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บทคดัย่อ 
 

 อินทีน หรือ intein คือบริเวณของลาํดบักรดอะมิโนท่ีอยูร่วมกบัโปรตีนตั้งตน้ หรือ precursor 
protein ในลกัษณะ in frame และจะแยกตวัออกจากโปรตีนตั้งตน้โดยอาศยักระบวนการ protein splicing 
ซ่ึงเป็น autocatalytic process ไดผ้ลิตภณัฑข์องโปรตีนท่ีสามารถทาํงานไดต้ามธรรมชาติหรือ native 
protein ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการศึกษาคุณสมบติัของ DnaX intein ซ่ึงเป็น intein ท่ีพบอยูใ่นโปรตีน DNA 
polymerase III (DnaX) หน่วยยอ่ย gamma และ tau ของไซยาโนแบคทีเรีย Spirulina platensis สายพนัธ์ุ 
C1 พบวา่ intein ดงักล่าวมี Hedgehog/Intein domain และ motif sequence ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ 
protein splicing ทั้งหมด 6 motif คือ motif A, N2, B, N4, F และG แต่ไม่พบ endonuclease domain ท่ีพบ
ไดใ้น intein บางชนิด และจากการศึกษาความสามารถในการทาํใหเ้กิดกระบวนการ protein splicing 
ของ DnaX intein โดยการนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DnaX intein ไปแทรกอยูใ่นยนีท่ีถอดรหสัเป็น
โปรตีน GFP เพื่อสร้างยนีลูกผสมท่ีสามารถถอดรหสัสร้างโปรตีนลูกผสมของ GFP ท่ีมี DnaX intein 
แทรกอยู ่ และทาํการวิเคราะห์ความสามารถในการเกิด protein splicing ในเซลลแ์บคทีเรีย Escherichia 
coli พบวา่ DnaX intein ของ Spirulina ท่ีแทรกอยูใ่นโปรตีน GFP สามารถเกิดกระบวนการ protein 
splicing ทาํใหไ้ดผ้ลิตภณัฑโ์ปรตีนท่ีมีขนาดเท่ากบั native protein ของ GFP และสามารถจบักบั anti 
GFP ได ้  ผลิตภณัฑโ์ปรตีนดงักล่าวยงัสามารถเรืองแสงสีเขียวภายในเซลลแ์บคทีเรีย แสดงใหเ้ห็นวา่ 
DnaX intein ของ Spirulina มีคุณสมบติัเป็น mini-intein ท่ีทาํหนา้ท่ีในกระบวนการ protein splicing ได ้
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บทนํา 
(Introduction) 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย  
 protein splicing เป็นกระบวนการหลงัการสังเคราะห์สายโปรตีนหรือโพลีเปปไทด์ (post-
translation) ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการแยกตวัของ protein splicing element หรือท่ีเรียกว่า intein ออกจาก 
precursor protein ซ่ึงจะเกิดควบคู่กบัปฏิกิริยาการเช่ือมต่อของ flanking protein sequence หรือท่ีเรียกว่า 
extein ทาํใหไ้ด ้native protein หรือ active protein ซ่ึงการเกิด protein splicing จดัเป็น autocatalytic 
process ท่ีถูกกระตุน้โดยอาศยับริเวณ intein ท่ีอยูใ่น precursor protein ซ่ึงกระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนอยา่ง
รวดเร็วมาก จนแทบจะไม่สามารถตรวจพบ precursor protein ภายในเซลล ์(Perler et al., 1997) จาก
รายงานการศึกษาของกลุ่มวิจยัต่างๆพบว่าเฉพาะส่วนของ intein และ amino acid ตวัแรกดา้น 
downstream ของ extein (C-extein) เท่านั้นท่ีจาํเป็นต่อกระบวนการ protein splicing ในขณะท่ีส่วนของ 
extein อาจมีผลต่ออตัราการเกิด protein splicing (Davis et al., 1992; Cooper et al., 1993; Xu et al., 
1993) จากความสามารถในการทาํใหเ้กิด protein splicing ของ intein ไดท้ั้งในเซลลส่ิ์งมีชีวิต (in vivo) 
และในหลอดทดลอง (in vitro) ทาํให้มีความสนใจอยา่งมากในการศึกษากลไกการทาํงานของ intein 
สาํหรับนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการพฒันาเทคโนโลยใีหม่ๆ เพื่อใชป้ระโยชน์ทั้งในการศึกษาวิจยัดา้นต่างๆ 
เช่น protein chemistry, protein engineering, enzymology, microarray production และ target detection 
ตลอดจนนาํมาใชใ้นการพฒันาและปรับปรุงผลิตภณัฑโ์ปรตีนชนิดต่างๆ (Perler and Adam, 2000) 
 จากการโคลนยนี dnaX ของไซยาโนแบคทีเรีย Spirulina platensis C1 ของกลุ่มวิจยั
เทคโนโลยชีีวภาพดา้นสาหร่าย มหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี ซ่ึงเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การสงัเคราะห์โปรตีน DNA polymerase III (DnaX) หน่วยยอ่ย gamma และ tau พบวา่โปรตีนดงักล่าวมี
บริเวณท่ีคาดวา่จะมีคุณสมบติัเป็น intein ดงันั้นคณะผูว้ิจยัจึงมีความสนใจทาํการศึกษาบริเวณ intein 
ดงักล่าว โดยการวิเคราะห์หนา้ท่ีและศึกษาคุณสมบติัของบริเวณ intein ของโปรตีน DnaX ของ S.  
platensis ต่อกระบวนการ protein splicing แบบ in vivoโดยอาศยัแบคทีเรีย Escherichia coli เป็น 
heterologous host ซ่ึงความรู้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ protein splicing ท่ีเกิดจากการทาํงานของ intein 
ในส่ิงมีชีวิต prokaryote  น้ี จะนาํไปสู่การใชป้ระโยชนจ์าก intein เพื่อพฒันาเป็นเคร่ืองมือทางชีวภาพท่ี
มีศกัยภาพในการศึกษากระบวนการทาํงานต่างๆภายในเซลล ์เช่น protein nuclear transport (Kim et al., 
2004) และ protein-protein interaction (Ozawa et al., 2000; Ozawa et al., 2001) ร่วมกบัเทคโนโลยดีา้น
อ่ืนๆ นอกจากน้ียงัสามารถนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตโปรตีน ในแง่การประยกุต์
ทางดา้น protein technology และ protein engineering เพื่อใชใ้นการพฒันาและปรับปรุงผลิตภณัฑ์
โปรตีนต่างๆต่อไป 
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 เพื่อศึกษาหนา้ท่ีและคุณสมบติัของ intein ของโปรตีน DnaX ของ S. platensis C1 ต่อ
กระบวนการ protein splicing ในเซลล ์E. coli 
 
