
แทท่ํ 2

อุบกรน์ Iคมีภัm \  และ วิธีการทดลอง

1. เครื่องมีอที่ร!ทนการทดลอง

1 .1  เคริอง เขย่าควบคุมอุเงหภูมิ ( c o n t r o l le d  e n v ironm en t

in c u b a to r  sh a ke r) รุ่น AG แบบ KF-4 ของบริษัท I n f o r s ,  S w itz e r la n d

1 .2  เครื่องเหวี่ยงแยกคาบคุมความเย็น ( r e f r ig e r a t e d  c e n t r i f u g e )  

รุ่น KR-20000T ของบริษัท Kubo ta , Japan

1 .3  อ่างน้าคาบคุมอุพหภูมิ (w a te r  b a th ) รุ่น G-86 ของบริษัท New 

B runsw ick  s c i e n t i f i c  C o . , In c .  USA

1 .4  เคริอง เหายงแยกบริมาตรนอย (H igh  speed m ic ro c e n t r i fu g e )  

รุ่น MC-15A ยองบริษัท Toray S e iko  C o . ,L td .  Tokyo Japan

1 .5  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแลงอุลตราไวรอเลต รุ่น UV-3100 ของบริษัท 

Shimadzu, Japan

1 .6  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแลง รุ่น s p e c t ro n ic  21 ของบริษัท Baush 

& Lomb, USA

1 .7  เครองวัดค่าความเฃม (d e n s ito m e te r )  ของบริษัท LKB Bromma

1 .8  เครื่องวัดค่าความเย็นกรดด่าง (pH m e te r) รุ่น PH/mV-506 

ของบริษัท C r is o n , Spa in

1 .9  ดูอบลูเไ(ญากาศ (vacuum) ของบริษัท S h im izu , Japan

1 .10  เครองกาเนิดไทฟ้า (power s u p p ly )  ของบริษัท Pharm acia  

F ine  C hem ica ls , Sweden

1 .11  เจลแซมเบอร์

1 .12  แหล่งกาเนิดแลงอุลตราไวรอเลต ของบริษัท LKB, Sweden

1 .13  กล้องถ่ายรูบ (Kodak) และฟ้ล้ม T r i - X  pan
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2. เคมีณัฟเท่ีรข้'รน การหดลอง

2 .1  ไลรซไซมี (Lysozyme grade I )  ไรรบนิวคลีเปีส(RNase)รบรเนส 

(P ronase ) รซเดยมรดเดมีลมีลเบต (Sodium d o de cy l s u lp h a te  ะ s p e c ia l ly  

pu re  g rade ) มีนอล (Pheno l AR g rade ) เอทิเดียมาบรไมด (E th id iu m  b ro ­

m ide) อะการร?! (Agarose type  I -A )  ชองบริษัท Sigma Chem ica l C o ., USA

2 .2  เรสตริก#นเอนไซม์ ไดแก่ BamHI, P s t I , B g l l1 1EcoRI ชองบริษัท 

Bethesda Research L a b o ra to r ie s  L i f e  T e c h n o lo g ie s , In c . BRL, USA

2 .3  อะคริลาไมค (A c ry la m id e ) ชองบริษัท E .M e rck , German

2 .4  กากรฯชัาา ของบริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒน์ จฯกัด

2 .5  ไซแลนจากเยลีอกข้าวรอ๊ต (Oat s p e l t  x y la n )ชองบริษัท Sigma 

Chem ica l Co. 1 USA

2 .6  น้ฯตาลไชรลส (D -x y lo s e )ยปิงบริษัท Sigma Chem ica l C o ., USA

2 .7  กรดมีลบุริก ของ M a lin k ro d t ,  USA

2 .8  ดีอีเออ เซบาเดกมี เอ 50 (DEAE Sephadex A -50 ) ของบริษัท 

Pharm acia F in e  C hem ica ls , Sweden

2 .9  บิล ฮะคริลาไมด ( N, N -m e thy lene  b is  a c ry la m id e ) ของบริษัท 

Sigma Chem ica l C o ., USA

2 .10  TEMED ของบริษัท F lu k a , S w itz e r la n d

2 .11  ลีคูแมสมี บลู จี 2 50 (Coomassie b r i l l i a n t  b lu e  G -250) และ 

มีรบรรมมีนอลบลู (B romophenol b lu e )  ของบริษัท E .M e rck , German

2 .12  แอมรมเ นยมเบอรมีล เบด (Ammonium p e rs u lp h a te )  ของบริษัท 

May & Baker L td ,  Dagenham, Eng land

2 .13  ไกลมีน (G lyc  in e  c h ro ra a to g ra p h ic a lly  homogeneous) 

ของบริษัท BDH Chem ica l L td ,  P oo le , England

2 .14  อัลบูมิน (F ra c t io n  V ,96-99% a lb u m in , b o v in e ) ของบริษัท

Sigma Chem ica l C o ., USA
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3. เf อจฺลินทรีย์

เสืปิจูลินทรีย‘ทาสั'ไนการทด?)O'! ดังแสด') ไนตาราง ท่ี 1 

S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 สามารถผลิตเอนไซม์กลูาคสไอาซเมอ I รสและต้านทาน

ยาเททราสัยคลิน

S t r e p t o m y c e s  s p . 42-9 สามารถผลิตเอนไซม์ไซแลเนสและต้านทานยาแอมทิสัลลิน

ตารางท 1 S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 -1 ,4 2 -9  และลูกผสมต่างๆ

สายท้นธุ,

รหัส:ของลูกผสม

แหล่งท่ีมา ลักWflf i ทางกายภาพ อ้างอง

1
S t r e p t o m y c e s  

s p . 190-1

แหล่งดินทน 

ซระ เ ทคไทย

สปอร์มีสืน้ฯตาลเทา 

เปลี่ยนสิอาหารเลึ๊ยง 

เf a (ภาคผนวกท่ี ก !)  

