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 β-Glucosidases from different organisms exhibit diverse substrate specificities, especially for the 
aglycone moiety. Dalcochinase (a β-glucosidase from Thai rosewood) shows specificity for its natural 

substrate (dalcochinin glucoside), while linamarase (a β-glucosidase from cassava) has specificity for its 
natural substrate (linamarin). Apart from hydrolysis reaction, both enzymes can also catalyze reverse 
hydrolysis and transglucosylation reactions. Dalcochinase are capable of catalyzing reverse hydrolysis and 
transglucosylation by using primary and secondary alcohol as acceptor, but not tertiary alcohol. In contrast, 
linamarase is good at catalyzing transglucosylation by using primary, secondary and tertiary alcohol as 
acceptor, but poor in catalyzing reverse hydrolysis. In this project, we were interested in studying structure 
and function relationship of β-glucosidase, in order to identify the amino acid residues in the aglycone 
binding pocket that are important for substrate specificity and transglucosylation reaction. Four dalcochinase 
mutants, namely I185A, V255F, G367S and E455I, were generated by replacing amino acid residues that are 
likely located in the aglycone binding site of dalcochinase with the corresponding residues of linamarase. 
Mutant enzymes were cloned and expressed in yeast Pichia pastoris, and purified from culture media. Kinetic 
studies of all mutant enzymes showed that I185A, V255F, G367S and E455I did not improve the hydrolytic 
activity towards linamarin, but decreased Km for hydrolysis of dalcochinin glucoside. I185A and E455I 
increased Km for hydrolysis of para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc). In addition, all 4 mutations 
decreased the hydrolytic efficiency towards dalcochinin glucoside and pNP-Glc. In transglucosylation studies, 
I185A and V255F increase the enzymes’ ability to transfer glucose to primary and secondary alcohol 
acceptors. However, all 4 dalcochinase mutants could not catalyze tranglucosylation by using tertiary alcohol 
as acceptor. Thus, it is expected that mutation at more than one position may generate new dalcochinase 
mutants which may function similarly to linamarase. 
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แอลกอฮอลทุติยภูมิ และตตยิภูมกิับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ                  
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด 74 



 

(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     ก1 ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม SDS-PAGE 90 
     ก2 ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม non-denaturing PAGE 91 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา
  

1 โครงสราง(α/β)8 barrel structure ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 6 
2 กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 8 
3 การปลดปลอย HCN ออกจาก cyanogenic glucoside 9 
4 โครงสรางของดัลโคชินินกลูโคไซด 11 
5 ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส   12 
6 โครงสรางของลินามาริน และโลตัสตราลิน 14 
7 ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส   16 
8 การเกิดปฏิกิริยาการสลาย  ปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 17 
9 โครงสรางของ DIMBOA-Glc และ dhurrin 19 
10 พลาสมิด pPICZ และ pPICZαA,B,C  24 
11 โครงสรางของแลคตูโลส 27 
12 โครงสรางทางเคมีของโอลิโกแซคคาไรดบางชนิด  28 
13 อัลคิลกลูโคไซดที่ใชเปนสารลดแรงตึงผิว 29 
14 พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG  30 
15 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส 43 
16 โครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส 43 
17 โครงสรางกรดอะมิโน 44 
18 ผลการทําการกลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะ 45 
19 ผลการตัดพลาสมิดที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิ เนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะEcoRI 
 

46 
20 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ I185A 
 

48 
21 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ V255F 
 

49 
 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา
  

22 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ G367S 50 

23 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ E455I 51 

24 การตรวจสอบคุณลักษณะเบือ้งตนของดัลโคชิเนสกลายพนัธุที่แยกได   59 
25 การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดแีนชเชอริงพอลีอะคริลาไมด   61 
26 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M methanol และ 0.9 M ethanol เปน glucosyl 

acceptor 68 
27 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-propanol และ 0.9 M iso-propanol เปน

glucosyl acceptor 69 
28 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-butanol และ 0.9 M iso-butanol เปน glucosyl 

acceptor 70 
29 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M sec-butanol และ 0.9 M tert-butanol เปน 

glucosyl acceptor 71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพผนวกที ่ หนา
  

ข1 กราฟมาตรฐาน BSA 94 
ข2 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  95 
ข3 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส

เพื่อใชศึกษาคณุสมบัติของเอนไซม 96 
ข4 กราฟมาตรฐานกลูโคส 97 
ช1 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติในการสลาย 

pNP-Glc 132 
ช2 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสในการ 

สลาย pNP-Glc 132 
ช3 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 133 
ช4 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลาย pNP-Glc 133 
ช5 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลาย pNP-Glc 134 
ช6 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลาย pNP-Glc 134 
ช7 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใน

การสลาย pNP-Glc 135 
ช8 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 135 
ช9 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 136 
ช10 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 136 
 



 

(7) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพผนวกที ่ หนา
  

ช11 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใน
การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 137 

ช12 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลายลินามาริน 137 
ช13 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายลินามาริน 138 
ช14 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลายลินามาริน 138 
ช15 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลายลินามาริน 139 
ช16 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายลินามาริน 139 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
BSA = Bovine serum albumin 
bp = base pair 
Km = Michaelis-Menten constant 
kcat = catalytic constant 
kDa = Kilodalton 
4-MU-Glc = 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose 
non-denaturing PAGE = Non-denaturing polyacylamide gel electrophoresis 
N.D. = Not detectable 
pNP = para-Nitrophenol 
pNP-Glc = para-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 
pNP-Fuc = para-Nitrophenyl-β-D-fucopyranoside 
SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate-polycrylamide gel electrophoresis 
TLC = Thin-Layer Chromatography 
Vmax = maximum velocity 
 
 



การผลิตและการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสกลายพันธุจากพะยูง 
 

Production and Characterization of Mutant Forms of Thai Rosewood β-
glucosidase 

 

คํานํา 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมทีพ่บไดทัว่ไปในสิ่งมีชีวิตแทบทุก
ชนิด  ทําหนาที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการสลาย (hydrolysis) สับสเตรทที่เปนสารประกอบเบตา-
กลูโคไซด ตรงบริเวณพันธะเบตา-กลูโคซิดิก (β-O-glucosidic bond) ที่เชื่อมระหวางหมูไกลโคน
กับหมูอะไกลโคน  เอนไซมสวนใหญมีขนาดประมาณ 55-65 กิโลดาลตัน  มีคาพีเอชที่เหมาะสมที่ 
5-6  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสอาจทําหนาที่ตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด  ในมนุษยเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสทําหนาที่สลายกลูโคซิลเซอราไมด (glucosylceramide)  และการขาดเอนไซมเบตา-     
กลูโคซิเดสจะเปนสาเหตุของโรค Gaucher’s disease  ในเชื้อราและแบคทีเรีย เอนไซมเบตา-         
กลูโคซิเดสมีบทบาทในการยอยเซลลูโลสใหไดกลูโคส ซ่ึงถือเปนการสรางพลังงานทดแทนจาก
ของเสีย  ในพชืเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสมีบทบาทในการควบคุมการเจริญเติบโต  การตอบสนอง
ตอสภาวะเครียด  การยอยเซลลูโลส  การสรางลิกนิน  และระบบปองกนัตัวเอง (Esen, 1993) 
  

