวกเตอรที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
 
 เม่ือไดชัตเทิลเวกเตอรที่ตองการแลว ทําการตรวจสอบทศิทางของพลาสมิด โดยการตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซม BamHI และ PstI จากรูปที่ 4.1.2 พบวาเมื่อตัดดวยเอนไซมดังกลาวแลว
จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5 และ 3 กิโลเบส (ชองที่2-5) จากชิน้ดีเอ็นเอที่ปรากฏนี้ทาํให
สามารถทราบทิศทางการเชือ่มกันของพลาสมิดทัง้สองชิ้นไดดังรูปที่ 4.1.3   
 
 
 
 
 
 
 
 

8.0 

5.0 

กิโลเบส 

3.0 

6.0 

10.0 

1.5 
2.0 

1.0 



 40 

 
 
                              1    2    3    4    5 
          
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1.2 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของ pGEMTF ที่ถูกตัดดวย      
      เรสตรกิชันเอนไซม BamHI และ PstI 
  
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2-5 ชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF1-4 จากทรานสฟอรแมนต 1,2,3 และ 4  
   ตามลําดับ ที่ถกูตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI และ PstI 

 
                                                  
รูปที่ 4.1.3 แผนที่แสดงทศิทางการเชือ่มตอกันของ pGEM-7Zf(+) และ pTF6 ในชัตเทลิ
เวกเตอรทีส่รางได 
 
 
  

Bam HI 

pGEM-7Zf(+) (3Kb) pTF6 (5Kb) 
bgaB promoter  (107bp) 

Eco RI 

Eco RI 

Pst I 

Eco RI 

1.5

5.0  

กิโลเบส 

3.0  
4.0  

6.0  

2.0  

1.0  

8.0  
10.0  
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4.2 การเพิ่มจํานวนสวนประมวลรหสัเดกซแทรนเนสของ  Arthrobacter sp. สายพันธุ   
AG-2 โดยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

  
 เพิ่มจํานวนสวนประมวลรหสัเดกซแทรนเนสโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอรที่
ใชใน ปฏิกิริยาคือ BUN+F และ BUN+R (ตารางที ่3.2) ซึ่งออกแบบใหครอบคลุมต้ังแตลําดับ 
Shine-Dalgarno จนถงึ Terminator ของยีนเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ   
AG-2 (ภาคผนวก ค.) อีกทัง้ยังออกแบบใหปลายของคูไพรเมอรนัน้มีตาํแหนงสําหรับเอนไซมตัด
จําเพาะ Alw21I และใช KOD เปนเอนไซมพอลิเมอเรส พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 2079 
คูเบสตามความตองการ  ผลของการเพิ่มจํานวนยีนนั้นแสดงไวในรูปที ่ 4.2  
 
 
             1       2       

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
  
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ที่ได 
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4.3 โคลนผลติภัณฑ PCR ที่ไดเขาใน pGEM-7Zf(+) 
 
 โคลนผลิตภัณฑ PCR จากการทดลองที่ 4.2 เขาใน pGEM-7Zf(+) โดยตัดพลาสมิดดวย
เรสทริกชันเอนไซม SmaI  เชื่อมพลาสมิดที่ตัดแลวกับผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
โดยใชทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5αและคัดเลือกทรานสฟอร 
แมนตที่ไดโดยการใช blue-white colony selection โดยที่ขนาดพลาสมิดที่ตองการคือประมาณ 5 
กิโลเบส ตรวจสอบพลาสมดิที่ไดโดยการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI ไดชิ้นดีเอน็
เอสองชิ้นซึง่จะมีชิ้นดีเอ็นเอขนาดแตกตางกนัขึ้นอยูกับทิศทางการเชือ่มของดีเอ็นเอ โดยจะมีขนาด
ประมาณ 3.5 กับ 1.5 กโิลเบสและขนาดประมาณ 4.5 กับ 0.5 กโิลเบสตามลําดับ  จากการ
ตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่ไดนั้นพบขนาดและทิศทางทีถู่กตองเพียงรูปแบบเดียว คือ ขนาด

ประมาณ 3.5 กับ 1.5 กิโลเบสตามลําดับ (ชองที ่2, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12)  ตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดนี้
วา “pGEMDEX” ดังแสดงในรูป 4.3.1 และแผนที่แสดงลักษณะของ pGEMDEX นั้นแสดงในรูปที่ 
4.3.2  
 