เ ป็เนสิน้ฯตาลดำ

นกมล ศุภจรรยา, 2526

S t r e p t o m y c e s แหล่งดินทน สปอร์มีสีนฯตาลต้านหลัง กาญจนา วรว่ทย์วัฒงะ 5

s p ,42-9 ซระ เทศไทย าคาล!ไมีสิน้าตาลเหลือง 2530

d3 1 จากการทฯ 

! คอนจูเกสัน 

ระหว่าง

คลาย S t r e p t o m y c e s  

s p . 190-1

2 1 .2Aa > S t r e p t o m y c e s  

s p . 190-1 กัน 

S t r e p t o m y c e s
I s p . 42-9
"

ไม่มีสปอร ์

าคาลนีมีลืเหลือง

>P inphan ichaka rn  5 

1990
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ตารางที่ 1 (ต่อ) S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 -1 ,4 2 -9  และลูกผสมต่างๆ

สายพันธุ, แหล่งท่ีมา ลักษท!ะ ทางกายภาพ อ้างอิง

ร!1สฃอง ลูกผสม

19.1 a

19.1 b าม่มีสบอร์

19 .2  c j> าคาลนีมีสีเหลือง
1

19 .3  c

A

C P in p h a n ic h a k a rn ,
)

B ไม่มีสปอร์'โคาลนีมีสีชมพู 1990

24-13 I จากการหลอม

24-38 าชราดพลาสท์ 1

24-39 ระหว่าง

24-43 I> S t r e p t o m y c e s 1

24-45 1 s p . 190-1 กับ

24-48 S t r e p t o m y c e s คล้าย

3 s p .4 2 -9 !> S t r e p t o m y c e s

4 s p .42-9

5

6 : วรางคแก อินทรเ สน,

8 2534

9

10 1J J J



17

ตารางท่ี 1(ต่อ) S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1,42-9 แสะลูกผสมต่างๆ

สายพันธุ,
รหัสยองลูกผสม

แหล่งท่ีผา ลัก W1© ทาง กายภาพ อ้างอิง

11
17
18 
19 
22
23
24 
26 
27 
35
37
38 
40

.

จากการหลอม 
ใปรไตปลาสท์ 
ระหว่าง

>S t r e p t o m y c e s  

sp.190-1 กับ 
S t r e p t o m y c e s  

s p . 42-9

คล้าย
> S t r e p t o m y c e s  

s p . 42-9 วรางคทก อินทรเสน, 
2534

4. การเล้ียง เสือ

นาทุกสายฟันรุของ S t r e p t o m y c e s  มาเล้ียงบนอาหารเล้ียง เสือแข็ง เอียง
(ภาคผนวกท่ี ก!) บ่มท่ีอผหภูมิ 30°ช Iรนเวลา 7-10 วัน หรือจนได้สปอร์แก่เต็มท่ี 
แสัวเก็บไว้ท่ีอุท!ทภูมิ 4°ซ หรือเติมน้ากลนบลอดเสือปริมาตร 5 มล. ทสื'เข็มเข่ียเสือ 
(needle) ขูดสปอร์ไห้แยวนสอยทนน้าแบ่งสปอร์แฃวนลอยท่ีมีความหนาแน่น 107-1010 
สปอร์ต่อมิลลิลิตร เ ท่ีอทสื'ทนการทคลอง ต่อไป
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5. การตรวจสอบเ อนุไซม์กลูโคสไอโซ 1 มอ เรสแ ล ะ เ อนุไซม์ไซแลเ นฝี