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในสิ่งมีชีวิตบางชนิด นอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย
ไดแลว  ยังสามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
(transglucosylation) ไดอีกดวย  เชน เอนไซมดัลโคชิเนส (dalcochinase) จากเมล็ดพะยูง 
(Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ Thai rosewood)  มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอน
การสลาย  คือสามารถเปลี่ยนกลูโคสอิสระใหกลับมาเปนไดแซคคาไรด หรือไตรแซคคาไรดไดดี 
(Svasti et al., 2003)  นอกจากนี้เอนไซมดลัโคชิเนสยังมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคสมาสูตัวรับซึ่งเปนแอลกอฮอลใหเปน alkyl glucoside โดยทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
(primary alcohol) ไดดี และกับแอลกอฮอลทุติยภูมิไดบาง (Svasti et al., 2003) เอนไซมชนิดที่สอง
คือ เอนไซมลินามาเรส (linamarase) จากมนัสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ cassava) 
สามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลายไดนอย แตมีประสิทธิภาพสูงในการเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส โดยทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลปฐมภูมิ  ทุติยภูมิ และตติยภูมิไดดี ซ่ึงไมพบคณุสมบัตินี้ใน
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตชนดิอื่นๆ (Svasti et al., 2003) 



   

2 

การศึกษากลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ  ทํา
ไดโดยการศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน  คาจลนพลศาสตร  ตัวยับยั้ง  การ
ดัดแปลงทางเคมี  affinity labeling และการกลายพันธุ  โดยพบวากรดอะมิโนที่เปนกรด เชน     
กลูตาเมท และแอสปาเตท ที่เปนตําแหนงอนุรักษ  ทําหนาที่เปน acid/base catalyst และเปน 
nucleophile ระหวางการเรงปฏิกิริยา ซ่ึงพบวามีความคลายคลึงกันในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทุก
ตัว นอกจากนีย้ังรวมถึงเบตา-กลูแคนเนส  ไซลาเนส และไลโซไซมอีกดวย เอนไซมเบตา-           
กลูโคซิเดสจะใชแอสปาเตท และกลูตาเมท ที่อยูบริเวณเรง ในการสรางพันธะโควาเลนทระหวาง
เอนไซมและสับสเตรท  เกิดเปนเอนไซม-สับสเตรทอินเตอรมีเดียท (enzyme-substrate 
intermediate)  ทําใหเกิดการเรงปฏิกิริยาการสลาย  สําหรับสวนอื่นๆ ของเอนไซมจะมีกรดอะมิโนที่
แตกตางกัน  เพื่อใชในการจบักับหมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  ทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
ส่ิงมีชีวิตที่ตางชนิดกันจะมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่แตกตางกัน  โดยสวนมากจะแตกตางกันใน
สวนของหมูอะไกลโคน  ยกตัวอยางเชน เอนไซมดัลโคชิเนสจากเมลด็พะยูง มีความจําเพาะตอ
สับสเตรทธรรมชาติดัลโคชินินกลูโคไซด (dalcochinin glucoside)  ที่เปน isoflavonoid β–glucoside  
และเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังมีความจําเพาะตอสับสเตรทธรรมชาติลินามาริน
(linamarin) ที่เปน cyanogenic glucoside (Svasti et al., 2003)  

 
เนื่องจากเอนไซมดัลโคชิเนส และเอนไซมลินามาเรสมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกนัถึง 

70%  แตมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา และความจําเพาะตอสับสเตรทที่ตางกัน  งานวิจยันีจ้ึง
สนใจที่จะศึกษาถึงความสัมพันธระหวางโครงสราง และการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  
เพื่อหาตําแหนงของกรดอะมโินในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน ที่นาจะมีความสําคัญตอ
ความจําเพาะตอสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน
พืชไทย 2 ชนดิเปนตนแบบในการศึกษา คือเอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูง  และเอนไซมลินามาเรส
จากมันสําปะหลัง  ซ่ึงจะศึกษาโดยทําการกลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะของเอนไซมดลัโคชิเนส  โดย
เปล่ียนกรดอะมิโนบางตําแหนงในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส ให
เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  โดยมีสมมุติฐานวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงที่สําคัญ 
นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ได มีคุณสมบัติคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ สามารถ
สลายลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติขเองเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย  จึงคาดวางานวิจยันี้จะทําใหเกิดความเขาใจถึงความสัมพันธระหวาง
โครงสรางและการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  และสามารถนําความรูที่ไดนี้ไปประยุกต  
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ใชในการผลิตเอนไซมชนิดใหมใหมีคณุสมบัติตามที่เราตองการเพื่อนาํไปใชประโยชนในดาน
การแพทย  การเกษตร และอุตสาหกรรมตอไปในอนาคต 

 



วัตถุประสงค 
 

1. ทํานายตําแหนงของกรดอะมโินในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน ที่อาจมีความสําคญั
ตอความจําเพาะตอสับสเตรท และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนส  โดยการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส  ควบคูกับโครงสราง
สามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส 

2. สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  โดยการแทนที่กรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเน
สดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส 

3. ศึกษาคุณสมบตัิทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat) ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
กับเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ และเอนไซมลินามาเรสในการสลายสับสเตรทตางๆ  

4. ศึกษาคุณสมบตัิในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสกับ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ และเอนไซมลินามาเรสกับแอลกอฮอลชนิดตางๆ 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส    
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลาย
สารประกอบเบตา-กลูโคไซด  ตรงบริเวณพันธะเบตา-กลูโคซิดิก ที่เชื่อมระหวางหมูไกลโคนกับ
หมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จัดอยูในไกลโคไซดไฮโดรเลส แฟมิลี 1 
(Hanrissat and Bairoch, 1996)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส สวนใหญมขีนาด 55-65 กิโลดาลตัน  มี
ชวง pH ที่เหมาะสมกับการทาํงานอยูที่ pH 5-6  และสับสเตรทคือสารประกอบเบตา-กลูโคไซด เชน            
ไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด  ไซยาโนจีนิกกลูโคไซด  และสเตียรอยดกลูโคไซด  เอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสพบไดทัว่ไปในพืช  สัตว  และจุลินทรีย  โดยเอนไซมอาจทําหนาทีแ่ตกตางกันใน
ส่ิงมีชีวิตที่ตางกัน  ในมนุษยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทําหนาที่สลายกลูโคซิลเซอราไมด 
(glucosylceramide)  และการขาดเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเปนสาเหตุของโรค Gaucher’s 
disease  ในเชือ้รา และแบคทีเรีย เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเปนสวนหนึ่งของ cellulose complex ซ่ึง
มีบทบาทในการยอยเซลลูโลสใหไดเปนเซลโลไบโอส  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะยอย     
เซลโลไบโอสใหไดผลผลิตสุดทายเปนกลูโคส  ซ่ึงถือเปนการสรางพลังงานทดแทนจากของเสีย 
(Esen, 1993) ในพืชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสมีบทบาทในการควบคุมการเจริญเตบิโต  การตอบ 
สนองตอสภาวะเครยีด  การยอยเซลลูโลส  การสรางลิกนิน  และระบบปองกันตัวเอง  เอนไซม
เบตา-กลูโคซเิดสจะควบคุมการเจริญเติบโตของพืช โดยการปลดปลอยไซโตไคนินซึ่งเปน growth 
factor ออกจากสารประกอบกลูโคไซด  และเอนไซมจะเกีย่วของกับระบบปองกันตัวเองโดยการ
ผลิตสารประกอบ เชน ไฮโดรเจนไซยาไนด  ซาโปนิน  คูมาริน  และแนพโทควิโนน  จากปฏิกิริยา
การสลายสับสเตรท (Conn, 1993) 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตที่ตางชนิดกนัจะมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่
แตกตางกัน  โดยเฉพาะเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช  สวนมากจะแตกตางกันในสวนของ
หมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  ยกตวัอยางเชน  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือดัลโคชิเนส 
(dalcochinase) มีสับสเตรทธรรมชาติเปนไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด (Svasti et al., 1999) 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือลินามาเรส (linamarase)  มีสับสเตรทธรรมชาติ
เปนไซยาโนจนีิก กลูโคไซด (Eksittikul and Chulavatnatol, 1988)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
ขาวโพดมีสับสเตรทธรรมชาติเปน 2-O-β-D-glucopyranosyl-4-hydroxy-7-methoxy-1,4-
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benzoxazin (DIMBOAGlc)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวฟาง มสัีบสเตรทธรรมชาติเปน p-
hydroxy-(S)-mandelonitrile-β-D-glucose (dhurrin) (Cicek et al., 2000) 

 
นักวจิัยไดทําการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตหลาย

ชนิด  และในปจจุบันสามารถหาโครงสรางสามมิติของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตได
แลว 10 ชนิด  ซ่ึงทุกตัวมีโครงสรางเปนแบบ (β/α)8 barrel structure (ภาพที่ 1)  (Davies and 
Henrissat, 1995)  โดยโครงสรางแรกที่หาไดคือ  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 
(Barret et al., 1995)   

 

 
 

ภาพที่ 1  โครงสราง (α/β)8 barrel sttructure ของเอนไซมเบตากลูโคซิเดสจาก white clover  สีชมพู
แสดงโครงสราง α-helix  สีเหลืองแสดงโครงสราง β-sheet 

ที่มา: Protein data bank (2007) 
 

กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสามารถเกิดขึ้นได 2 รูปแบบคือ  
inversion และ retention (ภาพที่ 2)  โดยทกุเอนไซมที่อยูในแฟมิลีเดียวกันจะเกดิการเรงปฏิกิริยาใน
รูปแบบเดียวกนั  การเรงปฏิกิริยาแบบ inversion จะมีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน acid และ base 
catalysts ซ่ึงวางอยูในตําแหนงที่หางกันประมาณ 10.5 Å ซ่ึงยอมใหโมเลกุลของสับสเตรท และน้ํา
มาจับระหวางหมูคารบอกซิลไดพรอมกัน  โดยหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน acid catalyst จะให
โปรตอนกับ glycosidic oxygen พรอมกับหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน base catalyst จะรับ
โปรตอนจากโมเลกุลของน้ํา ซ่ึงเขามาเกิด nucleophilic attack กับ anomeric carbon เกดิการสลาย
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พันธะไกลโคซิดิก ไดผลิตภณัฑซ่ึงคือ น้ําตาล ที่มี anomeric configuration เปล่ียนแปลงไป  
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ single-displacement  และ transition state จะมีลักษณะเปน            
ออกโซคารบอเนียมไอออน (oxocarbenium ion) (ภาพที่ 2a) สวนการเรงปฏิกิริยาแบบ retention จะ
มีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน acid/base catalysts และ nucleophile ซ่ึงวางอยูในตําแหนงที่หางกัน
ประมาณ 5.5 Å ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ double-displacement  ซ่ึงจะเกิดโควาเลนท            
ไกลโคซิล-เอนไซมอินเตอรมีเดียท (covalent glycosyl-enzyme intermediate) (ภาพที ่2b)  ใน
ขั้นตอนแรกหมูคารบอกซิลตัวหนึ่งจะทําหนาที่เปน acid catalyst ซ่ึงจะใหโปรตอนแก glycosidic 
oxygen พรอมกับสลายพันธะไกลโคซิดิก และหมูคารบอกซิลอีกตัวหนึ่งจะทําหนาที่เปน 
nucleophile ซ่ึงจะเกิด nucleophilic attack กับ anomeric carbon สรางเปนโควาเลนทไกลโคซิล
เอนไซมอินเตอรมีเดียท  ในขั้นตอนที่สองหมูคารบอกซิลที่สูญเสียโปรตอนจะทําหนาที่เปน base 
catalyst โดยจะดึงโปรตอนจากโมเลกุลของน้ําที่เขามาโจมตี anomeric center ทําใหไดน้ําตาลหลุด
ออกมา ผลิตภัณฑที่ไดจะมี anomeric configuration เหมือนเดิม  โดยท้ัง 2 ขั้นตอนจะเกิดขึ้นผาน 
transition states ที่มีลักษณะเปนออกโซคารบอเนียมไอออน (David et al., 2000)  

 
จากการศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium faecalis 

แสดงใหเห็นวากลูตาเมทที่ตาํแหนง 358 (ตรงกับกลูตาเมทที่ตําแหนง 397 ในเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดสจาก white clover)  มีหนาที่ในการเรงปฏิกิริยา  ซ่ึงเอนไซมกลายพันธุทุกตัวที่กลูตาเมท
ตําแหนง 358 ถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนชนิดอื่น จะมีกจิกรรมของเอนไซมลดลง (Trimbur et al., 
1992)  และจากการจับกนัของเอนไซมกับตัวยับยั้งคือ 2-deoxy-2-fluoroglucoside  ทําใหเกิด        
โควาเลนทไกลโคซิลเอนไซมอินเตอรมีเดยีท  ชี้ใหเห็นวากลูตาเมทที่ตาํแหนง 397 ในเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover ทําหนาที่เปน nucleophile และอยูในลําดับกรดอะมิโน  
I(V)TENG  ซ่ึงเปนตําแหนงอนรัุกษอยางมากในไกลซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 1 ทุกตัว (Henrissat, 
1991)  สําหรับการหาตําแหนงที่ทําหนาที่ acid/base catalyst ไดทําการศึกษาเอนไซมเบตา-           
กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง  โดยใช N-bromo-acetly-β-D-glucosamine เปนตัวยับยัง้  พบวา   
กลูตาเมทตําแหนง 198 (ตรงกับกลูตาเมทตําแหนง 183 ในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white 
clover) ทําหนาที่เปน acid/base catalyst อยูในลําดับกรดอะมิโน LNEP ซ่ึงเปนตําแหนงอนุรักษ
อยางมากในไกลซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 1 ทุกตัว (Keresztessy et al., 1994)  โดยกลูตาเมทตําแหนง 
183 และกลูตาเมทตําแหนง 397 ในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover จะอยูบน β-strand 4 
และ 7 ตามลําดับ  (Barrett et al., 1995)  และอยูหางกันเปนระยะทางประมาณ 5.2 Å  (Henrissat et 
al., 1995)  จากการตรวจสอบโครงสรางของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover พบวามี
กรดอะมิโนประเภทที่มีขัว้ และวงแหวน อะโรมาติกจํานวนมาก บริเวณตําแหนงจบัของหมูน้ําตาล  
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และที่บริเวณบริเวณตําแหนงจับของหมูอะไกลโคน นาจะอยูบริเวณปลาย c-terminal loop ตรง
ทางเขาของโพรง ที่ตําแหนงนี้สวนมากจะประกอบดวยกรดอะมิโนประเภทไมชอบน้ํา และกรด  
อะมิโนที่มีขั้วจํานวนมาก (Barrett et al., 1995) 