ขอบเขตของโครงการวจัิย 
 ในโครงการวิจยัน้ีไดท้าํการศึกษาโครงสร้างและหนา้ท่ีของบริเวณ intein ของโปรตีน DnaX 
ของ S. platensis C1 โดยการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโน (amino acid sequence) ของ intein โดยอาศยั
ฐานขอ้มูลของโปรตีนและอินทีน (protein and intein databases)  เพื่อตรวจหาบริเวณอนุรักษ ์
(conserved motif) ซ่ึงผลท่ีไดถู้กนาํไปใชใ้นการออกแบบในการศึกษาหนา้ท่ีของ intein ต่อกระบวนการ 
protein splicing ใน E. coli แบบ in vivo โดยทาํการสร้าง expression plasmid ท่ีออกแบบใหมี้ intein 
แทรกอยูใ่นยีน gfp ซ่ึงเป็นยีนท่ีถอดรหัสให้เป็นโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent protein; 
GFP) ในท่ีตาํแหน่งท่ีคาดว่าจะทาํให ้intein สามารถทาํงานได ้และนาํพลาสมิดลูกผสม หรือ expression 
plasmid ท่ีสร้างไดน้ี้เขา้สู่เซลล ์E. coli โดยวิธี chemical transformation จากนั้นทาํการวิเคราะห์
กระบวนการ protein splicing ภายในเซลลข์อง E.coli โดยทางออ้ม (indirect measurement) โดยการ
ติดตามการสร้างโปรตีน GFP ภายในเซลล ์E. coli ภายใตก้ลอ้ง fluorescent microscope ร่วมกบัการ
ตรวจสอบผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ท่ีแยกไดจ้ากเซลล ์E. coli transformant ดว้ยเทคนิค Western blot 
analysis 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ และหน่วยงานทีนํ่าผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 
 ไดรั้บความรู้พื้นฐานเก่ียวกบัโครงสร้างและหนา้ท่ีของบริเวณ intein ของโปรตีน DnaX ของ S. 
platensis C1 ในการทาํใหเ้กิดกระบวนการ protein splicng ซ่ึงความรู้ท่ีไดจ้ะนาํมาซ่ึงการใชป้ระโยชน์
ของการใช ้intein ในการพฒันาเทคโนโลยใีหม่เพื่อใชใ้นการศึกษาชีววิทยาภายในเซลล ์ตลอดจนนาํมา
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตภัณฑ์โปรตีนใหม่ๆ หรืออุตสาหกรรมการผลิตเคร่ืองมือใน
การศึกษาทางวิทยาศาสตร์ 

หน่วยงานท่ีสามารถนําผลงานวิจัยประโยชน์คือ หน่วยงานวิจัยท่ีศึกษาทางด้าน protein 
chemistry, protein engineering, biotecnology รวมทั้งภาคอุตสาหกรรมท่ีมีความสนใจในการปรับปรุง
ผลิตภณัฑโ์ปรตีน หรืออุตสาหกรรมท่ีผลิตเคร่ืองมือในการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ เช่น การผลิต column 
ในการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ หรือการผลิต protein array 
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การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
 จากการพบ intein คร้ังแรกในยนีสร้างโปรตีน vacuolar H(+)-adenosine triphosphate (VMA) 
ของยสีต ์Saccharomyces cerevisiae ในปี ค.ศ. 1990 (Hirata et al., 1990; Kane et al., 1990) ทาํใหมี้การ
แยกและศึกษาโครงสร้างของ intein ตลอดจนกลไกในการกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ protein splicing 
ท่ีเป็นผลสืบเน่ืองจากการทาํงานของ intein และไดมี้การศึกษากนัอยา่งต่อเน่ืองในช่วงทศวรรษท่ีผา่นมา 
ในปัจจุบนัมีการพบและเกบ็รวบรวมขอ้มูลของ intein ไวใ้น Intein database หรือ InBase 
(www.neb.com/neb/inteins.htlm) ซ่ึงเป็นขอ้มูล intein ของส่ิงมีชีวิตต่างๆทั้ง eukaryote, eubacteria และ 
archaebacteria  
 โดยทัว่ไป intein ประกอบดว้ย 2 ส่วนท่ีทาํหนา้ท่ีแตกต่างกนั คือ ส่วนของ protein splicing 
domain และส่วนของ endonuclease domain ส่วนของ protein splicing domain นั้นยงัจะถูกแยกออกเป็น 
2 ส่วนยอ่ย ซ่ึงเป็นผลจากการแทรกของ endonuclease domain หรือ amino acid linker ขนาดสั้นๆท่ีมกั
พบเฉพาะใน  intein บางชนิดท่ีไม่มีส่วนของ endonuclease domain หรือท่ีเรียกวา่ mini intein ดงัแสดง
ในรูปท่ี 1 โดยท่ีการทาํงานของ protein splicing domain และ endonuclease domain น้ีจะเป็นอิสระต่อ
กนั (Paulus, 2000) ส่วนของ protein splicing domain มีหนา้ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการแยกตวัของ intein ออก
จาก precursor protein และช่วยในการเช่ือมต่อของ flanking extein ในขณะท่ี endonuclease domain เป็น 
mobile genetic element ซ่ึงสามารถจาํลองตวัเองและแทรกเขา้ไปใน homologous allele ท่ีไม่มี intein 
(Liu, 2000) จากการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ intein ชนิดต่างๆสามารถจาํแนก conserved 
intein motif ไดท้ั้งหมด 10 motifs คือ Block A, N2, B, N4, C, D, E, H, F และ G (รูปท่ี1) และพบวา่มี
บริเวณอนุรักษข์องกรดอะมิโนอยู ่  4 ตาํแหน่ง โดยท่ีกรดอะมิโนท่ีอยูใ่นบริเวณเหล่าน้ีมีบทบาทในการ
เกิด protein splicing โดยตาํแหน่งแรก ไดแ้ก่ กรดอะมิโนตวัแรกของดา้น N-terminus ของ intein ซ่ึงมกั
อนุรักษไ์วเ้ป็น Serine (Ser, S), Threonine (Thr, T), หรือ Cysteine (Cys, C) ในบางกรณีอาจเป็น 
Alanine ส่วนตาํแหน่งท่ีสองไดแ้ก่ Asparagine (Asn, N) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนตวัสุดทา้ยของดา้น C-
terminus ของ intein ตาํแหน่งท่ีสาม คือ กรดอะมิโนตวัแรกของดา้น downstream ของ extein ซ่ึงมกั
อนุรักษไ์วเ้ป็น Serine, Threonine หรือ Cysteine ตาํแหน่งสุดทา้ยท่ีมีการอนุรักษไ์วไ้ดแ้ก่ Histidine (His, 
H) ท่ีอยูห่นา้ Asparagine ท่ีมีการอนุรักษไ์วใ้นบริเวณ C-terminus ของ intein นอกจากทั้ง 4 ตาํแหน่ง
ดงักล่าวแลว้ยงัพบบริเวณ conserved sequence ของกรดอะมิโน T-x-x-H อยูใ่นบริเวณ conserved motif 
B (รูปท่ี 1) 
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ออกมาพร้อมกบั thiol reagent จากนั้นโปรตีนจะถูกทาํใหบ้ริสุทธ์ิจาก thiol reagent โดยปฏิกิริยา 
hydrolysis ส่วนเทคโนโลยท่ีีสอง คือ Intein-Mediated Protein Ligation หรือ Express Protein Ligation 
(IPL or EPL) ซ่ึงในเทคนิคน้ี protein 2 ช้ิน จะถูกเช่ือมต่อกบั intein 2 ชุด ท่ีปลาย N-terminus และ C- 
terminus ของ intein แต่ละชุด ซ่ึงภายหลงัการเติม thiol reagent จะทาํให ้protein ทั้ง 2 ช้ินหลุดออกจาก 
intein และมาเช่ือมต่อกนัเป็น native protein หรือ recombinant protein (รูปท่ี 3) ซ่ึงเทคนิค IPL/EPL 
สามารถใชไ้ดท้ั้งกบั expressed protein และ chemically synthesized protein หลายๆชนิด เช่น labeled 
protein, modified protein, fluorescently labeled protein, tagged protein เป็นตน้ (Perler and Adam, 
2000) เทคนิค IPL/EPL น้ีมีการพฒันาและนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้นหลายๆดา้น เช่น การสร้าง cyclized 
protein โดยอาศยั two intein (TWIN) system (Evans et al., 1999) และการติดฉลากโปรตีนดว้ย isotope 
เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีนดว้ยเทคนิค NMR (Otomo et al., 1999) เทคโนโลย ี Protein 
trans- Splicing เป็นอีกเทคโนโลยหีน่ึงท่ีนาํ intein มาประยกุตใ์ช ้ ซ่ึงเทคนิคน้ีทาํไดโ้ดยการแยก intein 
ออกจากกนัเป็น 2 ส่วน (split intein) แต่ละส่วนของ intein จะเช่ือมต่อกบั extein แต่ละชนิดท่ีสนใจ และ
นาํไปแสดงออกใน host แยกกนั เม่ือนาํ intein แต่ละส่วนท่ีเช่ือมต่อกบั extein มารวมกนัมีผลทาํใหเ้กิด
การ reassociation ของ intein ไดเ้ป็น active intein ซ่ึงจะทาํใหเ้กิด protein splicing ไดโ้ปรตีนท่ีสนใจ 
(รูปท่ี 4) ซ่ึง split intein น้ีถูกนาํมาใชป้ระโยชน์ไดห้ลากหลาย เช่น การสร้าง cyclic peptide โดย
กระบวนการท่ีเรียกวา่ in vivo split intein-mediated circular ligation of peptide and proteins 
(SICLOPPS) การใช ้ split intein ในการติดตาม protein-protein interaction ภายในส่ิงมีชีวิต (Ozawa et 
al., 2000) เป็นตน้ 
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วธีิดําเนินการวจัิย 
 