5.1 ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม์กลูโคสไอโซเมอIรส โดยนๆ  1 มล. 
ของสปอร์แขวนลอยจากข้อ 4 ใส่ลงรนอาหารเล้็ย งเท่อเหลว (ภาคผนวกท่ี ก2) บรมาตร 
50 มล. บรรจุอยู่ในขาดรูปชมบู่ท่ีมีลวดสปริงขดอยู่ เขย่าตลอดเวลาแบบ reciproca l 
ด้วยอัตราเร็ว 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30°ช เป็นเวลานาน 3 วัน จากน้ันนฯ 
มาตรึง เอนไซม์ไว้ไนเซลใดยการบ่มท่ีอุณหภูมิ 70°ช เป็นทลานาน 10 นาที แล้วกรอง 
เซลผ่านกระดาษกรอง เบอร์ 1 ล้างเซลด้ายน้ฯกลนหลายๆ คร้ัง นๆ เซลท่ีได้แบ่งไปข้งหา
นัฯหนักเปียก และนๆ ไปอบแห้งแล้วข้งหาน้ๆ หนักเซลแห้ง ส่วนเซลท่ี เหลือนฯไบตรวจลอบ 
แอคติวิตีของ เอนไซม์กลูโคสไอโซเมอ เรส ตามวิธีการของ Marshall และKooi( 1957) 
าดยนๆ เซลท่ี-เนัๆ หนักเปียกแน่นอน'ใน?รวง 20-30 มก.ใส่ลงในสารละลายผสมของบฎิกิริยา 
ประกอบด้วยโซเดียมบอสเบตนับเบอร์ ความเข้มข้น 0.5 ามลาร์ pH 7.0 บริมาตร
0.6 มล. แมกนีเซียมข้ลเบด ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ บริมาตร 0.1 มล.
าคบอลท์คลอไรด์ ความเข้มข้น 0.001 โมลาร์ บริมาตร 0.2 มล. และเติมนัๆ กลน
ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 มล. ผสมใหัเข้ากันกับเซล นๆ ไปบ่มท่ี 80 °ซ ในอ่างน้ๆ  
ควบคุมอุเพ1ภูมิ จากน้ันเติมกลูโคสท่ีความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ปริมาตร 1.0 มล. เขย่า 
ให้เข้ากัน เก็บสารตัวอย่างท่ี 1 นาที และทุกๆ  10 นาที เป็นเวลา 30 นาที คร้ังละ 
10 ไม'โค'รลด'ร ใส่ลงในนากลน 3 มล. (เจือจาง 300 เท่าด้วยน้ๆ กลน) แล้วนๆ มา
0.5 มล. ใส่ลงในกรดซ้เลบุริกเข้มข้น 70 เบอร์เซนต ปริมาตร 3 มล. เติมซีสเตอีน­
าฮโดรคลอไรด์เข้มข้น 1.5 เบอร์เซนต์ บริมาตร 0.1 มล. และตามด้ายอัลกอฮอลลิก 
คาร์บาโซลเข้มข้น 0.12 เบอร์เซนต ปริมาตร 0.1 มล. ทันที เขย่าและบ่มท่ีอุณหภูมิ 
60 °ซ ในอ่างนัๆ คาบคุมอุถ.เหภูมินาน 10 นาที แล้วนๆ ไปแท่ในนัๆ เย็นจัดเป็นเวลา 5 นาที 
นๆ ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 560 นาในเมตร เทียบกับกราบมาตรฐานน้ๆ ดาลบรักโตส 
ท่ีความเข้มขัน 10-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

โดยท่ี 1 หน่วยของเอนไซม์คือ ปริมาณของ เอนไซม์ท่ีใข้ในการเปล่ียนกลูโคส
ไปเป็นฬรักาดส 1 ไมโครโมลต่อ 1 นาที
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5.2 ตรวจสอบแอคติวิดีเอนไซม์ไซแลเนส ใดยนๆ  1 มล.ทองสบอร์แชานลอย 
จากข้อ 4 ใส่ลงในอาหารIล้ียงเfa เหลว (กาดผนวกท่ี กร) ปริมาตร 50 มล. บรรจุอยู่ 
ไน!ทดรูบชมพู่ก้นบุบ เซย่าตลอดเวลาแบบ ro tary ด้ายอ'ตราเร็ว 250 รอบต่อนาที 
ท่ีอุญหหคูมิ 30°ซ และเก็บตัวอย่า')ไปตรวจลอบเอนไซม์ไขแลเนสตามวิธีท่ีดัดแบล'!มาจาก 
N aka jim a และคล)ะ ( 1984 )ใดยน'ฯ 2.4 มล.ของสารละลายอะ!แตทพันสอร์ความเข้ม 
ข้น 0.1 โมลาร pH 5.5 มาผสมกับ 0.3 มล. ซองสารละลายไซแลน ความเข้มข้น 
1 เบอร์เซนต์ (นฯหนักต่อปริมาตร) ในอะ!!เตทบัสเพอร์ แล้วนๆ ไซบ่มท่ีอุถ)หภูมิ 55 °ซ 
ในอ่างน้ฯควบคุมอุถ)หภูมินาน 10 นาที และเติมสารละลายเอนไซม์ท่ีคาามเข้มข้นเหมาะลม
0.3 มล.ท่ีงบ่มไว้ท่ีสภาวะ เดียวกัน เก็บตัวอย่างท่ีเวลา 0 นาทีและท่ี 10 นาที คร้ังละ 
1 มล.หยุดบฎิกิริยา'ใดยแย่,ในอ่างน้าเดือดนาน 10 นาที จากน้ันนฯไบหาปริมาฟ)ฯตาล
รีดิาม์ตามวิธีซอง Somog'i-Nelson (N e lson , 1944; Somogyi, 1952 )

โดยท่ี 1 หน่วยของ เอนไซม์ไซแลเนสคอ บริมาณของ เอนไซม์ท่ีย่อยไซแลนแล้ว 
ไตัน'ๆ ตาลไซโลส 1 ไมโครโมลต่อนาที ภายใต้สภาวะท่ีใข้ในการตรวจสอบแอคติวดีซอง 
เอนไซม์ดังกล่าว

5 .2 .1  การวิเคราะห์บริมาญนัๆตาลรีติวห์

นๆ ตัวอย่างท่ีจะวิเคราะห์มา 1 มล. เติมอัลคาไลน์-คอบเบอร์ 
รีเอเจนท(ภาคผนวกท่ี ค1.1) 1 มล.ผสมให้เข้ากันแล้วนๆ ไบตัมานนๆ เดือดเป็นเวลานาน 
15 นาที จากน้ันแส่ในนัๆ เย็นจัดทันทีแล้วเติมเนลล้นรี เอเจนท์(ภาคผนวกท่ี ค !.2) 1 มล. 
ผสมให้เข้ากัน วางท้ิงไว้ท่ีอุถ)หภูมิห้อง เป็นเวลานาน 30 นาที เติมนๆ  5 มล. แล้วนๆ  
ส่วนน้ๆ าสไบวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาในเมตร เทียบกับกราบมาตรฐานน้ๆ ตาล
ไซใลสท่ีความเข้มข้น 20-200 ไมโครกรัมต่อมิลลืลิตร