 

ภาพที่ 2  กลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (a) inverting  (b) retaining 
ที่มา: Carl and Stephen (2000) 
 
2. เอนไซมเบตากลูโคซิเดสจากพืช   
 
 นักวจิัยไดทําการศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืชมานานกวา 150 ปแลว โดยเอนไซม
นี้จะมีบทบาทเกี่ยวของกับการตอบสนองตอสภาวะเครียด  การสรางลิกนิน  การยอยเซลลูโลส  การ
ควบคุมการเจริญเติบโต โดยเอนไซมนีจ้ะสลายกลูโคไซดในไฟโตฮอรโมนของพืช  ทําใหได
ฮอรโมนอิสระที่จะไปทําหนาที่ตอไป (Hughes, 1993)  และหนาที่ที่สําคัญอีกอยางหนึ่งของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืช  คือการปองกันอันตรายจากสัตวกินพชื (Esen, 1993)  โดยเอนไซม
ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส (หรือลินามาเรส)  จะเรงปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจนีิกกลูโคไซด 
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แลวไดผลิตภณัฑคือ กลูโคสกับไฮดรอกซีไนไตรล (hydroxynitrile)  ซ่ึงอาจถูกสลายโดย
เอนไซมไฮดรอกซีไนไตรลไลเอส (hydroxynitrilelyase) หรือสลายตัวเอง (spontaneous 
degradation) ใหเปนคีโตนและไฮโดรเจนไซยาไนด (HCN) ซ่ึงเปนสารพิษ ดังภาพที่ 3 (Hughes, 
1993)  กระบวนการนี้เรียกวา กระบวนการไซยาโนจีนีซิส (cyanogenesis)  จะพบในพืชมากกวา 
3000 สปชีส  โดยพบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และสับสเตรท จะอยูในบริเวณทีต่างกันภายใน
เซลล และหลังจากที่เซลลหรือเนื้อเยื้อเกดิบาดแผล โดยการเขาทําลายของสัตวกินพชืหรือจุลินทรีย 
จะทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสามารถทําปฏิกิริยากบัสับสเตรท แลวไดสาร HCN ซ่ึงเปน
สารพิษออกมายับยั้งจุลินทรียที่เขามาตรงบริเวณบาดแผลนั้นดวย   
 

 
 
ภาพที่ 3  การปลดปลอย HCN ออกจาก cyanogenic glucoside; R= CH3, R'= CH3 linamarin; R=     
               CH3, R'=C2H5 lotaustralin 
ที่มา: Hughes (1993) 
 

จากการศึกษาของ Selmar ป 1993  พบวาสารประกอบเบตา-กลูโคไซดสวนมากจะถกู
ขนสงภายในเซลลพืชในรูปของไดกลูโคไซด ซ่ึงจะไมสามารถถูกยอยดวยเอนไซมเบตา-             
กลูโคซิเดส  สําหรับโมโนกลูโคไซดจะไมสามารถถูกขนสงภายในเซลลได เนื่องจากจะถูกยอยโดย
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่อยูบริเวณเมมเบรน แตจะสามารถถูกขนสงไดเมื่อมีการเปลีย่นใหมาอยู
ในรูปของไดกลูโคไซดโดยอาศัยปฏิกิริยาไกลโคซิเลชัน (glycosylation)  และจะเปลี่ยนกลับไปเปน
โมโนกลูโคไซดได โดยอาศัยเอนไซมไดกลูโคซิเดส (Selmar, 1993) 
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2.1 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre, Thai 
rosewood) 
 

จากการคัดกรองหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดมากกวา 50 สปชีสของพืชใน
ประเทศไทย โดยใช para-nitrophenyl-β-D-glycopyranoside (pNP-glycoside) หลายชนิดเปน
สับสเตรท พบวามีเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดพชื 9 ชนิด  โดยเมล็ดของพะยงูมีกิจกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
เมล็ดของพืชชนิดอื่น (Surarit et al., 1995)  ดังนั้นจึงมกีารนําเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ด
ของพะยูงมาทาํใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี 35-70% saturated ammonium sulphate fractionation, 
isoelectric focusing และ Sephadex G-150 chromatography (Srisomsap et al., 1996)  
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวาดัลโคชิเนส  มีน้ําหนกั
โมเลกุล 330,000 ดาลตัน  คาดวาประกอบดวย 4-6 subunit แตละ subunit มีน้ําหนกัโมเลกุล 66,000 
ดาลตัน มีคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานที่ pH 5.5  เอนไซมนี้มีสับสเตรทธรรมชาติคือ 12-
dihydroamorphigenin-8’-O-β-D-glucoside สับสเตรทนี้เปนสารประกอบไอโซฟลาโวนอยดชนิด
ใหม  และไดตัง้ชื่อวา ดัลโคชินินกลูโคไซด (dalcochinin-8’-O-β-glucoside) แสดงดงัภาพที่ 4  
เนื่องจากดัลโคชินินกลูโคไซดมีโครงสรางที่คลายกับ rotenone ซ่ึงเปนสารพิษชนิดหนึ่งที่ใชเปนยา
ฆาแมลง  จึงคาดวาหมูอะไกลโคนนี้นาจะมีบทบาทสําคัญในการปองกันพวกสัตวกนิพืช  และไดมี
การศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  พบวาเอนไซม 
ดัลโคชิเนสมีคา Km และ Vmax เทากับ 1.68 mM และ 452 nkat/ml ตามลําดับ (Svasti et al., 1999)  
นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสยังสามารถยอยไดทั้ง β–glucoside และ β-fucoside  จากการศึกษา
พบวาเอนไซมดัลโคชิเนส  มีคา Km ตอสาร para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) และ 
para-nitrophenyl-β-D-fucopyranoside (pNP-Fuc) เปน 5.4 mM และ 0.54 mM ตามลําดับ  มีคา kcat 
ตอสาร pNP-Glc และ pNP-Fuc เปน 307 sec-1 และ 151 sec-1 ตามลําดับ  เอนไซม 
ดัลโคชิเนสถูกยับยั้งอยางรุนแรงดวย mercuric compound (HgCl2 และ p-chloromercuribenzoate) 
และไมรุนแรงดวย δ-gluconolactone และ conduritol epoxide (Srisomsap et al., 1996)  เนื่องจาก
เอนไซมมีกิจกรรมที่สูงกับทั้ง pNP-Glc และ pNP-Fuc จึงเปนที่นาสนใจที่จะศึกษาวาเอนไซมมี
บริเวณเรงเดียว หรือมี 2 บริเวณเรงทีแ่ยกกนัสําหรับการเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc และ pNP-
Fuc จึงมีการตรวจสอบโดยการทํา chemical modification โดยใช conduritol B epoxide (CBE) ซ่ึง
จากการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมมีบริเวณเรงเดียวสําหรับการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc 
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(Surarit  et al., 1996)  นอกจากนี้ยังมกีารยนืยันจากการวเิคราะหทางจลนพลศาสตรซ่ึงแสดงใหเห็น
วาเอนไซมมีบริเวณเรงเดียวเชนกัน (Surarit et al., 1997)   