1. เช้ือและพลาสมิดทีใ่ช้ในการทดลอง 
 1.1 แบคทีเรียเอสเชอริเชีย คอไล สายพนัธ์ุ ดีเอช 5 แอลฟา (E. coli DH5  เล้ียงในอาหารเล้ียง
เช้ือแขง็หรืออาหารเล้ียงเช้ือเหลวไลโซจีนีบรอท (Lysogeny broth, LB) ท่ี 37 oC เพื่อใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้น
ในการเพิ่มปริมาณและเกบ็พลาสมิดต่างๆตลอดการทดลอง 
 1.2 ไซยาโนแบคทีเรีย Spirulina platensis สายพนัธ์ุ C1 เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Zarrouk ท่ี
อุณหภูมิ 30 oC ความเขม้แสง 100 E m-1s-1 เพื่อใชเ้ป็นแหล่งของของดีเอน็เอในการโคลน dnaX intein 
 1.3 พลาสมิด pMG241 หรือ pAG 69 (Jeamton, 2010) เป็นพลาสมิดท่ียนี gfp ภายใตก้ารควบคุม
ของ phycocyanin promoter ของ S. platensis C1 ใชเ้ป็นแหล่งในการโคลนยนี gfp และใชเ้ป็นเวคเตอร์
ในการแทนท่ียนี gfp ดว้ย ยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงใหมี้ dnaX intein ของ S. platensis C1ในท่ีน้ีใหช่ื้อวา่ยนี 
chimeric intein-GFP หรือ ยนี C(I) gfp 
 
2. เทคนิคทางด้าน molecular biology  
 เทคนิคทางดา้น molecular biology ส่วนใหญ่ท่ีใชใ้นงานวิจยัดาํเนินตามวิธีของ Sambrook et al. 
(1989)  
 

3. การศึกษาคุณสมบัติและโครงสร้างของ intein ของโปรตีน DnaX (DnaX intein) ของ S. platensis C1 
 ทาํการศึกษาคุณสมบติัและโครงสร้างของ DnaX intein ของ S. platensis C1 โดยการ
เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน DnaX หรือ เอน็ไซม ์DNA polymerase III หน่วยยอ่ย gamma 
และ tau ของ S. platensis C1 และของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนๆ เพื่อวิเคราะห์หาบริเวณท่ีคาดวา่
น่าจะเป็น intein โดยสงัเกตจากลาํดบักรดอะมิโนท่ีเพิ่มเติมเขา้มาในกรดอะมิโนของโปรตีน DnaX ของ 
S. platensis C1 ท่ีไม่พบในโปรตีน DnaX ของไซยาโนแบคทีเรียอ่ืนๆ จากนั้นนาํลาํดบักรดอะมิโนท่ีคาด
วา่น่าจะเป็น DnaX intein ไปวิเคราะห์หา conserved domain ดว้ย NCBI conserved domain search tool 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) และนาํลาํดบักรดอะมิโนของ DnaX intein ไป
วิเคราะห์หา motif sequences ท่ีคาดวา่จะมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดกระบวนการ protein splicing โดย
การเปรียบเทียบกบั motif sequences ของ intein ท่ีไดมี้การเสนอไวโ้ดย Pietrokovski (1994; 1998) และ 
Perler et al. (1997)  
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4. การสร้างยนี gfp ทีถู่กดัดแปลงทีมี่ dnaX intein ของ S. platensis C1 แทรกอยู่ภายในยนีหรือ C(I) gfp 
 4.1 การออกแบบ primer เพื่อใชใ้นการสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลง (C(I) gfp) 

การออกแบบ primer เพื่อใชใ้นการสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงทาํไดด้งัน้ี 
 4.1.1 ทาํการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนและลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี gfp เพื่อหา