     1    2    3    4     5    6     7   8     9   10  11   12 

    
 
 
รูปที่ 4.3.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรแมนตที่ถูกตัดดวย 
     เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2-12 ทรานสฟอรแมนตทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI  
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รูปที่ 4.3.2  แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pGEMDEX 
 
 
4.4 โคลนสวนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสเขาในชัตเทิลเวกเตอร 
 
 เนื่องจากเอนไซม Alw21I และ PstI เปนเรสทริกชันเอนไซมที่มีบริเวณปลายยืน่ทีเ่ปนคูสม
กัน จงึทาํการตัดพลาสมิด pGEMDEX ที่ไดจากขอ 4.3 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alw21I นําไปทาํอิ
เล็กโทรฟอเรซสิ จากนั้นแยกดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโลเบสออกจากอะกาโรสเจล   จากนัน้
นํามาเชื่อมกับชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF ที่ตัดไวกอนดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI โดยใชเอนไซม
ทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส   จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5α และทําการคัดเลือก           
ทรานสฟอรแมนตที่ไดโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชวีนะแอมพิซิลนิ  ตรวจสอบพลาสมิดที่ได
โดยการตัดพลาสมิดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI ซึ่งจะไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นขนาดประมาณ 5.5 
และ 4.5 กิโลเบสตามลําดบั (ชองที่5) และเมื่อตัดดวย EcoRI แลวไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นซึง่จะมี
ขนาดประมาณ 7 และ 3 กโิลเบสตามลําดับ (ชองที่9) ดังแสดงในรูปที่ 4.4.1 และตั้งชื่อพลาสมดินี้
วา “pBUNDEX”  
 จากนั้นทําการตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่ไดวามีสวนของยีนเดกซแทรนเนสและโปรโม

เตอรของยีน bgaB ครบสมบูรณหรือไม โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอรทีใ่ชใน 
ปฏิกิริยาคือ PROBUN+F และ BUN+R (ตารางที่ 3.2) ซึ่งออกแบบใหจําเพาะกับสวนของ โปรโม
เตอร bgaB จาก pTF6 จนถึง Terminator ของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่ไดจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ   AG-2  และใช KOD เปนเอนไซมพอลิเมอเรส พบวาไดผลิตภัณฑ 
PCR ที่มีขนาด 2200 คูเบส  ผลของการเพิ่มจํานวนยีนนั้นแสดงใหเหน็ในรูปที ่ 4.4.2 
 จากผลการทดลองในขอ 4.4 นี ้ พบวา pBUNDEX นั้นมีขนาดและจุดตัดเอนไซมตรง
ตามที่ตองการ และมีสวนของยีนเดกซแทรนเนสรวมทัง้โปรโมเตอร bgaB ครบถวน  ดงันัน้จึงใช 

pGEM-7Zf(+) (3Kb) Dex  (2Kb) 

Bam HI 
Alw 21I 

Alw 21I 

3.5Kb 1.5Kb 

Eco RI 
Bam HI 
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พลาสมิดนี้เปนพลาสมิดที่จะทรานสฟอรมเขาใน Bacillus sp. ในการทดลองขอ 4.5 ตอไป   โดย
ลักษณะของ pBUNDEX นัน้แสดงในรูปที ่4.4.3 
 
 
                                          1     2     3     4      5     6     7    8      9 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของพลาสมิดที่ไดจากการทรานสฟอรม
      ชิน้สวนผลิตภัณฑ PCR เขาใน pGEMTF แลวตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม    
        BamHI และ EcoRI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2,6 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 1 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่3,7   พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 2 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่4,8 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 3 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่5,9 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 4 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
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              1      2      3     4      5      
 
 
 
 
 
 
  
 
รูปที่ 4.4.2  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
 
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 1 
 ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 2 
 ชองที ่4   ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 3 
 ชองที ่5  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4.3 แผนที่แสดงลกัษณะของ pBUNDEX 
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4.5  ทรานสฟอรม pBUNDEX เขาใน Bacillus sp. 
  