 
 

 
 
ภาพที่ 4  โครงสรางของดัลโคชินินกลูโคไซด 
ที่มา: Svasti (1999) 
 

เพื่อศึกษาโครงสราง และวิวฒันาการของเอนไซมดัลโคชิเนส จึงมีการหาลําดับกรด  
อะมิโนของเอนไซมนี้โดยการทํา peptide sequencing ตามดวยการทํา RT-PCR amplification, 
3’RACE, 5’RACE, cloning  และการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA  จากการศึกษาพบวา 
เอนไซมดัลโคชิเนส  ประกอบดวยกรดอะมิโน 547 ตัว (ภาพที่ 5) ซ่ึงแบงเปน propeptide 23 ตัว 
และ mature protein 524 ตัว  นอกจากนี้ยังพบวา mature protein ของเอนไซมดัลโคชิเนส  มีความ
เหมือนกับไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover ถึง 60%  จงึคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนส  
นาจะมีโครงสรางแบบ barrel structure คลายกับไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 
(1CBG) (Barrett et al., 1995)  การที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิดนีม้ีกรดอะมิโนบางตัวแตกตางกัน จึงทําให
ความจําเพาะกบัสับสเตรทแตกตางกัน  จากการทดลองตดัเอนไซมดัลโคชิเนสดวยเอนไซม 
endoglycosidase-F/peptide-N-glycosidase F (endo F) พบวาเอนไซมดลัโคชิเนสเปนไกลโคโปรตีน
และมีการเกิดกระบวนการ N-glycosylation  จากการทีม่ี signal sequence แสดงใหเห็นวาโปรตีนนี้
นาจะอยูใน secretory organelle, vacuole หรืออยูนอกเซลล  จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ทําใหสามารถจัดเอนไซมอยูในแฟมิลี 1 ของกลุมเอนไซมเบตา-ไกลโคซิเดส  
ซ่ึงคาดวาจะสลายสับสเตรทโดยใชกลไกแบบ retention  (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
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ภาพที่ 5  ลําดบันิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส  ตัวอักษรสีเขียวแสดง             

 ตําแหนง start codon  ตัวอักษรสีฟาแสดงตําแหนง stop codon  ตัวอักษรสีแดงแสดง  
 ตําแหนง propeptide  ตัวหนาแสดงตําแหนง N-terminal sequence ของ mature protein   
 และตัวอักษรสีชมพูแสดงบริเวณที่คาดวานาจะเกิด N-glycosylation 

ที่มา: Ketudat-Cairns (2000) 
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นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาวา เอนไซมดัลโคชิเนสที่ไดจากการโคลน จะมีคุณสมบัติใน
การเรงปฏิกิริยาเชนเดยีวกับเอนไซมดัลโคชิเนสที่ไดจากพืชหรือไม  แตเนื่องจากเอนไซมเบตา-    
กลูโคซิเดสจากพืชใบเลี้ยงคูตองผานกระบวนการ glycosylation  ดังนั้นจึงไมเหมาะสมที่จะทําการ
แสดงออกใน Escherichia coli  เพราะขาดขั้นตอน glycosylation  จึงมีการทําใหเอนไซม              
ดัลโคชิเนสแสดงออกในยีสต Pichia pastoris  ซ่ึงมีกระบวนการ glycosylation แทน  เพื่อใหได
เอนไซมที่มีลักษณะเหมือนธรรมชาติมากที่สุด  จากการศกึษาพบวาสามารถตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซมดัลโคชิเนสไดทั้งในเซลล และในอาหารเลี้ยงเชือ้  นอกจากนี้ยงัพบวารีคอมบิแนนทเบตา-
กลูโคซิเดสสามารถยอยสลาย pNP-Glc  และดัลโคชินินกลูโคไซดไดเชนเดียวกับเอนไซมจากเมลด็ 
(Ketudat-Cairns et al., 2000)  