6. การ เตรยมลายใยซอง S t r e p t o m v c e s

นๆสปอร์แขวนลอยจากข้อ 4 มา 1 มล. ใส่ลงในอาหารเลยง แอเหลา LB 

(ภาคผนวกที่ ก4) ท่ีมฆ'ริมาตร 50 มล.ในขวดแก้วรูบชมพู่ที่มีสปริงขดที่ก้นขวด เขย่าแบบ
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r o ta r y  ด้วยอัตราเร็ว 250 รอบต่อนาที ท่ีอุรฒภูมิ 30 °ข เข็นเวอา 4 -5 วัน 

จากนั้นนๆมาป๋นแยกสายไยด้ายความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เข ็นทสา 20 นาที

7. การสกัดแยก‘ใครรมาจมอสดีเอ็นเอ

นๆสายไยท่ีได้จากข้อ 4 มาล้างด้ายสารละลายขรครส 10.3 เบอร์เชนต 
(น้ฯหนักต่อปริมาตร)แล้วนๆไซสกัดแยกดีเอ็นเอตามวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีของ B irch และ 
Cullum (1985) รดยนๆสายไยมาเติมสารสะสายไสรชไซม์ (ภาคผนวกท่ี ข!) รดยม 
ไสใชไขมละสายอยู่ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มส. บ่มท่ี 37 °ซ เขย่าเบาๆ 
เข็นเวลา 1-2 นัวรมง หลังจากน้ันเติมรปรเนส (10 มก./มล.) ปริมาตร 0.1 มล. 
เขย่า เน่าๆ และบ่มต่อท่ี 37°ข นาน 5 นาที แล้วเติม SDS (10 เบอร์เขนต์ ) สงไป 
1/10 ของซริมาตรท้ังหมด เขย่าเบาๆ ไห้เข้ากัน แสะบ่มต่อจนกระท้ังสารละลายท่ีได้มี 
สักษรนะหนืด จากน้ันนๆสารละลายหนืดท่ี'ได้มาเติมสารละลายรขเดียมคลอไรด้ 5 รมลาร์ 
สงไบ 1/10 ของปริมาตรท้ังหมดเขย่าเบาๆไห้เข้ากัน แล้วเติมสารละลายทีนอล (ภาค 
ผนวกท่ี คร) ปริมาตร 6 มล.เขย่าเบาๆไห้เข้ากันประมารน 5 นาที แล้วน ไๆปท้ันแยกข้ัน 
ด้วยความเร็ว 16,000 รอบต่อนาที เข็นเวลานาน 20 นาที ดูดแยกสารละลายไสสัน 
บนมาเติมสารละลายทีนอลข้  ๆ เขย่าเบาๆ แล้วนๆไบท้ันแยกสันเข้นเติม ดูดแยกสารละลาย 
ไสสันบนมาเติมไอรขรพรพานอล ปริมาตร 3 ไน 4 เม่าของปริมาตรสารละลายท้ังหมด 
เขย่าเบาๆไห้เข้ากันจนกระท้ังรครรมรขมอลดีเอ็นเอตกตะกอนลงมา เกี่ยวสายดีเอ็นเอขึ้น 
มาด้วยบาลเจอร์บิแบต (p astu re  p ip e t te )  ซลายงอ ล้างสายดีเอ็นเอด้วยเอธานอล 
70 เบอร์เขนต์ ปล่อยท้ังไว้ไห้แห้ง หลังจากน้ันนๆสายดีเอ็นเปีท่ีได้ไปละลายไนบัพเพอร์ 
TE(ภาคผนวกท่ี ข2)ปริมาตร 5 มล.แล้วเติมสารละลายไรรบนัวคลีเอส (40 มก./มล.) 
ปริมาตร 5 ไมรครลิตร นๆไปเขย่าตลอดเวลาท่ีอุทเหภูมิห้อง เข็นเวลา 1 คืน จากน้ันนๆ  
มาเติม SDS (5 เบอร์เซนต) ปริมาตร 0.5 มล. แล้วเติมสารละลายรข เดียมคลอไรด์ 
และสารละลายทีนอลข้ๆดามวิธีท่ีกล่าวมาแล้วและดูดข้ันน้าไสมาเติมคลอรรพอร์ม ปริมาตร 
3 มล.เขย่าไVว้กัน แล้วท้ันแยกข้ันด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เข็นเวลา 15 
นาที จากน้ันนามาตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยไอาขาพรพานอลตามวิธีท่ีกล่าวข้างต้น
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เกี่ยวสายดีเอ็นเอขนมา และล้างตีเอ็นเอคัวยเอธานอล 70 เบอร์เซนต์ บล่อยาหแห้ง 
สุดท้ายนฯไบละลายด้วยนับIฬอร์ TE 'โดย‘ไสับริมาตรท่ีน้อยท่ํสุค

8. การตรวจลอบความบริสุทธิและความเข้มสัพ)องโครโมโซมอสดีเอ็นเอ

นาโครโมโซมอลตีเอ็นเอท่ีได้มาทาไห้เจือจางด้ายนับเบอร์ TE แล้วตรวจ
ลอบความบริสุท ธ ิโดยการวัดการดูดกสืนแลงอุลตราไวโอเลตท่ี 260 และ 280 นาโนเมตร 
ท่ีงถ้าตีเอ็นเอบริสุทธิจะมือัตราส่วนของ OD96o/ ° d280 จะมืค่าเท่ากับ 1.8 กรผีท่ี
อัตราลานท่ีาด้มีค่าด่ากว่า 1.8 แลดงว่ามี'โปรตีนอ่ืนหรือตีนอลบนเรัปีนอยู่ ต้องนาไปผ่านข้ัน 
ตอนการทาไห้บริสุทธิโดยการสกัดซาหรือไข้วิธีอิเลดโตรอีลูสัน (e le c t r o e lu t io n ) จาก 
อะกาโรลเจล (Hopwood e t  a l . ,  1985)