 ทรานสฟอรม pBUNDEX ทีไ่ดจากขอ 4.4 เขาในคอมพีเทนทเซลลของ Bacillus subtilis 
สายพนัธุ MI111, MI111 low protease และ MI113  โดยวธิีอิเล็กโทรพอเรชัน คัดเลือก        
ทรานสฟอรแมนตโดยนํามาสกัดพลาสมดิเปรียบเทียบขนาดกับ pBUNDEX ทีส่กัดจาก E.coli 
DH5α พบวาขนาดของทรานสฟอรแมนตที่พบใน Bacillus sp. ทั้งสามสายพันธุนัน้มีขนาดเทากัน
และพบวามีขนาดเล็กกวา pBUNDEX ดังแสดงในรูปที ่ 4.5.1  และเมื่อทําการตัดดวยเรสทริกชนั
เอนไซม BamHI จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 6 กโิลเบสเพียงชิน้เดียว ดงัแสดงในรูปที ่ 4.5.2  
จากนั้นไดใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อตรวจสอบวาในทรานสฟอรแมนตที่ไดนัน้ยังคงมยีีน

เดกซแทนเนสอยูหรือไม โดยใชไพรเมอร PROBUN+F และ BUN+R พบวาไมสามารถเพิม่จํานวน
ชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 2200 คูเบส ได ดังแสดงในรูปที่ 4.5.3  
 
    1       2     3     4     5     6      7    8      9    10   11   12   13   14 

               
    
 
รูปที่ 4.5.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรแมนตจาก Bacillus sp. 
 
 ชองที ่ 1    1 kb DNA ladder 
 ชองที ่ 2  pBUNDEX ทีส่กัดจาก E.coli DH5� 
 ชองที ่ 3-6 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI111 low protease 
 ชองที ่ 7-10 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI111 
 ชองที ่11-14 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI113 
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                1      2     3   4      5     6     7     8    9    10   11 
 
 
 
  
 
 
 
รูปที่ 4.5.2 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรมแมนทที่ถูกตดัดวย 
     เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  pBUNDEX ทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
 ชองที ่3-7 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI111 low protease ที่ตัด
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
 ชองที ่8-12 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI111 ที่ตัด  
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
 ชองที ่13-17 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI113 ที่ตัด  
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
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            1      2      3      4    5     6 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5.3  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
 
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR จาก pBUNDEX 
 ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI111 low  
   protease 
 ชองที ่4  ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI111  
 ชองที ่5   ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI113 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
  

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ชวยยับยัง้การผลิตเดกซแทรนและสามารถยอยพนัธะ

แอลฟา-1,6 ของเดกซแทรน จึงชวยลดการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียตอผิวฟนและใชในการ

ปองกนัฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968) มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลติเดกซแทรนเนส
ได เชน Streptococcus salivarius สายพนัธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991), Penicillium 

notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), Sporothrix schenckii สายพนัธุ IT-29 (Arnold และ
คณะ, 1998), Fusarium sp. (Shimizu และคณะ, 1998), Arthrobacter globiformis สายพนัธุ T-
3044 (Oguma และคณะ, 1999) และ Paenibacillus sp. (Finnegan และคณะ, 2005)  
โดยเฉพาะราสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับสูง อยางไรกต็ามการเตรียมเดกซแทรนเนส 
จากราสวนมากจะมีสวนของผนงัเซลลซึง่กอใหเกิดการแพและราบางชนิดยังสรางแอฟลาทอกซนิ 
ออกมาในภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเชนกนั (Leach, 1969) ดังนัน้จึงนิยมใหแบคทีเรีย
ในการผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว แตกย็ังมขีอจํากัดในเรือ่งระดับการผลิต

เดกซแทรนเนส  
ณฐินี สุวรรณสิงห (2540) ไดแยกแบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ที่สามารถผลิตเดกซแทรน    

เนสจากดินในจังหวัดนนทบรีุ ซึ่งมีแอคติวติีเดกซแทรนเนส 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งแบคทีเรีย
สายพนัธุ AG-2 นี้ไดถูกจัดจําแนกเปน Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 จากการศึกษาสมบัตทิาง
ชีวเคมีและวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA โดย Chareonpornwattana 
และคณะ (2001)  ในป 2543 สุหัทยา จิระนันทพิร ไดทําการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียที่ผลิต
เดกซเเทรนเนส Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 โดยใชหลักการกลายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตและ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) พบวาสามารถผลิตเดกซ