บริเวณท่ีเหมาะสมในการแทรก dnaX intein เขา้ไปเพื่อใชใ้นการออกแบบ primer โดยอาศยัคุณสมบติั 
extein ต่อกระบวนการ protein splicing ท่ีพบวา่เฉพาะกรดอะมิโนตวัแรก ของ C-terminus ของ extein 
เท่านั้นท่ีมีผลต่อการเกิด protein splicing โดยท่ีกรดอะมิโนตวัแรกของ C-terminus ของ extein พบวา่มี
กรดอะมิโนอนุรักษเ์ป็น cysteine หรือ serine หรือ Threonine จึงเลือกกรดอะมิโน cysteine ในตาํแหน่ง
ท่ี 70 ของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน GFP เป็นกรดอะมิโนตวัแรกท่ีใชใ้นการแทรก DnaX intein ซ่ึง
ภายหลงัการแทรกมีผลทาํใหโ้ปรตีน GFP ในบริเวณ N-terminus (กรดอะมิโนท่ี1-69) แยกออกจาก C-
terminus ของโปรตีน GFP (กรดอะมิโนท่ี 70-238) 

 4.1.2 ทาํการออกแบบ primer 3 คู่ (ตารางท่ี 1) เพื่อใชใ้นการสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลง
ดงัน้ี 

 primer คู่ท่ี 1 ประกอบดว้ย sense primer คือ GFP Mu2 with XbaI (F) ท่ีออกแบบจาก
ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น บริเวณ upstream และบริเวณ N-terminus ของยนี gfp ท่ีอยูใ่นพลาสมิด pMG241 
โดยท่ีปลายดา้น 5’ ของ sense primer มีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์จาํเพาะต่อการตดัของเอน็ไซม ์ XbaI 
(บริเวณท่ีขีดเสน้ใต)้ และมีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มีคุณสมบติัเป็น ribosome binding site (บริเวณท่ีเป็น
ตวัหนา) และ antisense primer คือ GFP-N-terminal extein (R) ท่ีออกแบบมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น
บริเวณ 3’ ของ N-terminus ของ GFP รวมกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DnaX intein.ในบริเวณ N-
terminus (บริเวณตวัอกัษร lowercase) 

 primer คู่ท่ี 2 ประกอบดว้ย sense primer  คือ GFP-N-terminal intein (F) ท่ีออกแบบมาจาก
บริเวณปลาย 3’ ของ N-terminus ของ GFP รวมกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DnaX intein.ในบริเวณ N-
terminus (บริเวณตวัอกัษร lowercase) และ antisense primer คือ GFP-C-terminal intein (R) ท่ีออกแบบมา
จากบริเวณปลาย 5’ ของ C-terminus ของ GFP รวมกบัลาํดบันิวคลีโอไทด ์ของ DnaX intein.ในบริเวณ 
C-terminus (บริเวณตวัอกัษร lowercase) 

 primer คู่ท่ี 3 ประกอบดว้ย sense primer  คือ GFP-C terminal extein (F) ท่ีออกแบบมาจาก
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ ของ DnaX intein.ในบริเวณ C-terminus (บริเวณตวัอกัษร lowercase) รวมกบั
บริเวณปลาย 5’ ของ C-terminus ของ GFP และ antisense primer คือ GFP Mu2 with PstI (R) ออกแบบจาก
ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ C-terminus และ บริเวณ downstream ของยนี gfp ท่ีอยูใ่น plasmid 
pMG241 โดยท่ีปลายดา้น 5’ ของ antisense primer มีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์จาํเพาะต่อการตดัของ
เอน็ไซม ์PstI (บริเวณท่ีขีดเสน้ใต)้ 
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ตารางท่ี 1 primer ท่ีใชใ้น การสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงใหมี้ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง dnaX intein แทรก
อยูใ่นยนี 
คู่ primer Primer ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(5’3’) 

1 GFP Mu2 with XbaI (F)   GCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATACATATGAGTAAAGG 

 GFP N-terminal extein (R) catcacccgtcagacaTTGAAGACCATACGCGAA 

2 GFP-N-terminal intein (F) CGCGTATGGTCTTCAAtgtctgacgggtgatgct 

 GFP-C-terminal intein (R) GGTATCTCGCAAAGCAattgtgaactagcagacc 

3 GFP- C terminal extein (F) tctgctagttcacaatTGCTTTGCGAGATACCCA 

 GFP Mu2 with PstI (R)   AACTGCAGGTCTGGACATTTATTTGTATAGTTC 

 
 4.2 การสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงใหมี้ dnaX intein แทรกอยูภ่ายในยนี หรือ C(I)gfpโดยอาศยั
เทคนิค fusion PCR  
 4.2.1 เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอในส่วน gfp N-terminus และ gfp C-terminus โดยใช ้พลาสมิดดี
เอน็เอ pMG241 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ (template) โดยใช ้ primer คู่ท่ี 1 และ คู่ท่ี 3 ตามลาํดบั และเพิ่ม
ปริมาณช้ินดีเอน็เอของ dnaX intein โดยใชดี้เอน็เอจากจีโนม ของ S. platensis C1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
(template) โดยใช ้primer คู่ท่ี 2 ในการเพิม่ปริมาณช้ินดีเอน็เอแต่ละชนิดท่ี 50 l ประกอบดว้ย ดีออกซิ
ไรโบนิวคลีโอดไ์ตรฟอสเฟต (dNTPs) 10 mM พีซีอาร์บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1 เท่า (PCR buffer 1x) 
เอน็ไซมแ์ทค็ดีเอน็เอโพลีเมอเรส (Platinum Taq polymerase High Fidelity; Invitrogen ) 1.0 ยนิูต แมก็นิ
เซียมซลัเฟต (MgSO4) 2 mM ดีเอน็เอแม่แบบ 100 ng และใช ้ sense และ antisense primer อยา่งละ 40 
pmol โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (PCR) ดงัน้ี  
 95oC 4 นาที       1 รอบ 
 95oC 30 วินาที, 52oC 40 วินาที, 68oC 1 นาที  35 รอบ 
 68oC 10 นาที       1 รอบ 
 
 4.2.2 การสร้างยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงใหมี้ dnaX intein แทรกอยูภ่ายในยนี 
 สร้างดีเอน็ลูกผสม F1 ของ gfp N-terminus และ dnaX intein โดยใชดี้เอน็เอของ N-terminus 
ของ gfp และ dnaX intein ท่ีเพิ่มจาํนวนไดใ้นขั้นตอนขอ้ 4.2.1 เป็นดีเอน็เอแม่แบบในการเช่ือมต่อและ
เพิ่มจาํนวน  ดว้ยเทคนิค fusion PCR โดยใช ้primer ชนิด GFP Mu2 with XbaI (F) และ GFP-C-terminal intein 