การวิ เดราะห์ความเสัมข้นยองตีเอ็นเอ โดยวัดจากค่าการดูดกลืนแลงอุลตรา
ไวโอเลตท่ี 260 นาโนเมตร โดยค่า 0ว260 เท่ากับ 1 เทียบเท่ากับความเข้มข้นซอง 
โครโมโซมอลดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัม/มิลลิสิตร (Hopwood e t  a l . ,  1985)

9. การวิเคราะห์ความลมบูรณ์ซองโครโมโซมอลดีเอ็นเอ

นาโครโมโซมอลตีเอ็นเอที่ลกัดได้มาวิเคราะห์คาามสมบูรณ์โดยการทาอะกาโรล 

เจลอิเลดโตรโบรีซิล ท่ีงมีข้ันดอนดังน้ั เทอะกาโรสเจลเข้มข้น 0 .7  เบอร์เซนต์ ท่ีหลอม 

ไนนับเบอร์ TB (ภาคผนวกที่ ซ3 )ลงไนแบบพิมพ์ขนาด 5x5 ซม.ที่มีหวีเลยบอยู่ จนกระท่ีง 

เ จลแข็งตัวจึงดึงหวีออกแล้วหยอดสารละลายดี เ ปีนเ อท่ีผสมกับสิติดตาม ( t r a c k in g  d y e ) 

(ภาคผนวกท่ี ค4) ไนอัตราส่วน 1 :1  ลงไนแต่ละหลุมซองอะกาโรสเจล หลุมละบระมา(น 

5 ไมใครสิตร แล้วทาอิเลคโตรโบรืซ่ล โดยให้ความด่างสักย’คงท่ีท่ีสัคส่วน 7 โวลต์ต่อ 

ความยาวIจลหนึ่งเซนติเมตร เน้นเวลานาน 3 ซม. จากนั้นนาเจลที่ได้ไบย้อมด้วย

เอธิเดียมโบรไมต์ ( 2 . 5  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไนนับเบอร์ TB )แท่ทิ้งไว้บ,ระมา« 1 ซม. 

แล้วล้างออก โดยการแซ่ไนน้ากลั่นเน้นเวลา 30 นาที ตรวจดูการเรืองแสงของแกบ

ดีเอ็นเอด้วยแสงอุลตราไวโอเลต
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1 0 . การต ัดาครามาชมอลด ีเป ีนIอด ้วยเรลตร ิกส ัน เอนไซม ์

นๆาครามาซมอลดีเอ ็นเอบริล ุทธ ิ๋มาบระมาณ 1 ไมาครกรัม เด ิมเรสตริกส ัน

เอน'ไซม์ที่มีความเ สัมฃันดังที่จะ ระบ ุไว ้านผลการทดลอง และบัฬเฬอร์ที่เ หมาะสมลฯหรับ

เรลตริกสันเอนไซม์แต่ละชนิดที่าส ั จากนั้นบรับปริมาตรสุดท้ายา,ห้ได้ 20 ไมาครลิตรด ้วย  

นๆกลนบลอด เ สัอผลม'ให้เ สัากันาดยนฯไบปันด้วย เ ครี่อง ปันยนาด เ ล ็ก ( m ic r o c e n t r i f u g e )

6 ,0 0 0  รอบต่อนาที เอ ็น เวลาน าน  1 นาที นฯไบบ่มที่อ่างน้ฯควบดุมอุเพภูมิที่ 37 °ซ เอ็น 

เวลานานอย ่างน ้อย 8 ซม. แล้วนๆมาเต ิมส ีต ิดตามด้วยอัตราส ่วน 1 : นบริมาตรท ั้งหมด ะ 
สีติดดาม) และนๆไปป ันด ้วยเครื่องป ันชนาดเล ็ก 6 ,0 0 0  รอบต่อนาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°ซ

11 . การว ิเคราะห ์ส ัน ส ่วน ต ิเอน เอด ้วยอะกาารลเจส อ ิ เลคาดราบรีส ัส

นฯอะกาารลเจลมา 0 .7  เบอร์เซนต (นัฯหน้กต่อบริมาตร) หลอมานปับเบอร์ 

TB  และเทลงานแบบพิมพ์ซนาด 9x7 ซม. ท่ีมีหวีเสียบอยู่ เมึ่อเจลแข็งตัวแล้วจึงดึงหวท่ีี 

เสียบอย่ออกนๆสันส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากข้อ 8 มาหยอดลงานหลุมาดยแต่ละหลุมจะมีปริมาณ 

ดีเอ็นเอหลุมละบระมาท! 400 นาานกรัม จากนั้นทๆอิเลคาตราฬรีสัลด้ายความต่างตักย์คงที ่

ตามที่ได้ระบุไว้านผลการทดลอง จนกระที่'งสีติดตามเคลื่อนเกึอบกึงขอบเจลอีกด้านหนึ่ง

หยุดกระแสไพ#าแล้านๆเจล ไบแย่านสารละลายเอธิเดียมาบรามด์. (2 .5  ไมาครกรัมต่อ 

มิลลิลิตรซองปับเบอร์ TB) แย่ทั้งไว้บระมาณ 1 ชม. จึงล้างด้วยนัๆกลน าดยแย่ทิ้งไว้ 

30 นาที หลังจากน้ัน นๆเจลที่ย้อมแล้วมาส่องดูการเรือง แสงซองย่นส่วนติเอ็นเอด้ายแสง 