แทรนเนสเพิ่มข้ึน 2.5 เทา และมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร ตอมาไดมีการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp.สายพนัธุ AG-2 โดย สุทธิรักษ   
ตั้งจิตพินจิการ (2546) พบวายนีมีขนาด 1,899 คูเบส ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 หมู ขนาด
ประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมและ inverted repeat เพื่อเพิม่
ระดับการผลิตเดกซแทรนเนสจึงไดสรางเวกเตอรการแสดงออก (expression vector) สําหรับเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp.สายพนัธุ AG-2 และศึกษาการ
แสดงออกใน Bacillus subtilis   
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Bacillus sp.นั้น เปนเซลลเจาบานที่มีขอไดเปรียบกวาแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ เนือ่งจาก 
Bacillus sp. สามารถผลิตโปรตีนหรือเอนไซมตางๆ ซึง่หลั่งออกมานอกเซลล ทําใหงายตอการทาํ
ใหบริสุทธิ์และนําไปใช  (Priest, 1977)   อยางไรก็ตามการโคลนยีนเดกซแทรนเนสลงใน Bacillus 
sp. นั้นสามารถทําไดยากเนื่องจากลักษณะของผนงัเซลล  เพื่อใหการโคลนยนีเขาสู Bacillus sp. 
ทําไดงายขึ้น จงึสรางชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF จากการเชื่อม pGEM-7Zf(+) เขากับ pTF6 
(ภาคผนวก ค.) ชัตเทิลเวกเตอรที่ไดนี้มีขนาด 8 กิโลเบส สามารถถายแบบไดทัง้ใน E.coli และ 
Bacillus sp. สามารถตานทานยาปฏิชีวนะแอมพซิิลิน, กานามัยซิน และ คลอแรมเฟนิคอล มีแผน
ที่จุดตัดเอนไซมดังรูปที่ 5.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5.1  ภาพแสดงลักษณะของชัตเทลิเวกเตอร pBUNDEX 
 

โปรโมเตอร bgaB  นั้นเปนโปรโมเตอรที่ควบคุมการแสดงออกของยนี β-galactosidase I 
จาก Bacillus stearothermophilus IAM11001 เปนโปรโมเตอรที่สามารถทาํใหเกดิการแสดงออก
เกินได และยังสามารถเเสดงออกไดดีใน Bacillus subtilis อีกดวย (Hirata และคณะ, 1985) โดย 
Hirata และคณะ  ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณเหนือโคดอนเริ่มถอดรหสัของยีน β-galactosidase I 
ลงใน pPL703  ซึ่งเปน promoter cloning vector ที่มยีีนคลอแรมเฟนิคอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส 
(CAT86) เปนยนีรายงาน (reporter gene)  (Duvall และคณะ, 1983; Monkolsuk และคณะ, 
1984)   จากผลการทดลองแสดงพบวาพลาสมิด pTF6 นั้นมชีิ้นโปรโมเตอร bgaB  และมีแอคติวิตี
ของ CAT86 นอกจากนี้ pTF6 ยังสามารถทาํใหเกิดการแสดงออกของยีนอืน่นอกเหนือจาก β-
galactosidase I ไดอีกดวย     ในป 2000 มีการศึกษาการแสดงออกของยีน penicillin G acylase  
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(pac)  จาก Bacillus megaterium สายพนัธุ UN-1 ใน Bm-UNcat และ Bacillus subtilis โดยใช 
pTF6 พบวามกีารแสดงออกของ pac เพิ่มข้ึน 20 เทา  (Panbangred และคณะ, 2000) 
 จากนั้นนําสวนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสทีเ่พิ่มจํานวนโดยใชปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอ

เรสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ   AG-2  ซึ่งมีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 2079 คูเบส โคลน
เขาใน pGEMTF โดยใช E.coli DH5α เปนเซลลเจาบาน ไดรีคอมบิแนนทพลาสมดิขนาด 10 กิโล
เบส ตั้งชื่อวา pBUNDEX  โดยที่ในสวนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสนีม้ีสวนเพพไทดสัญญาณของ
ยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ   AG-2 เพื่อทําใหเกิดการหลัง่เดกซแทรนเนส 
ออกมานอกเซลลในการแสดงออกของเดกซแทรนเนสใน Bacillus subtilis  เนื่องจากเพพไทด
สัญญาณของแบคทีเรียกรัมบวกนั้นมีลกัษณะที่คลายคลงึกนั (Edman และคณะ, 1999) และจาก
การศึกษาพบวาเมื่อใช B.subtilis  ซึ่งเปนแบคทีเรียกรมับวก และ E. coli ซึ่งเปนแบคทีเรียกรัมลบ
เปนเจาบานในการศึกษาการแสดงออกของยีนเพนิซิลนิจีอะไซเลส จาก Arthrobacter viscosus 
โดยใชเพพไทดสัญญาณจากยีนใน Arthrobacter viscosus เองนั้น พบแอคติวิตีของเอนไซมเพนิซิ
ลินจีอะคิเลสในสวนเพอรพิลาซึมของ E. coli และในน้ําเลี้ยงเชื้อของ B.subtilis โดยใน B.subtilis 
นั้นมีแอคติวิตขีองเอนไซมสงูขึ้น 7.5 เทา ในขณะที ่ E. coli นั้นมีแอคติวิตเีพียงเลก็นอย (Ohashi 
และคณะ, 1989)  
 เมื่อทรานสฟอรม pBUNDEX ลงใน Bacillus subtilis สายพันธุ MI111, MI111 low 
protease และ MI113 โดยวิธีอิเลก็โทรพอเรชัน  พบวาเกิดการขาดหายไปของดีเอ็นเอบางสวน 
(deletion formation) ทาํใหขนาดของพลาสมิดที่สกัดจาก Bacillus subtilis เหลานี้มีขนาดเลก็
กวาพลาสมิดกอนทําการทรานสฟอรม และพบวาชิน้สวนของดีเอ็นเอที่หายไปนัน้อยูในสวนของยนี
เดกซแทรนเนส เนื่องจากทรานสฟอรแมนตที่ไดจาก Bacillus sp. ไมสามารถตรวจพบยนีเดกซ
แทรนเนสโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมือ่ใช PROBUN+F และ BUN+R เปนไพรเมอร  
 การที่ดีเอ็นเอไดถูกตัดหายไปบางสวนนั้นคาดวาเกิดจากกระบวนการตัดออก (deletion) 
ซึ่งมีรายงานวา พบการเกดิการตัดออกบอยครั้งใน Bacillus sp. และพบในพลาสมิดดีเอน็เอ

มากกวาโครโมโซมัลดีเอ็นเอ (Janniere และ Ehrlich, 1987) และการเกิดการตัดออกนั้นสามารถ
พบไดใน     ไคเมอริคพลาสมิด (chimeric plasmid)  ที่สามารถถายแบบ ไดทั้งใน E.coli และ 
B.subtilis (Ehrlich และคณะ, 1981; Kreft และ Hughes, 1981)      การเกิดการตัดออกขึ้นเอง
เกี่ยวของกับกระบวนการถายแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอ ซึ่งอาจเกดิจาก ความผิดพลาดของ

เอนไซมหรือโปรตีนที่เกีย่วของกับจําลองตวัของพลาสมดิดีเอ็นเอ เชน โทโพไอโซเมอเรส I  
(Henningfeld และ Hecht, 1995; Meima และคณะ, 1998), เฮลิเคส (Meima และคณะ, 1997)  
หรือโปรตีน Rep (Gruss และ Ehrlich, 1989), เกิดจากลําดับฮอมอโลกสั (homologous 
sequence) เชน  direct repeat sequences หรือ DRs, invert repeat sequences หรือ IRs และ 
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การเกิดทรานโพซอน (Brunier และคณะ, 1988; Peijnenburg และคณะ, 1988; Peeter และคณะ 
1988; Ehrlich และคณะ, 1993; Janniere และคณะ, 1993)  
 การจัดเรียงตวัใหมของดีเอ็นเอ (DNA rearrangement) เชน การเกิดการถอดแบบ, การ
ตัดออก, การยายตําแหนงและการสอดแทรก นัน้มีความสําคัญในแงของวิวฒันาการ  และสามารถ
เกิดไดจาก 2 ลักษณะ คือ  legitimate replication ระหวางลําดับฮอมอโลกัสที่มีขนาดยาว (long 
homologous sequence)  หรือ รีคอมบิเนชันที่เจาะจงตําแหนง เชน ทรานสโพซอน  อีกลักษณะ
คือ illegitimate recombination ซึ่งเกิดขึ้นจากลาํดับเบสที่มีความเหมือนกันนอยจนถงึไมเหมือน
เลย (little or no homology)  การเกิด illegitimate recombination นีพ้บไดในทกุสิ่งมีชวีิตและ
สามารถพบไดบอยกวาการเกิด legitimate recombination (Ehrlich และคณะ, 1993)  