(R)  จากนั้นนาํดีเอน็เอลูกผสม F1 ท่ีไดม้าใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบร่วมกบั gfp C-terminus ท่ีเพิ่มจาํนวนได้
ในขั้นตอนขอ้ 4.2.1 เพื่อสร้างดีเอน็เอลูกผสม F2 หรือยนี gfp ท่ีถูกดดัแปลงใหมี้ dnaX intein แทรกอยู่
ภายในยนี (C(I)gfp) โดยใช ้primer ชนิด GFP Mu2 with XbaI (F) และ ชนิด GFP Mu2 with PstI (R)   
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 ในปฏิกิริยาการสร้างและเพิ่มปริมาณดีเอน็เอลูกผสมแต่ละชนิดท่ี 50 l ประกอบดว้ย ดีออกซิ
ไรโบนิวคลีโอดไ์ตรฟอสเฟต (dNTPs) 10 mM พีซีอาร์บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1 เท่า (PCR buffer 1x) 
เอน็ไซมแ์ทค็ดีเอน็เอโพลีเมอเรส (Platinum Taq polymerase High Fidelity; Invitrogen ) 1.0 ยนิูต แมก็นิ
เซียมซลัเฟต (MgSO4) 2 mM ดีเอน็เอแม่แบบชนิดละ 1 l และใช ้sense และ antisense primer อยา่งละ 
40 pmol โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (PCR) ดงัน้ี  
 95oC 4 นาที        1 รอบ 
 95oC 30 วินาที, 52oC 40 วินาที, 68oC 1 นาที 30 วินาที  35 รอบ 
 68oC 10 นาที        1 รอบ 
 
5. การสร้างพลาสมิดทีมี่ยนี gfp ทีถู่กดัดแปลงให้มีลาํดับนิวคลโีอไทด์ของ dnaX intein แทรกอยู่ภายใน
ยนี  
 นาํดีเอน็เอลูกผสมท่ีสร้างและเพ่ิมจาํนวนไดด้งัขั้นตอนในขอ้ 4.2.2 มาตดัดว้ยเอน็ไซม ์ XbaI 
และ PstI จากนั้นนาํดีเอน็ท่ีไดไ้ปแทนท่ีช้ินยนี gfp ในพลาสมิด pMG241 ไดพ้ลาสมิดช่ือ 
pMG241/C(I)gfp หรือพลาสมิด pAG121 จากนั้นนาํพลาสมิดท่ีไดเ้ขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli DH5α 
โดยวิธี chemical transformation ทาํการคดัเลือก transformant ท่ีมีพลาสมิด pMG241/C(I)gfp โดยเล้ียง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin 100 g/ml จากนั้นทาํการตรวจสอบวา่พลาสมิดท่ีไดมี้
ยนี gfp ท่ีถูกตดัแปลงหรือไม่ดว้ยวิธี restriction analysis โดยการตดัดว้ยเอน็ไซม ์ XbaI และPstI และ
ตรวจสอบขนาดของยนีโดยวิธี gel electrophoresis 
 

6. การศึกษาหน้าทีแ่ละความสามารถของ DnaX intein ต่อกระบวนการ protein splicing ใน E. coli 
แบบ in vivo 
 6.1 การศึกษาหนา้ท่ีของ DnaX intein โดยการติดตามโปรตีน GFP ท่ีสร้างไดภ้ายในเซลล ์ E. 
coli ภายใต ้fluorescent microscope 
 เล้ียงแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิด pMG241/C(I)gfp ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin 
100 g/ml อุณหภูมิ 37oC นาํเซลลท่ี์เล้ียง มาตรวจสอบการสร้างโปรตีน GFP ภายในเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง 
epifluorescent microscope (BX60, Olympus Japan)  เทียบกบัเซลลแ์บคทีเรียควบคุมท่ีมี ท่ีมีพลาสมิด
pMG241 ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีมียนี gfp แต่ไม่มี dnaX intein 
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 6.2 การตรวจสอบผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ท่ีแยกไดจ้ากเซลล ์ E. coli โดยวิธี Western blot 
analysis 
 เล้ียงแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิด pMG241/C(I)gfp และเซลลแ์บคเทียเรียควบคุมท่ีมีพลาสมิด 
pMG241ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin 100 g/ml อุณหภูมิ 37oC ใหเ้ติบโตจนถึง
ระยะ logarithmic ท่ี OD560 = 0.4  จากนั้นป่ันเกบ็เซลล ์และละลายตะกอนเซลลใ์น lysis buffer (50mM 
Tris-HCl pH7.5, 50 mM NaCl, 5 mM DTT และ 1mM PMSF) ในอตัราส่วนของเซลลเ์ปียก (wet cell) 
ต่อ lysis buffer =1:1 ทาํสารละลายเซลลใ์หเ้ยน็ในนํ้าแขง็ 10 นาที จากนั้นทาํการแยกสารละลายเซลลท่ี์มี
โปรตีน (cell lysis) โดยใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง (sonicate) 10 วินาทีสลบักบัการแช่สารละลายเซลลใ์น
นํ้าแขง็ 30 วินาที เป็นจาํนวน 10 คร้ัง จากนั้นป่ันตกตะกอนกากเซลลท่ี์ความเร็ว 14,000 rpm และแยก
สารละลายเซลลอ์อกจากกากเซลลเ์พื่อนาํไปใชว้เิคราะห์หาผลิตภณัฑโ์ปรตีนโดยวิธี Western blot 
analysis โดยอาศยั anti GFP เป็นตวัติดตามดว้ยวิธี chromogenic detection  
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ผลการวจัิยและข้อวจิารณ์ 
(Results and Discussion) 

 