อุลตราไวาอ เ ลด บันทึกผลาดยการก่ายภาพด้วยพิลม์ชาวดๆไวแลง

12. การวิเคราะห์รบแบบการเรียงตัวชองสันส่วนดี เอ็นเอ

นๆพิล์มที่ได้จากการก่ายภาพชาวดๆานข้อ 9 มาวัดตๆแหน่งชองแทบสันส่วน

ดีเอ็นเอ าดยการวัดความเข้มสีชองแกบดีเอ็นเอ าดยอาตัยเครื่องวัดค่าความเข้ม

(d e n s ito m e te r  )และคๆนานหาค่า D is c  s im i l a r i t y  c o e f f i c ie n t s  (Sp)
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เบรียบเทียบระหว่างสายพันธุพ่อแม่และลูกผสมต่างๆ ตามวิอ,ชอง Sneath แสะ Soka l 

( 1973 ) ดังสูตร

ร1) = สอง เท่าของจฯนวนแกบท่ีเหมือนกัน/จฯนานแกบทั้งหมด

13. การทๆเอนไซม์กสูรคสไอรซเมอเรล และเอนไซม์ไซแลเนลจาก S tr e v to m y c e s
S P . 1 9 0 -1 ,4 2 -9  และ สูทผสม ท V*ฌริสูท6

1 3 .1  การทๆบริสุทธิบางส่วนของ เอนไซม์กส ู'โคสาอรซเมอเรลาห ับริส ุทธิ ตาม 

วิธีของขจีนาฏ จรรยาอ ุดม (2 5 2 8 )  รดยนฯ S tr e p to m y c e s  s p . 1 9 0 -1  และสูกผสม 

หมายเลข D3 , 9 , 17,  2 2 , 40 มาเส ิ้ยงไนสภาวะท ี่เหมาะสๆหรับการผล ิตเอนไซม ์

กส ูรคสไอรซเมอเรส ดังข้อ 5 .1  จากน ั้นกรองเซ ลผ ่านกระดาษกรองเบอร ์ 1 นๆเซล  

มาสกัดแยก เ อนไซม์รดยบดเ ซล หรีอแขวนลอยเ ชลทนสายละ ลายรซ เ ดียมบอส เบตปับ เ บอร์ 

pH 7 .0  ความเข ้มข้น 0 .0 5  รมลาร ์ ท่ีมี 0 .1  เบอร์เซนต ์ ของ CTAB และ รดบอล์ท 

คลอไรด ์ ความเข ้มข ้น 5 ไม ใครรม ลาร ์ รดย1ทห้มีความเข้มข้นามทีเลียม 1 กรัมต่อสาร 

ละลายป ับเบอร ี ปริมาตร 3 มล. เข ย ่าต ล อ ด เวล า ท่ีอุโ.!หภูม 40 °ซ เป ็น เวล า 24 ชม. 

จากนั้นปันแยกามซีเลียมออกที่ 8 ,0 0 0  รอบต่อนาที เป ็น เว ล า 30 นาที นๆสารละลายท ี่ได ้ 
มาตกตะ กอนลๆดับส่วนด้วยแอมรม เ นียมที'ล เ บด รดย เ ร ิ่มจากแอมรม เ นียมทีลเ บตอมตัว 30 

เบ อร ์เซ ฟ ) ปันแยกตะกอนออกที่ 8 ,0 0 0  รอบต่อนาที นาน 30 นาที นๆส่วนนัๆทสมา

ตกตะกอนต่อด้วยแอมรมเนียมทีส เบดอิ่มตัว 80 เบอร์เซนต ์ ปันแยกตะกอนออกที่ 8 ,0 0 0  

รอบต่อนาที นาน 30 นาที นๆตะกอนที่ได้'จากล'ๆดับส่วน 3 0 -8 0  เบอร์เซนต์ มาละลาย  

ด ้วยป ับเบอร ์เด ิม  บรีมาตรน้อยที่ส ูดแล้วนๆไปไดอะไลส์ทนปับเบอร์เด ิม ภายหล ังจากการ
ไดอะไลล ้แล ้วนๆมาว ัดปริมาตร ความเข้มข้นรบรตีน และแอคติวิตีฃอง เอนไซม์ จากนั้น 

นๆ'ไปผ ่านคอลัมน ์ท ี่บรรจ ุด ีอ ีเออ-เซบาเดกข ้ เอ -5 0  แล้วชะใบรตีนที่ไม ่เกาะติดคอลัมน ์ด ้วย  

รซเด ียมบอลเบตป ับเบอร ์ pH 7 .0  ความเข ้มข ้น 0 .0 5  รม ลาร ์ และชะรบรตีนท ี่เกาะต ิด  

คอลัมน์ด้าย 0 .2 5  รมลาร ์ด ิดดามรบรตีนท ี่ถ ูกชะออกมาด้ายการวัดด ่าการดูดกลืนแลงท ี่ 280  

นารนเมตร และชะรบรตีนต่อด้วย 0 .6  รมลาร ์ของสารละลายรบแตสเท ียมคลอารด ัทน
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'โซเดียมพอลเพตพันพอร์ p H  7 .0  ความเข้มสัน 0 .05  โมลาร์ ติดตามโปรตีนท่ีกูกชะ 

ออกมาด้ายการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จากน้ันวัดแอคติวิตีชอง เอนไซม์