กลไกของ illegitimate recombination เกิดได 2 รูปแบบ ดังนี ้ คือ Copy-choice 
recombination และ Breakage and reunion recombination กลไกแบบแรกนั้นเกิดการ
สับเปลี่ยนในขั้นตอนการจําลองตัวของดีเอ็นเอไปเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) โดยลําดับซ้ํา

หายไปหนึง่ขางหรือลําดับนิวคลีโอไทดระหวางลําดับซ้ํานัน้หายไป เมื่อเกิดการจําลองตัวรอบตอไป 
สวนที่หายไปอาจคืนสภาพกลับมาหรือทาํใหเกิดเปนลปู และถูกตัดทิ้งไป (slipped mispairing) 
(Peijnenburg และคณะ, 1988)  กลไกแบบที่สองเกิดจากการขาดในสายดีเอ็นเอสายคู (dsDNA) 
ระหวางลาํดับนิวคลีโอไทดทีซ่้ํากนัและเกิด exonucleolytic resection และซอมแซมดีเอ็นเอสวนที่
ขาดใหกลับมาเชื่อมตอกนั (Brunier และคณะ, 1988) ซึ่งแสดงในรูปที่5.2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 53 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.2 การเกิด illegitimate recombination  A แสดง Copy-choice และ B และ Breakage 
and reunion recombination (Brunier และคณะ, 1988) 
 
  
 กระบวนการเกิด illegitimate recombination ดังทีก่ลาวมาขางตนนี ้ อาจเกิดไดจาก

เอนไซมที่ควบคุมการถายแบบ เชน โทโพไอโซเมอเรสซึ่งมีความเกีย่วเนื่องกับการแทรนซชิัน          
(transition) ของดีเอ็นเอ  โดยการเกิด illegitimate recombination จากเอนไซมนี้จะเกิดเมื่อเกดิ 
รอยตัดขึ้นในพลาสมิดดีเอน็เอเพื่อเร่ิมการจําลองตัว แลวมกีารยอยสายดีเอ็นเอทางปลาย 3’OH 
เกิดขึ้นโดยเอนไซม 3’-5’ exonuclease  ทําใหเกิดชองวาง  และโทโพไอโซเมอเรสจะทาํการเชือ่ม 
gap นี้เขาดวยกันทําใหเกิด ssDNA loop ขึ้น ซึ่ง loop นี้จะถกูกาํจัดโดยเอนโดนิวคลีเอสทําใหได 
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พลาสมิดที่มีขนาดเล็กลง หรือ อาจเกิด bypass replication ซึ่งจะทําใหไดพลาสมิดสองแบบ 
(Meima และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 5.3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.3  การเกิดการตัดออกไปของพลาสมิดซ่ึงมีผลมาจากโทโพไอโซเมอเรสใน Bacillus 
subtilis (Meima และคณะ, 1998) 
 
 สําหรับในการทดลองนี้คาดวาม ี illegitimate recombination เกิดขึ้น  โดยมีการสราง 
loop ขึ้นระหวางการถายแบบแบบพลาสมดิ pBUNDEX ใน Bacillus subtilis และลูปที่ถูกตัดทิ้ง
ไปนั้นมีขนาดประมาณ 4 กโิลเบส และดีเอ็นเอชวงทีถู่กตัดไปนั้นเปนดีเอ็นเอซึ่งอยูในชวงลําดับนวิ 
คลีโอไทดที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส  สงผลใหขนาดพลาสมิดที่สกดัไดจาก Bacillus subtilis 
ทั้งสามสายพนัธุ มีขนาดเลก็กวา pBUNDEX และไมมีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     10.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      5.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิม่ลงไป    จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ณฐินี สุวรรณสงิห, 2540) 
  