1. การศึกษาคุณสมบัติและโครงสร้างของ intein ของโปรตีน DnaX (DnaX intein) ของ S. platensis C1 
 ทาํการศึกษาคุณสมบติัและโครงสร้างของ DnaX intein ของ S. platensis C1 โดยการ
เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน DnaX หรือ เอน็ไซม ์DNA polymerase III หน่วยยอ่ย gamma 
และ tau ของ S. platensis C1 และของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนๆ พบวา่ลาํดบักระอะมิโนของ
โปรตีน DnaX ของ S. platensis C1 มีความเหมือนกบัโปรตีน DnaX ของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
อ่ืนๆ ประมาณ 50 % และพบวา่มีลาํดบักรดอะมิโนท่ีมีการอนุรักษไ์วใ้น บริเวณ N-terminus ดงัแสดงใน
รูปท่ี 5 และพบวา่ท่ีบริเวณ N-terminus ของโปรตีน DnaX ของ S. platensis C1 และ ไซยาโนแบคทีเรีย
อ่ืนบางสายพนัธ์ุ เช่น Cynothece sp. และ Synechocystis sp. ยงัพบลาํดบักรดอะมิโนท่ีเพิ่มเติม (extended 
region) เขา้มาในบริเวณน้ี ในขณะท่ีไม่พบบริเวณดงักล่าวในโปรตีน DnaX ของไซยาโนแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุอ่ืน เช่น Nostoc sp. และ Anabaena sp. ซ่ึงคาดวา่ลาํดบักรดอะมิโนท่ีเพิ่มข้ึนน่าท่ีจะเป็นส่วนของ 
intein ท่ีสามารถพบไดเ้อน็ไซม ์DNA polymerase ของส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ (Elleuche and PÖggeler, 2010)  
 จากการวิเคราะห์หา conserved domain ของลาํดบักรดอะมิโนท่ีคาดวา่น่าจะเป็น intein ใน
โปรตีน DnaX ของ S. platensis C1 ดว้ย NCBI conserved domain search tool 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) พบวา่ในบริเวณดงักล่าวแสดงลกัษณะของ 
Hedgehog/Intein domain ซ่ึง domain ดงักล่าวมกัพบไดใ้นโปรตีน Hedgehog และโปรตีนอ่ืนๆท่ีมี 
intein ท่ีทาํหนา้ท่ีเก่ียวกบั protein splicing และเม่ือนาํลาํดบักรดอะมิโนของบริเวณท่ีคาดวา่จะเป็น 
DnaX intein  ของ S. platensis C1ไปวเิคราะห์หา motif sequences ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดกระบวนการ 
protein splicing โดยการเปรียบเทียบกบั motif sequence ของ intein ท่ีไดมี้การเสนอไวโ้ดย Pietrokovski 
(1994; 1998) และ Perler et al. (1997) พบวา่ในบริเวณดงักล่าวมี motif ท่ีคาดวา่น่าจะเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการเกิด protein splicing ทั้งหมด 6 motif  คือ motif A, N2, B, N4, F และ G ซ่ึง motif ดงักล่าว
ปกติมกัพบอยูใ่น splicing domain ของ intein ทัว่ไป (รูปท่ี 6) อยา่งไรกดี็ไม่พบลาํดบักรดอะมิโนท่ีมี
ความเหมือนหรือคลา้ยคลึงกบั endonuclease domain ท่ีพบใน intein บางชนิด แสดงวา่ DnaX intein 
ของ S. platensis C1 ควรจะเป็น mini-intein ซ่ึงเป็น intein ชนิดท่ีไม่มี endonuclease domain (Paulus, 
2000) นอกจากน้ียงัพบการอนุรักษไ์วข้องกรดอะมิโน 4 ตาํแหน่งท่ีเก่ียวขอ้งกบั protein splicing  
ตาํแหน่งแรก คือ กรดอะมิโน cysteine (C) ท่ีบริเวณ N-terminus ของ intein ตาํแหน่งท่ีสองไดแ้ก่ 
Asparagine (N) ซ่ึงเป็น amino acid ตวัสุดทา้ยของ intein ในบริเวณ C-terminus ตาํแหน่งท่ีสามคือ
กรดอะมิโนตวัแรกของ downstream extein ซ่ึงมกัอนุรักษไ์วเ้ป็น cysteine (C) และตาํแหน่งสุดทา้ยท่ีมี
การอนุรักษไ์วไ้ดแ้ก่ Histidine (H) ท่ีอยูห่นา้ Asparagine (N) ท่ีมีการอนุรักษไ์วใ้นบริเวณ C-terminus
ของ intein นอกจากทั้ง 4 ตาํแหน่งดงักล่าวแลว้ ยงัพบบริเวณ conserved sequence ของกรดอะมิโน T-x-
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x-H อยูใ่นบริเวณ motif B  (รูปท่ี 6) จากขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ โปรตีน DnaX ของ S. platensis 
C1 มีบริเวณท่ีมีคุณสมบติัเป็น mini-intein ท่ีทาํหนา้ท่ีในการเกิดกระบวนการ protein splicing 
 
Spirulina     1   MTYEPLHHKYRPQTFADLVGQEAIAQTLTNAIRSRRIAPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCLQTSNPTETPCGICEV   80 
Cyanothece      1   MAYEPLHHKYRPQKFADLVGQAAIATTLTNAINQEKIAPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCLQSEKPTPYPCGKCEA   80 
Synechocystis     1   MAYEPLHHKYRPQTFADLVGQTAIAATLSNAIEQERIVPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCIAGDRPTATPCGQCAT   80 
Nostoc     1   MSYVPLHHKYRPKNFAELVGQEAIATTLTNAIRTAKIAPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCLNSDKPTAEPCGVCDV   80 
Anabaena     1   MSYVPLHHKYRPKSFAELVGQEAIATTLTNAIRTAKIAPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCLNSDKPTAEPCGVCDV   80 
Microcystis      1   MTYEPLHHKYRPQTFADLVGQSAIATTLSNALISERIAPAYLFTGPRGTGKTSSARILAKSLNCLSSDHPTPIPCGKCSV   80 
 
Spirulina    81   CRGITTGATLDFVEIDAASNTGVDHIRDLIERTQFSPVQCRYKVYVIDECLTGDALILSDRGWLRIDDPTLQECRVLSYN  160 
Cyanothece     81   CRTIAQGVALDVIEIDAASNTGVDNIRELIEKAQFAPVQCRYKVYVIDECLTGDSLILTREGLVRIDDPAIKGKQVLSYN  160 
Synechocystis    81   CRAITNGSALDVIEIDAASNTGVDNIREIIERAQFAPVQCRYKVYVIDECLTGDSQVLTRNGLMSIDNPQIKGREVLSYN  160 
Nostoc    81   CQGITKGYSLDVIEIDAASNTGVDNIRELIEKAQFAPVQCRYKVYVIDE-------------------------------  130 
Anabaena    81   CQGITKGYSLDVIEIDAASNTGVDNIRELIEKAQFAPVQCRYKVYVIDE-------------------------------  130 
Microcystis     81   CQAIANGSALDVIEIDAASNTGVDNIREIIERSQFAPVQCRYKVYVIDE-------------------------------  130 
 