กลูโคสไอโซ เ มอ เ รอ,ในแต่ละลฯดับส่วน นฯลฯคับส่วนที่มีแอคติวดีทั้งหมดมาไดอะไลตีใน

โซเดียมฬอสเฬตภัพเพอร์ p H  7 .0  ความเข้มข้น 0 .05  โมลาร์ และทฯให้เข้มข้นโดยใข ้

ตู้อบลู{ไ!ญากาศ (vacuum  o v e n ) ท่ีDimภูมิ 30°ซ จากนั้นวัดบรมาตร แอคติวดีชอง เอนไซม์ 

และ โปรตีน แล้วนฯไบวิ 1 คราะ ม์โดยการทฯอิ เ ลคโดรโพรีซิ)ลบนแผ่น'โซ เ ดียมโด เ ดซิ)ลข้ล เ ฬต 

โพลีอะคริลาไมด์เจล

1 3 .2  การทฯเอนไซม์ไซแลเนลให ้บริล ุทธ โดยใข ้าธ ีของกมลารร{ใ! ม์นภักดี

(2 5 3 4  ) โดยนฯ S tr e p to m y c e s  s p .4 2 - 9  และลูกผลมหมายเลข ซ3 19 , 1 7 , 2 2 ,4 0  

ม าเล ี้ยงใน ส ภ าวะท ี่ เหมาะลมลฯหรับการผลิตเอนไซม์ไซแลเนล ดังข้อ 5 .2  จากนั้นนั้นแยก 

เซลทั้ง ท่ี 8 ,0 0 0  รอบต่อนาที เป ็น เวล า 30 นาที นฯส่วนน้ฯใลที่าดัมาตกตะกอนลฯดับ 

ส ่วนด ้ายแอมโมเน ียมข ้ลเพตโดยเร ิ่มจากแอมโมเน ียมข ้ลเพตอ ิ่มต ัว 20 เบอร์เซนต นั้นแยก 

ตะกอนที่ 8 ,0 0 0  รอบต่อนาที นาน 30 นาที นฯส์วนน้ฯใสมาตกตะกอนต่อตัวยแอมโมเนียม 

ซิ!'ลเฬฅอ่ิมตัว 50 เบอร์เซนต ี นั้นแยกตะกอนแล้วนฯตะกอนที่ไดัจากลฯดับส่วน 2 0 -5 0  

เบอร์เซนต ี มาละลายด ้วยทร ิลไฮโดรคลอารต ี ภัพIพอร์ pH 8 .0  ความเข้มข้น 0 .0 5  

โม ล าร ์ ปริมาตรนอยที่ลุด แล ้วนฯไปไดอะไลตีในภ ัพเพอร์เต ิม ภายห ล ังจากการไดอะไลต  ี

แล้วนฯมาวัดปริมาดร ความเข้มข้นโปรตีน และแอคติวิตีฃอง เอนไซม์ จากนั้นนฯไปผ่าน

คป ิล ัมม ์ท ี่บรรจ ุด ีอ ีเออ ี-เซพาเดกซ ์ เอ - 5 0  แล้'วชะโปรตีนที่ไม ่เกาะคอลัมน ์ด ้วยทริลไฮโดร 

คลอไรตีภ ัฬเพอร์ pH 8 .0  ความเข ้มข้น 0 .0 5  โม ล าร ์ และชะโบรตีนที่ติดคอลัมน์ด้าย

0 .1 5  โม ล าร ์ ของลารละลายโซเด ียมคลอไรต ีใน ทร ิลไฮโดรคลอไรต ีภ ัพ เพ อร ์ pH 8 .0

ความเข ้มข ้น 0 .0 5  โม ล าร ์ ต ิดตามโปรตีนที่ก ูกชะออกมาด้ายการวัดค ่าการดูดกลินแลงที่
280  น าโนเมตร วัดแอคติว ิต ีขปึงเอนไซม์ ในแต่ละลฯดับส่วนตามลฯดับส่วนที่มีเอนไซม์ นฯ 

ลฯตับส่วนที่มีแอคติวิตีฃอง เอนาซม์ทั้งหมดมาไดอะไลตี'ในภัพเพอร์เดม แล้วทฯให้เข ้มข้นโดย 

ใข้ตู้อบสูฤ!ญากาศที่อุถ{หภูม 30°ซ จากนั้นวัดปริมาตร แอดติวิดีของ เอนไซม์ และโปรตีนแล้ว 

นฯไบา เ คราะ ม ์โดยการทฯอ เ ลคโตราพรีซิ)ลบนแผ่น'โซเดียมโด เ ดซิ)ลข้ล เ พฅโพลีอะคริลาไมต  ี

เจล
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14. การวัดปริมาเทปรุตีน

การาดปริมาร]ทนรุตีน ตามาธีการของ Lowry และFine (1951) โดยนๆลาร ุ

ละลายตัวอย่างที่ต้องการวัดโปรตีนมา 1 ม ล .1ตีมสารละลายผสม C (ภาคผนวกท่ี ค2 .3 )  

5 มล. เขย่าผลมไห้เข้ากัน ต ั้งท ิ้งไว้ท ีอ่ ผุ เห ภมิห้อง 20 นาที นๆมาเติมสารุละลายท นีอล 

รี เอเจนที่ (ภาคผนวกที่ ด2 .4 )  0 .5  มล. เขย่าผสมไห้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุสหภมิห้องนาน 

30 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรุ เทียบกับกรุาฬมาตรุฐานโบวีน 