 
นักวจิัยไดทําการโคลน และแสดงออกเอนไซมดัลโคชิเนสในระบบการแสดงออกของ

ส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ  พบวาการแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสใน E.  coli จะไดโปรตีนที่ไม
ละลายน้ํา  ซ่ึงสามารถทําใหโปรตีนละลายไดโดยใหมกีารแสดงออกรวมกับ chaperonin GroESL  
แตอยางไรก็ตามเอนไซมที่ไดก็ไมมีกจิกรรม เพราะใน E. coli ขาดกระบวนการ post-translational 
modification ที่เหมาะสม ซ่ึงจําเปนตอการมวนพับ และการทํางานของเอนไซม  สําหรับการ
แสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสใน P. pastoris และ Saccharomyces cerevisiae จะไดเอนไซมที่
มีกิจกรรม  และพบวาการแสดงออกใน P. pastoris ภายใตสภาวะที่มีการเหนี่ยวนําดวยเมทานอลจะ
มีประสิทธิภาพดีกวาการแสดงออกใน P. pastoris และ S. cerevisiae  ในสภาวะที่มกีารแสดงออก
ตลอดเวลา  ดังนั้นจึงมีการสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 2 แบบคือ ใหมีกรดอะมิโนฮีสติดีนติดอยู
ที่บริเวณปลาย C-terminus และ N-terminus ซ่ึงจะสามารถทําใหบริสุทธิ์ผาน immobilized metal-
ion affinity chrpmatography (IMAC) ไดงาย  จากผลการทดลองพบวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสทั้ง 
2 แบบไมจับกบัคอลัมน IMAC ซ่ึงคาดวากรดอะมโินฮสีติดีนนาจะถูกตัดออกที่บริเวณปลาย C-
terminus และ N-terminus ในกระบวนการ post-translation modification  และจากการหาลําดับ
กรดอะมิโนดานปลาย N-terminus ของเอนไซมดัลโคชิเนสที่ทําใหบริสุทธิ์ที่ผลิตไดใน P. pastoris 
พบวาเอนไซมที่ผลิตไดมีลําดับกรดอะมิโนเร่ิมตนที่ EVPPFN แสดงวากรดอะมิโน 12 ตัวแรกของ 
mature dalcochinase ถูกตัดออกไปพรอมกบักรดอะมิโนฮีสติดีนที่อยูทางดานปลาย N-terminus  
ดังนั้นจึงมกีารสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตัวใหมที่ม ีsignal peptide  กรดอะมิโนฮิสติดีน 8 ตัว  
และตามดวยลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสที่ปลาย N-terminus หายไป 13 ตัว (เร่ิมตนที่
ลําดับกรดอะมิโน VPPFN)  ซ่ึงทําใหสามารถมีการแสดงออก และทําใหบริสุทธิ์ผานคอลัมน 
hydrophobic interaction chromatography และคอลัมน IMAC ได  โดยรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่
ไดมีคุณสมบัตเิหมือนกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (Toonkool et al., 2006) 
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2.2 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง (Manihot  esculenta  Crantz, cassava)     
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ลินามาเรส 
(linamarase) เอนไซมนี้มีการผลิตในสวนตางๆ ของตนมันสําปะหลัง  ทําหนาที่สลายไซยาโน     
กลูโคไซด 2 ชนิด คือ ลินามาริน (linamarin, 2-hydroxyisobutyronitrile-β-D-glucopyranoside) และ 
โลตัสตราลิน (lotaustralin, 2-hydroxy-2-methylbutyronitrile-β-D-glucopyranoside) (ภาพที่ 6) 
ไดผลิตภัณฑเปนคีโตน และไฮโครเจนไซยาไนด ซ่ึงเปนสารพิษที่มีบทบาทในการปองกันอันตราย
จากสัตวกินพชื (Hughes et al., 1992)  เอนไซมลินามาเรสมีบทบาทสําคัญในการกําจัด 
ไซยาโนกลูโคไซด ระหวางขั้นตอนการกําจัดสารพิษในกระบวนการผลิตอาหารจากมันสําปะหลัง 
(Eksittikul et al., 1988)    
 

 
 

ภาพที่ 6  โครงสรางของลินามาริน และโลตัสตราลิน 
ที่มา: Kemisk Institute of Syddansk University (2001) 
 

นักวจิัยไดมีการแยกเอนไซมลินามาเรสจากพืชชนิดตางๆ เชน white clover (Trifolium 
repens L), birdfoot trefoil (Lotus corniculatus L), ปอ (Linum ussitatissinum), ถ่ัว (Phaseolus 
lunatus), ยางพารา (Hevea brasiliensis) และมันสําปะหลัง  สําหรับมันสําปะหลังไดมีการแยก
เอนไซมคร้ังแรกจากสวนของราก ตอมาไดมีการแยกจากสวนลําตน  กานใบ  และเปลือกราก  
พบวาเอนไซมลินามาเรสที่แยกไดจากสวนตางๆ เหลานี้  มีลักษณะเปน homopolymer แตละหนวย
ยอยมีน้ําหนกัโมเลกุล 63,00 ดาลตัน  มีคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานที่ pH 6  สามารถยอย 
ลินามารินซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติได  แตไมสามารถยอยพรูนาซิน (prunasin) หรืออะมิกดาลิน 
(amygdalin) ได  นอกจากนีย้งัสามารถยอย pNP-Glc และ pNP-Fuc ซ่ึงเปนสับสเตรทที่หาซื้อได
ทางการคาไดอีกดวย  เอนไซมลินามาเรสถูกยับยั้งดวย δ-gluconolactone, isopropyl-β-D-
thioglucoside, Hg2Cl สําหรับ pNP-Glc และ Tris ion สําหรับ pNP-Fuc  จากการศึกษาพบวา
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เอนไซมลินามาเรสจากกานใบ มีคา Km ตอลินามาริน  pNP-Glc  และ pNP-Fuc เทากบั 0.57, 5.05 
และ 0.23 mM ตามลําดับ  มีคา Vmax    ตอลินามาริน  pNP-Glc  และ pNP-Fuc เทากับ 58, 256 และ 
266 μmol/min/mg ตามลําดับ (Eksittikul et al., 1988)   
 

นักวจิัยไดทําการโคลน cDNA ของเอนไซมลินามาเรสจาก cDNA library ของใบเลี้ยง
ของตนมันสําปะหลัง  โดยใชโพรบเปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover  พบวากจิกรรม
ของเอนไซมเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วระหวางทีม่ีการงอก  เอนไซมลินามาเรสประกอบดวยกรดอะมิโน 
532 ตัว (ภาพที่ 7)  จากลําดบันิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน พบบริเวณที่คาดวามีการเติม
น้ําตาล 5 บริเวณ  จากการศึกษาพบวาเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังเปนไกลโคโปรตีนที่มี
การเติมน้ําตาลแบบ high-mannose-type N-linked oligosaccharide ประมาณ 7-15% ของน้ําหนกั
โมเลกุล (Hughes et al., 1992)  จากการทํา radio-affinity labeling โดยใช N-bromoacetyl-β-D-[U14-
C]-glucopyranosylamine  แสดงใหเห็นวากลูตาเมทตําแหนง 198 ทําหนาที่เปน acid/base catalyst 
(Keresztessy et al., 1994)   
 

ไดมีการทําใหเอนไซมลินามาเรสแสดงออกใน E.  coli โดยใช pGEX-2T fusion 
vector พบวา  รีคอมบิแนนทเอนไซมที่ไดไมมีการเติมน้ําตาล  ไมเสถียร  และมีการมวนพับทีไ่ม
ถูกตอง (Keresztessy et al., 1996)  จึงมีการทําใหเอนไซมลินามาเรสแสดงออกในยีสต S.  
cerevisiae  ซ่ึงมีกระบวนการเติมน้ําตาลแทน  จากการศึกษาพบวารีคอมบิแนนทเอนไซมที่ไดมี
กิจกรรม  มกีารเติมน้ําตาล  และมีความเสถียรเหมือนกับเอนไซมที่ไดจากพืช  สามารถตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซมลินามาเรสไดทั้งในเซลล  และในอาหารเลี้ยงเชือ้ 90 และ 10% ตามลําดับ  
นอกจากนี้ยังพบวารีคอมบแินนทเอนไซมสามารถสลายลินามาริน  และ pNP-Glc ไดเหมือนกับ
เอนไซมจากพชื (Keresztessy et al., 2001)   
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ภาพที่ 7  ลําดบันิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ตัวอักษรสีเขยีวแสดง 
 ตําแหนง start codon  ตัวอักษรสีฟาแสดงตําแหนง stop codon  และตัวอักษรสีชมพูแสดง  
 บริเวณที่คาดวานาจะเกิด N-glycosylation 

ที่มา: Hughes (1992) 
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3. ปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส (transglucosylation)   
 
 โดยปกติเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเรงปฏิกิริยาการสลายสารประกอบเบตา-กลูโคไซด 
และโอลิโกแซคคาไรด  แตเมื่อในสภาวะที่เหมาะสมคือ มีความเขมขนของโมโนแซคคาไรดสูง 
(เชน 60-85%) และมี water activity ต่ํา  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสบางชนิดจะสามารถเรงปฏิกิริยา
ยอนการสลายไดดังภาพที่ 8 โดยสรางพันธะระหวางกลูโคสอิสระไดเปนไดแซคคาไรด              
ไตรแซคคาไรด  และโอลิโกแซคคาไรดได  นักวจิัยไดทําการทดลองบมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
กับโมโนแซคคาไรด 60% ใน sodium acetate buffer pH 5.0 นาน 1-20 วัน ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส  จากผลการทดลองพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูง สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรด
ไดภายในวนัแรก และสังเคราะหไตรแซคคาไรดไดภายในวันที่ 4 ของการบม  หลังจากการบมเปน
เวลา 20 วันแลวไดผลิตภณัฑทั้งหมดประมาณ 30% ของปริมาณกลูโคสตั้งตน (ไดแซคคาไรด 25% 
และ ไตรแซคคาไรด 5%) (Srisomsap et al., 1999)  เมื่อใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนด 
สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรด และไตรแซคคาไรดได 30% เมื่อใชกลูโคสเปนสับสเตรท 
(Ajisaka et al., 1987)  สําหรับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังสามารถสังเคราะห        
ไดแซคคาไรดไดเพยีง 5% เมือ่ใชกลูโคสเปนสับสเตรท  แสดงใหเห็นวาเอนไซมเบตา-                 
กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตตางกันมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอนการสลายตางกัน   
 

 
 

ภาพที่ 8  การเกิดปฏิกิริยาการสลาย  ปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  D =  
 donor  R = หมู alkyl  E = enzyme 

ที่มา: Toonkool (2003) 
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นอกจากเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยายอน
การสลายไดแลว  เอนไซมเบตากลูโคซิเดสบางชนิดยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ซ่ึงคือ 
การยายกลูโคสจากตัวให เชน pNP-Glc ไปยังตัวรับตวัอ่ืนๆ เชน แอลกอฮอล ไดอีกดวย (ภาพที่ 8)  
ซ่ึงปฏิกิริยานี้สามารถนําไปใชในการสังเคราะหสารพวก alkyl glucosideได  แตอยางไรก็ตามไมมี
หลักฐานวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสในสิ่งมีชีวิต (Hommalai 
et al., 2005) นกัวิจยัไดทําการทดลองบมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังกับ pNP-Glc 
ความเขมขน 15 mM และแอลกอฮอลชนิดตางๆ (แอลกอฮอลปฐมภูมิ  แอลกอฮอลทุติยภูมิ และ
แอลกอฮอลตติยภูม)ิ ในบฟัเฟอร McIlvain pH 5.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
พบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังสามารถสังเคราะห alkyl glucoside ไดดีกับ
แอลกอฮอลทั้ง 3 ชนิด (Svasti et al., 2003)  ซ่ึงตรงขามกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง 
และอัลมอนดที่ไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมไิดเลย  แตสามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และ
แอลกอฮอลทุติยภูมไิดผลิตภัณฑ 70-90% และ 8-23% ตามลําดับ (Lirdprapamongkol and Savsti, 
2000)  นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาโดยใช glycosyl donor ตัวอ่ืนนอกจาก pNP-Glc เชน pNP-Fuc,   
เซลโลไบโอส  และเจนติโอไบโอส เปนตัวให และใช hexan-1-ol เปนตัวรับ พบวาเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง  พะยูง และอัลมอนดสามารถใช pNP-Fuc เปน donor ในการ
สังเคราะห hexyl glucoside ได  และทีน่าสนใจคือเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนดสามารถ
ใชทั้งเซลโลไบโอส และเจนติโอไบโอสเปนตัวใหได  ขณะที่เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยงูใช
เจนติโอไบโอสเปนตัวใหไดเพียงตวัเดยีว  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังไม
สามารถใชเซลโลไบโอส และเจนติโอไบโอสเปนตัวใหไดเลย (Svastiet al., 2003) 

 
4. การศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส   
 
 ไดมีการทําการกลายพันธุในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เพื่อทีจ่ะ
ศึกษาถึงความสําคัญของกรดอะมิโนในบริเวณเรง (Keresztessy et al., 2000)  และศกึษาถึงกลไกที่
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซม (Cicek et al., 2000) นอกจากนี้ยังทําเพื่อใหได
เอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย (Mayer et al., 2000)  ในการศึกษาถึง
ความสําคัญของกรดอะมิโน ที่มีความสําคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไดทําการศึกษา
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง โดยการเปลีย่นกลูตาเมทตาํแหนง 413 เปนไกลซีน 
(E413G)  เปล่ียนกลูตามีนตาํแหนง 339 เปนกลูตาเมท (Q339E)  เปล่ียนอะลานีนตําแหนง 201 เปน
วาลีน (A201V) และเปลีย่นฟนิลอะลานีนตาํแหนง 269 เปนแอสพาราจีน (F269N)  โดยเทคนิค 
site-directed mutagenesis พบวาการทําการกลายพันธุทีต่ําแหนง E413G และ Q339E ทําใหเอนไซม
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ไมทํางาน  แสดงใหเห็นวา กลูตาเมทตําแหนง 413 และกลูตามีนตําแหนง 339 นาจะเปน catalytic 
nucleophile และ catalytic diad ตามลําดับ  สําหรับการทําการกลายพันธุที่ตําแหนง A201V ทําใหคา 
pKa ของ กลูตาเมทตําแหนง 198 (acid/base catalyst) เปล่ียนแปลง  และทําใหคา Km ในการสลาย   
ลินามารินเพิ่มขึ้น  แสดงวาแขนงขางของกรดอะมิโนวาลีนอาจจะไปขัดขวางการจับกบัลินามาริน 
และการทําการกลายพันธุทีต่ําแหนง F269N ทําใหคา Km ในการยอยสลายลินามารินเพิ่มขึ้นมากถึง 
16 เทา  สวนใน pNP-Glc เพิ่มขึ้นเล็กนอย  แสดงใหเห็นวาฟนิลอะลานนีตําแหนง 269 นาจะ
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทที่เปนลินามารินมากกวา pNP-Glc (Keresztessy et al., 2001)    
 

ในการศึกษาถงึกลไกที่เกีย่วของกับความจาํเพาะตอสับสเตรท ของเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดส ไดมีการศึกษาโดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวโพด (maize β-glucosidase, 
Glu1)  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวฟาง (sorghum β-glucosidase, Dhr1) เปนตนแบบ  
เนื่องจากเอนไซมทั้ง 2 ตัวนีม้ีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันถึง 70% แตมีความจําเพาะตางกันสูง โดย 
Glu1 สามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลายชนิด นอกเหนือจาก 2-o-β-D-glucopyranosyl-4-
hydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one (DIMBOA-Glc) ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของมัน แต
ไมสามารถยอยสลาย p-hydroxy-(s)-mandelonitrile-β-D-glucoside (dhurrin)  ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติของ Dhr1 ได  ขณะที่ Dhr1 สามารถยอยสลายไดเฉพาะ dhurrin ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติเพียงชนิดเดยีว  ภาพที่ 9  แสดงใหเห็นวาสวนที่ทําหนาที่กําหนดความจําเพาะของหมู    
อะไกลโคน จะแตกตางกันระหวางเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ (Verdoucq et al., 2004 )   