Spirulina   161   ESTQQWEWQQVLRWLDQGVRETWKIKTFQTEIKCTGNHLIRTDKGWIKAANITPKMKILSPEIDAAVKTALQDVESIEKL  240 
Cyanothece    161   DLSDRWEYKKVVRWLDRGEKPTLIIKTTRYEIRCTSNHLIRTAQGWIPAGQLQLGMKILSPSPLLSSTALKKNWPTWNNT  240 
Synechocystis   161   ETLQQWEYKKVLRWLDRGEKQTLSIKTKNSTVRCTANHLIRTEQGWTRAENITPGMKILSPASVDVDNLSQSTALTASLG  240 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis          --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina         --------------------------------------------------------------------------------   
Cyanothece    241   DPSVLAGVENDWTCRSVLSRKPAWSTSENIGRSIPTNPGTFNAIAPVEKQGWLNLNRSGLSVPVGVENGSSFQNPISRTV  320 
Synechocystis   241   GLSGAINYEAINTDKKNTTLSLSLKKQKPQDPFVNADVAKNLIFQHFCSAKEEKLKVSNPI-------------------  301 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis          --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina         --------------------------------------------------------------------------------   
Cyanothece    321   PVRPLFRNTGAPTPIGKITRSKVLSSVTPINWLFWNLLGQSAPAVAESAWTFPLLLKPPILQQFRPTGKNIQPKQITTGL  400 
Synechocystis   256   --------------------------------------------------------------------------------  270 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis          --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina         --------------------------------------------------------------------------------   
Cyanothece    401   LARLNDGASLNRLDQTVPVAAENDWTFPHICWLSHPQLPLQKLLSTGNLTPTKKGTESGTTEQKNISLTSDNYHQKLWDL  480 
Synechocystis   302   ----------------------------------------------GEDIPTKKATDFGISEQKKLHQGQNRWEQKFSVL  335 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis          --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina         --------------------------------------------------------------------------------   
Cyanothece    481   STAPYWGIAPLLFPINTAAFPDWHGATAKNNENGQSIKPSVYNHYDPISGQHPIKAIAQAVCPFSVVPPVIPNCEKSLRL  560 
Synechocystis   336   STEPCLGMEVLTIPTHIADSPACDGPTAPSSQNGWNIKRQDWDVCHPKYDSQPIKAMGKV--PSAVKPVVPQTLLMFSAQ  413 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis          --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina        --------------------------------------------------------------------------------   
Cyanothece    561   SGLESIKRPFHEIGWSGLHLKGWPGGTWMMDHLVSVHQDLRLSNFILKDFLLKKTSLLPTGLLNWAIQPEVSGLKPA-EA  639 
Synechocystis   414   SNLEVKENKFLRNGSRISLKKEWLGGTWTTVPSLFPNLGVHQFSYTQRAFSRKKINLLLNGLPIEDIPPVQNPIAEALTA  493 
Nostoc         --------------------------------------------------------------------------------   
Anabaena         --------------------------------------------------------------------------------   
Microcystis         --------------------------------------------------------------------------------   
 
Spirulina   241   ---------------------------------------- GVNHVYDIEVEHNHNFVANGLLVHNCHMLSTAAFNALLK  279 
Cyanothece    640   RFTTMSNWEQKQVENGWQLSNNIQSLQWLTILESIESIYTGKTERVYDLEVEDNHNFVANGLLAHNCHMLSGSAFNALLK  719 
Synechocystis   494   KPITTQKWEQWPPASGYRTWKSIPSPQWHTNFEEVESVTKGQVEKVYDLEVEDNHNFVANGLLVHNCHMLSTAAFNALLK  573 
Nostoc   131   ------------------------------------------------------------------CHMLSSAAFNALLK  143 
Anabaena   131   ------------------------------------------------------------------CHMLSSAAFNALLK  143 
Microcystis    131   ------------------------------------------------------------------CHMLSTAAFNALLK  143 
 
Spirulina   280   TLEEPPDRVVFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDFRRIPLQAMATHLETIAAKENIAITPEAVMMVAQIAQGGLRDAESLL  359 
Cyanothece    720   TLEEPPKRVVFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDYRRIPLTDMVQHLSTIAEKEGIDIATDALTLVAQIAQGGLRDAESLL  799 
Synechocystis   574   TLEEPPERVVFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDYRRIPLQAMVDHLRYIAGRENINIDQPALTLVAQIANGGLRDAESLL  653 
Nostoc   144   TLEEPPRHVVFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDFRRIQLEAMVKHLSAIASKENINISLEAVTLVAQLSQGGLRDAESLL  223 
Anabaena   144   TLEEPPKHVVFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDFRRIQLEAMVKHLSAIASKENINISLEAVTLVAQLSQGGLRDAESLL  223 
Microcystis    144   TLEEPPDRVIFVLATTDPQRVLPTIISRCQRFDYRRIALDAMVAHLQKIAQIEAIDINLEALTLVAQIANGGLRDAESLL  223 
 
Spirulina   360   DQLSLLSGEITVERVWDLVGAVPERDLMTLLEAIAEGKATAILDQTRELLNRGRDPLIVLQNLGEFYRDLLIAKTAPNRQ  439 
Cyanothece    800   DQLSLLDGQITIERVWDLAGAVPEQDLLKLLQAIATDSAEATLDQARYLMERGREPLVVLQNLASFYRDLLIAKTAPQRH  879 
Synechocystis   654   DQLSLLPDLITPDKVWDLVGAVPEQDLLALLEAIASDDAETLLATCRQILNRGREPLVVLQNLASFYLNLLIAQTAPQRS  733 
Nostoc   224   DQLALLPNEVTPEQVWDLVGSVSEQDLLVLLAAIAQDNPELVLDSTRQILDRGREPLTILQNLAAFYRDLLIAKTAPNRH  303 
Anabaena   224   DQLALLPNEVTPEQVWDLVGSVSEQDLLVLLAAIAQDNPELVLDSTRQILDRGREPLTILQNLAAFYRDLLIAKTAPNRH  303 
Microcystis    224   DQLSLLAGTITAERVWDLVGAVPERDLLTLLKVIHGNIPDQVIEQCRHLMNRGKEPLIVLQNLAGFYLNLLLAKTAPNRP  303 
 
Spirulina   440   DLVKLTQPTWESLCAFSQRWEHEIILAGQKHLRDSEVQIKNTTQPRLWLEVTLLGLLPEALRPQTVSTGVVNVQPQPISN  519 
Cyanothece    880   DLVAITLSTWEELCTFAQNWETTAILAGQQHLRTCEAQVKNTTQPRLWLEVALLGLLPTYL---TAVRANVDQGTSAIGP  956 
Synechocystis   734   DLVAVTAETWQALCDTAPQWQRGVILQGQQKLKESEIQIRNTTQPRLWLEVTLLGLLPSAC----------GLDTGAVSQ  803 
Nostoc   304   NLVACTQQTWKALVESAQSLPISTILLGQKHLQEAELQIKHTTQPRLWLEVTLLGLLPSA-----------NIQPAAIAL  372 
Anabaena   304   NLVACTQQTWNALVESAQSLPISTILLGQKHLQEAELQIKHTTQPRLWLEVTLLGLLPSA-----------SIQPAAIAL  372 
Microcystis    304   EMVAVTAPTWQELCTEARTWSLEEILRGQQLLKDSETQLKNTTQPRLWLEVTLLGLLPQAQVIPLVATAAPS-RPQTSAE  382 
 
Spirulina   520   QPTSKMRSQPVYKPPAPA-QPVSQAVSVPDAPPPPPPPPQPTTANQEEAVNY-------SLEE-----------------  574 
Cyanothece    957   PPTRQTVA----RSPQPTVQPVPTPPPPQPEPLTPTPPVPPPSPRPVSPPPAAEPSPAPPVQTEKTELQP----SVPVSP 1028 
Synechocystis   804   TAVRTPVAQPI-TPPKPSNVVTFPGGSHNHLTVVDSPTMIPVS--------------EPIVLEEKLEADVEPSSFEPSNA  868 
Nostoc   373   TPSNQ--------RPAPQ-QVSPKASPQNPSPQPPPPPPPPQATTHQETLDTPPSIPSPTLEEVKATSSPASQSPIPSPS  443 
Anabaena   373   TPSNH--------RPAPQ-QVSPKAPPQNPSPQPPPPPPP-EASTRQETPDTPPSIPSPIVEEVKATSSPAPQSSIPSPS  442 
Microcystis    383   RPTEMITA------PVPVNEPIKPAVITSTTSVAVPKTEVKTVTSDD------------NHEQ-----------------  427 
 