ชรมอ,ลบ!มิน (b o v in e  serum a lb um in ) ความIขมขน 0 -200 ไมโดรุกรัมต่อมิลลืลิตร

15. การทๆอิเลคโตรุโพรุข้สบนแผ่นโซเตียมโดเดข้ลข้ลเปดโพลีอะครุลาไมด์เจล ดามวิธี 

ของ Laemmli (1970 )

นๆแผ่นกระจกไสขนาด 1 3 .5  X 1 5 .5  ชม. 2 แผ่น ท ี่ผ ่านการ ุล ้างไห ้ละอาด  

แล้วมาบระกบเข ้าด ้วยกันลอดแผ่นพลาสติก ( s p a c e r )  หนา 1 มล. ที่ขอบด้านข้างทั้ง 2 

ข้างของแผ ่นกระจกไข ้เทปกาวพ ันโดยรอบ 3 ด้าน เทสารละลายผสมของ เซพ าเรต ิง เจล  

( s e p a r a t in g  g e l )  ท ี่ม ีความเข ้มข ้นเจล 10 IฆอรIซนต (ภาคผนวกที่ ด ร .2 ) ลงไป  

โดยไห ้ได ้ความสูงประมาท! 9 ชม. พ ่นโซเค ียมโดเดท ีลข ้ลเพต (SDS) ที่ความเข้มข้น 1 

เบอร์เซนต ์ ท ับลงบนผิวหน้าเจลไห้มความสูงบรุะมาผ 0 . 5 - 1  ซม. ต ั้งท ิ้งไว ้จนกระท ั้งเจล  

แข็งตัว เทโซ เด ียม โดเดช ิลข ้ล เพ ตท ิ้งไป  เทสารละลายผสมของลแตกก ิงเจล ( s ta c k in g -  

g e l )  ท ี่คาามเข ้มข ้น เจล 3 .5  เปอร ุเชนต (ภาคผนวกที่ ค5 . 3 )  เส ียบหวีลงไประหว่าง 

แผ่นกระจกทั้งลอง ปล ่อยท ิ้งไว ้จนเจลแข ็งต ัว แล ้วด ึงหว ีออกล ้างข ้องไล ่ต ัวอย ่างด ้วยอ ิเลค  

โทรุดบัพเฬอร์ (ภาคผนวกที่ ค ร .4) จนข้องสะอาดเทอิเลคโทรุดบ ัฬเพอร์ลงไปจนท่วมข้อง 

ไล ่ต ัวอย ่าง นๆโบรุต ีนท ี่จะาเคราะห ์มาบระมาท! 5 0 -1 0 0  ไมโครุกร ุม และสารละลาย  

โปรตีนมาตรฐาน ( lo w  m o le c u la r  w e ig h t )  มา 10 ไมโครุลิตรผสมกับบัพเฬอร์ที่มีส  ี

ตีดตาม (ภาคผนวกที่ ค ร . 5)  นๆไปต้มไนน้ๆเด ึอด 100 °ช  เบเนเวลานาน 2 นาที นๆ 

ไปทั้นแยกตะกอนทิ้งที่ 1 2 ,0 0 0  รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นนๆมาหยอดลงไนข้อง

ไล ่ต ัวอย ่างบนแผ ่น1จล เร ุมการทๆอ ิเลคโตร ุโพรุ?!ลโดยไห ้กระแสไพพ ัาคงท ี่ท ี่ 35 มิลลิ
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นอมแปร์ จนกระท่ังสี'ของบ'รอมVเนอลบกูเคลื่อนมาอยู่ไนเซพพาเรติง เจล จึง เปสียนกระแส 
ไพฟ้าคงท่ีท่ี 20 มิลลิแอมแบร์ รอจนกระท่ังสีของบรอม?เนอลบสูเคล่ือนลงมาประมาเน 2 ซม. 
จากปลายลุดของ แผ่น เ จล จากน้ันนๆแผ่น เ จลท่ี'ได้มา๗ 'ไนสารละ ลายลฯหรับย้อมสีไปรตีน
(ภาคผนวกท่ี ค ร .6) เบนเวลานานกว่า 3 ขม. ล้างสีออกด้วยสารละลายล้างสี (ภาค 
ผนวกท่ี ค ร .7) จนเห็นแถบของไปรตีนรัดเจน นๆเจลที่ได้ไปถ่ายรูป

16. การหาน้ๆหนักไมเลกลของ เอนไซม์

นๆเจลจากข้อ 15 มาวัดระยะทางของแกบๆปรตีนและแถบของสีติดตาม เพ่ือ
คๆน'วท!หาค่า Rf จากลูดร

Rf = ระยะทางที่ลารเคลื่อนที่ /  ระยะทางที่สีเคลื่อนที่

จากน้ันเทียบกราพมาตรฐาน ระหว่างการเคลื่อนท่ีสัมพัทธ์ ( r e la t iv e
mobi1i t y  ) กับค่าลอการิทึมของน้ๆหนักไมเ ลกุลของาปรตีนมาตรฐาน 

โปรตีนมาตรฐานท่ีทข้ได้แก่
พอลใพริเลส บี (phosphorylase.b) นัๆหนักโมเลกุล 94,000
ปีลบูมิน (albumin) น้ๆหนักโมเลกุล 67,000
โอวลบูมิน (ovalbumin) น้ๆหนักโมเลกุล 43,000
คาธ์บอนัด แอนไฮเดรล (carbonic anhydrase) นัๆหนักโมเลกุล 30,000 
ทริบรัน อินร่บีเตอร์ ( try p s in  in h ib ito r )  น้ๆหนักโมเลกุล 20,100
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