 เดกซแทรน (ความบริสทุธิ์ระดับอุตสาหกรรม)    5.0    กรัม 
 พอลิเปปโตน (polypeptone)    10.0    กรัม 
 K2HPO4         2.0    กรัม 
 KH2PO4         1.0    กรัม 
 MgSO4৹7H2O        0.1    กรัม 
 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      0.1    กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0    กรัม 
  
 ละลายสารทัง้หมดยกเวนเดกซแทนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล.  ปรับคาความ
เปนกรด-ดางใหเปน 7.5  จากนัน้ใสเดกซแทรนแลวนาํไปละลายโดยการอุนดวยความรอนและ
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ณฐนิี สวุรรณสิงห, 2540) 
 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุน 15 กรัมตอ
อาหาร 1 ลิตร เพิ่มลงไป   จากนัน้นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูม ิ
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 
 
 แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มิลลิกรัม/น้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง
สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา
ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 กานามยัซินความเขมขน 10 มิลลิกรัม/น้าํ 1 มิลลิลิตร ทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรอง
สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา
ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 RNase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
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กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 

 
 

4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer QG 
 Buffer PE 
 QIAquick column 
 
กอนใชชุดสกดัดีเอ็นเอใหเตมิเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 
 

5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มิลลิลิตร    เมื่อละลายหมดเติมน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
(หลังจากนึ่งฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะ
เสียสภาพ) 

 
6. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มิลลิลิตร 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมกรดไฮโดร
คลอริกเขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนใหเปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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7. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด    คนใหเขากนัรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอ     ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
 
8. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
9. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มิลลิลิตร 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มิลลิลิตร 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้าํปลอดประจุ
จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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10. สารละลายฟนอล (phenol) อ่ิมตัว 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 Oซ    จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  .ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร  ความ
เปนกรด-เบสเปน 8.0  ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาที  ดดูน้ําใสสวนบน
ทิ้ง    เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  คอยๆคนเปน
เวลาประมาณ 15 นาที  แลวดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง  ทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายที่
ความเปนกรด-เบสมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด)    สุดทายเตมิ Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  
ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได   
เก็บที่อุณหภูม ิ4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 

 
11. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล : 
คลอโรฟอรม 1 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)  ผสมใหเขากนั  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูม ิ
4 Oซ 

 
12. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 Oซ 

 
13. สารละลายสาํหรับการสกดัพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-เบสเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
  
 ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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สารละลาย II 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มิลลิลิตร  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตรเตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 
สารละลาย III 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับกรดอะ
ซีติกเขมขนปริมาตร 11.50 มิลลิลิตร  นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
14. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เกบ็ในภาชนะทีป่ดสนิทในที่มดื 

 
15. สารละลายโซเดียมอะซีเตต เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร  นาํไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 
มิลลิลิตร  เติมน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
16. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
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17. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มลิลกิรัมตอมลิลลิิตร 
 

ละลายผง X-gal น้าํหนัก 500 มิลลิกรัม ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบ
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
18. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร  กรอง
ผานหัวกรองฆาเชื้อ   เก็บทีอุ่ณหภูมิ -20 Oซ 

 
19. สารละลาย HEPES บัฟเฟอร ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร  ความเปนกรด-เบส

เทากับ 7.0   
   

 ละลายผง HEPES น้ําหนัก 0.026 กรัม ในน้าํปลอดประจุใหไดปริมาณ 70 มิลลิลติร ปรับ
คาความเปนกรด-เบสเปน 7.0   เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูม ิ 4Oซ 
   
20. สารละลาย PM 
 
   แมนนทิอล   1.822 กรัม 
   PEG 6000   10 กรัม 
 

 ละลายในน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผานหัวกรองฆาเชือ้   เก็บที่
อุณหภูมิ  4Oซ 
 
21. สารละลายเดกซแทรน ท ี2000 ความเขมขน 0.625% 
 
  ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัม ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05  
โมลาร และปรบัปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
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22.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรด-เบสเทากับ 
 7.0 

 
  KH2PO4   2.7 กรัม 
  K2HPO4   5.25 กรัม 
 

 ละลายในน้าํกลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสดวยโซเดยีมไฮดรอก
ไซดใหเปน 7.0  เติมน้ํากลัน่จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร   
 
23. สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 
 
 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดยีมโปแทสเซยีมทารเทรต 40 กรัม ใน
น้ํากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0 นอรมอล ลงไป 100 มิลลิลิตร 
และเติมสารละลายคอปเปอรซะลเฟตทีม่ีความเขมขน 10% ลงไป 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและ
ทําใหรอน จากนัน้เติมโซเดยีมซัลเฟต 180 กรัม ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 
1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง 
 
24. สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
 
 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเตมิสารละลายโซเดียมอะซิเนตที่มีความเขมขน 12% ลงไป 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา ตั้งทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองกอนนําไปใช 
 
25. สารละลายสาํหรับการวิเคราะหปริมาณโปรตนี (Lowry’s method) 
 
 25.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 
  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต    0.6 กรัม 
  น้ํากลัน่       300 มิลลิลิตร 
 25.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
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  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)    50.0 กรัม 
  น้ํากลัน่       1000 มิลลิลิตร 
 25.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
  Lowry A      50 สวน 
  Lowry B      1 สวน 
 25.4 สารละลาย Lowry D (Phenol reagent) ประกอบดวย 
  สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1 สวน 
  น้ํากลัน่       1 สวน 
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ภาคผนวก ค 
 
 
 
1. แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pGEM-7Zf(+) 
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2. แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pTF6 
 
 

 
 
 
 
 
 
3. ลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร bgaB ในพลาสมิด pTF6 
 
 

1 GAATTCCCCTATATATTTGGTTGTTTTTAATTAAAAAATATATATTTATTTAGTAAAATA 
 
61    GTTGTTGACAAATACTAAATTTTAACTTAATTTATAATTAAACGAAAATTAGGCTGCAGG 
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4. ลําดับนิวคลีโอไทดของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2   
 
 
                                         SD 
        
1   GGAGCAGTCTCCATGGGCACAACGCCCGATTGACGAGAGGAACTATCATGCCCGGATCAG 
 
61   GGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTGCTTGTGGGCAGCG 
  
121   GCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCCGAAGAAAGCCGCCG 
 
181   AAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGACAACGGGGTCTTCA 
 
241   ACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTTCTACGACGTCCAGG 
 
301   TTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTACATGAGCATCCCCA 
  
361   GGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGAGTTCTCCTCCCAGG 
 
421   CGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCA 
 
481   ATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCT 
 
541   ACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTG 
 
601  ACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACA 
 
661  TGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTG 
 
721  AGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGC 
 
781  GGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCA 
 
841  ACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCT 
 
901  CGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCT 
 
961  ACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCT 
 
1021  ATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACC 
 
1081  ATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAG 
 
1141  CCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACT 
 
1201 CGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGG 
  
1261  TGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGA 
 
1321  ACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTG 
 
1381  ATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCAC 
  
1441  GGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGA 
 
1501  AGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGAT 
 
1561  CCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGG 
 
1621  TTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCA 
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1681  ACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCC 
 
1741  ATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTG 
 
1801  CCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGTAATCGAGAAATCTG 
 
1861  CAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACA 
 
1921  GCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAACGGACTGGGTTCCAACAGCGTCTCGGGGGGG 
 
1981  CGGAAAGCCGAACAAAACGGCTGACCGCCCCCTTTGATCTCCGCTCAAGCGTCCCTACGG 
 
2041  AAAGGACCACCATGACCGTCAAGCCCGGCACGGCCAGCCATCTCATTGGCATCGACGTAG 
 
2101  GCGGAACCGGCATCAAAGGCGGCATTGTCAACGTCGCCTCCGGCACCCTTGCTGGACCTT 
 
 
ตัวอักษร ATG แสดงจดุเริ่มตนการถอดรหัส (start codon) ตัวอักษร TAA แสดงรหัส
สิ้นสุดการถอดรหัส (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด    ลําดับนวิคลีโอ
ไทดที่อยูในกรอบแสดงบริเวณที่เปน Shine-Dalgarno sequence (SD) ลําดับลําดับนวิคลี
โอไทดที่ขีดเสนใต คือบรเิวณที่คาดวาเปน signal peptide   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาว วรรคพรรณ นาควัชระ เกิดเมื่อวันที่ 3 สงิหาคม พ.ศ.2524 ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรี วทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษา
ตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชวีวทิยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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