Spirulina   575   ------LWEQILSAIEQLGTQALMRQHGCLRSHHGNVVCIGLKSHPLLKIAQAKISSLEVACQKVFNTKIQVNLEVG---  645 
Cyanothece    1029  HGDLDSLWQKVINQVQPTSTREMLRQLSRLLGFNDREARIGINSQSWYKNAQDKIPNVEAAFERVFQRKIRVKLEVASFT 1108 
Synechocystis   869   HWDLTQLWSETLNNLGALS-QSLFKSFGSLINLVGNNATVSVTTQQLLKIAAGKKDELEAALGQACGQSVKVNLVVGKPS  947 
Nostoc   444   EDDFAQIWQQVLSNIQQIPRRALLGQMCYLIDFAGAVARIGVKAAWYDKV-KSDLPMITAAFQQTFNREIQVTLERGNPS  522 
Anabaena   443   EDDFAQIWQQVLSNIQQIPRRALLGQMCYLIDFAGTVARIGVKAAWYDKV-KSDLPMITSAFQQTFNREVQVTLERGNPS  521 
Microcystis    428   ------IWQQVLEVMEPPTTRTLLRQHGSLFSRSESSAYVSISSEQLLKMARLRLTNIESAFEAVFQRRIKVHLQVGSAT  501 
 
Spirulina   646   --------------------------MGAVSPGVHPEKTPISQRVQSPPPPPPEPP-------PPTREPETERPPELTTP  692 
Cyanothece    1109  ----------------------------------PVAPKPEPSPSPSPDPQPVSVAA-----------PAIEHSQPQPTP 1143 
Synechocystis   948   TPETT----PVNSAPPPS---HSKPPAFAPEPSPPPTAAVNANPAPTVPPSPPAIARG------PATSEIKPSPRRESNN 1014 
Nostoc   523   NTSTVRKVAPANGNGNGNSNGNGNGHNGTATVQQPPSPTYSNQKPTTPPPQPTAPA-----------------PNPKTTP  585 
Anabaena   522   NATTVRKVAPANGNGNSN----GNGHNGTSSVQQPPSPTYSNQKPTTPLPQPTATA-----------------PTPKTTP  580 
Microcystis    502   AAM------------------------AAEVSQSSAAKMPLPSETAATPPITPENKVMTVVDIPPVKEAIIEKKEAKITA  557 
 
Spirulina   693   -------------KIEDISVKVADNDNNSPV-----DDVATAAEKLAEFFDGEIIPW---YPENTQ----------VTTV  741 
Cyanothece    1144  SRTVAPPVMRTE---------VPPSSAFIPT---EGDELLRAARSFAHFFNGVLV------DPEEG----------SVEV 1195 
Synechocystis   1015  FSNPSRPKPKPA----------PAMEEPPPT-DIGDSATRKAIEQFAKNFDGEIVASD-AAPKQESDNGDDLSTEPTAEL 1082 
Nostoc   586   V-SPSTGGAKTP----------PPTENKAPLLEWETDEVAIAAQRLAKFFDGQIIRFT---DDGEG----------LSEM  641 
Anabaena   581   I-APSTGGAKTP----------PPKENQAPLLEWETDEVAIAAQRLAKFFDGQIIRFT---DDGEA----------LSEM  636 
Microcystis    558   SGTPKTSSTELPQKILNFDSSLGTLDQDVDV-----SEILAAAQKLAKSFDGELVNMGYSLPENSA----------AETK  622 
 
Spirulina   742   SSSSV-------ALEDTIEFYSPEDDDSE---DDVPF  768 
Cyanothece    1196  EIELTNGRDKALGTETDLETSDETSDETEAREEDLPF 1232 
Synechocystis   1083  GQQPMDHNGHLQINQPTVLNRPAIAPEEE---EDLPF 1116 
Nostoc   642   ATSEWAE-------ESDLD------DE----------  655 
Anabaena   637   GTSEWTD-------ESDLD------DE----------  650 
Microcystis    623   VNKSLENMTIVRGRPDVNEILDSLEED-----EDLPF  654 
 

รูปที ่5 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน DnaX ของ S. platensis C1 และไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุอ่ื์นๆ กรดอะมิโนท่ีอยูใ่น
กรอบทึบแสดงถึงกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกนั ลาํดบักรดอะมิโนท่ีแสดงโดยอกัษรหนาหมายถึงลาํดบักรดอะมิโนท่ีเพิ่มเติม (extend 
region) ของโปรตีน DnaX  (putative DnaX intein) Spirulina, S. platensis C1; Cyanothece, Cyanothece sp. PCC 7425; Synechocystis, 
Synechocystis sp. PCC 6803; Anabaena, Anabaena variabilis ATCC 29413; Microcystis, Microcystis aeruginosa PCC 7806. 
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สรุป 
 จากการศึกษาคุณสมบติัและโครงสร้างของ DnaX intein ของ S. platensis C1 สามารถสรุปได้
ว่า DnaX intein ของ S. platensis C1 มีคุณสมบติัเป็น mini intein ท่ีมี Hedgehog/Intein domain ท่ีทาํ
หนา้ท่ีเก่ียวกบั protein splicing และมี motif sequences ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด protein splicing ทั้งหมด 6 
motif คือ motif A, N2, B, N4, F และ G และจากการศึกษาความสามารถของ DnaX intein ดงักล่าวต่อ
การเกิดกระบวนการ protein splicing ในแบคทีเรีย E. coli โดยใชโ้ปรตีน GFP เป็นตวัแทนในการ
ติดตามพบว่า DnaX intein ท่ีแทรกอยูภ่ายในโปรตีน GFP สามารถเกิด protein splicing ทาํให้ได้
ผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ท่ีมีขนาดเท่ากบัผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ดั้งเดิมท่ีสามารถจบัไดก้บั anti GFP และ
ผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ท่ีไดภ้ายในเซลลแ์บคทีเรียดงักล่าวยงัคงมีคุณสมบติัในการเรืองแสงสีเขียว
เช่นเดียวกบัผลิตภณัฑโ์ปรตีน GFP ดั้งเดิมท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการ protein splicing ซ่ึงจากการศึกษา
ดงักล่าวทาํใหส้ามารถสรุปไดว้่า DnaX intein ของ S. platensis C1 มีคุณสมบติัเป็น mini intein ท่ีมี
ความสามารถในการทาํใหเ้กิดกระบวนการ protein splicing 
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