 

 
 

ภาพที่ 9  โครงสรางของ DIMBOA-Glc และ dhurrin 
ที่มา: Cicek (2000) 

 
นักวจิัยไดมีการศึกษาโดยการทําการแลกเปลี่ยนลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย C-

terminus ของ Glu1 ดวย Dhr1 (Glu1/Dhr1 chimeras)  และของ Dhr1 ดวย Glu1 (Dhr1/Glu1 
chimeras)  และจากการทดลองพบวา Glu1/Dhr1 chimeras สามารถยอยสลายสับสเตรทได
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เหมือนกับ Glu1  รวมทั้งยังสามารถยอยสลาย dhurrin ซ่ึง Glu1 ไมสามารถยอยสลายได ไดอีกดวย
ซ่ึงแสดงใหเหน็วา กรดอะมโินที่กําหนดการยอยสลาย dhurrin อยูทางดานปลาย C-terminus ของ 
Dhr1 คือกรดอะมิโน ซีรีนตาํแหนง 462  และตําแหนง 463  ฟนิลอะลานีนตําแหนง 469  ในทาง
ตรงกันขาม Dhr1/Glu1 chimeras สามารถยอยสลาย dhurrin ไดเพยีงอยางเดยีว  และยังมีคา 
catalytic efficiency ต่ํากวา Dhr1 อีกดวย  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนทีก่ําหนดการยอยสลาย 
DIMBOA-Glc ไมไดอยูทางดานปลาย C-terminus ของ Glu1 (Cicek  et al., 2000)  จากการทํา 
superimposition ของโครงสรางของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ พบความแตกตางของลักษณะธรรมชาติ
ของชองในบริเวณเรงคือ ใน Glu1 จะมีลักษณะเปนชองที่แคบ และยาว  ขณะที่ชองนี้ดูเหมือนจะ
กวาง และเล็กกวาใน Dhr1  นอกจากนี้พบวาในบริเวณชองจับสับสเตรทของ Glu1 จะถูกดัดแปลง
เพื่อใหเสถียรตอรูปรางของสับสเตรทที่แตกตางกัน และยังมีความยดืหยุนตอหมูอะไกลโคนที่
แตกตางกัน จงึทําให Glu1 มีกิจกรรมกับสับสเตรทไดหลายชนิด  ซ่ึงตรงขามกับ Dhr1 ที่บริเวณชอง
จับสับสเตรทของเอนไซม จะจําเพาะตอการจับกับสับสเตรทธรรมชาติของมันในรูปแบบที่มีการบดิ
เบี้ยว  ซ่ึงทําให Dhr1 มีความจําเพาะตอสับสเตรทสูง (Verdoucq et al., 2004)  นอกจากจะมี
การศึกษากลไกที่เกีย่วของกบัความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืชแลว 
ยังมีการศึกษาในจุลินทรียอีกดวย เชน ไดมีการแลกเปลีย่นกรดอะมิโน 58 ตัวทางดานปลาย C-
terminus ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Celvibrio gilvus ดวยกรดอะมิโน 60 ตัวทางดานปลาย 
C-terminus ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จาก Agrobacterium tumefaciens พบวาเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสจาก C. gilvus ที่มีกรดอะมิโน 60 ตัวทางดานปลาย C-terminus ของเอนไซมเบตา-      
กลูโคซิเดสจาก A. tumefaciens  แสดงความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก 
A. tumefaciens (Singh and Hayashi, 1995) 
 

สําหรับการทําการกลายพันธุเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพเอนไซมในการเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสนั้น  ปจจุบันการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดกําลังไดรับความสนใจเพิ่มขึน้ใน
อุตสาหกรรมยา เนื่องจากโอลิโกแซคคาไรดมีความเปนไปไดในการที่จะนําไปประยกุตใชในการ
รักษาโรค (Perugino et al., 2004)  ซ่ึงวิธีการดั้งเดิมในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดคือใชวิธีการ
ทางเคมี  ซ่ึงมีขอจํากัดในเรือ่งของความถูกตองของ stereochemistry ของผลิตภัณฑทีไ่ด  จึงมีการ
พัฒนามาใชระบบของเอนไซม เพื่อเอาชนะขอจํากดันี้ โดยการใชระบบของเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดสในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดผานปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  โดยการกาํจัด
ความสามารถของเอนไซมในการเรงปฏิกริิยาการสลายออกไป ซ่ึงจะเรียกเอนไซมนีว้า               
ไกลโคซินเทส (glycosynthase) ซ่ึงก็คือเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ทําการกลายพันธุ โดยการแทนที่
กรดอะมิโนทีท่ําหนาที่เปน nucleophile ดวยกรดอะมิโนที่ไมมีความสามารถเปน nucleophile  
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ไกลโคซินเทสตัวแรกไดมาจากการกลายพนัธุที่ตําแหนง nucleophile ของเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดส จาก Agrobacterium sp. โดยการแทนที่กลูตาเมทที่ตําแหนง 358 ดวยอะลานีน (E358A) 
ซ่ึงทําใหเอนไซมที่ไดสามารถสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากถึง 90% (Mackenzie et al., 
1998) แตอยางไรก็ตามเอนไซมที่ไดยังเกิดปฏิกิริยาไดชา  ดังนั้นจึงมกีารพัฒนาเอนไซมกลายพันธุ
ตัวใหมขึ้น ซ่ึงมีการแทนทีก่ลูตาเมทที่ตําแหนง 358 ดวยซีรีน (E358S) พบวาเอนไซมที่ไดมี
ความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดเพิ่มขึน้ถึง 24 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับ E358A  
นอกจากนี้ E358S ยังสามารถใช pNP-N-acetylglucosamine เปน acceptor ในการสังเคราะห pNP-
N-acetyllactose ได  แตใน E358A ไมสามารถใชไดอีกดวย (Mayer et al., 2000)  ตอมาไดมีการทํา 
saturation mutagenesis พบวา E358G มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสสูงกวา 
E358S  และ E358A 2 เทา  และ 50 เทา ตามลําดับ  เมื่อใช α-D-galactopyranosyl fuoride (GalF)  
และ pNP-glc  เปนตัวให  และตัวรับ ตามลาํดับ (Mayer et al., 2001)  นอกจากนีย้ังมีการศึกษา
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp. โดยการทําการกลายพันธุแบบสุมโดยใช 
AbgE358G เปนตัวเร่ิมตน  พบวาไดเอนไซมที่มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสสูง
คือ 1D12 (A19T, E358G) และ 2F6 (A19T, E358G, Q248R, M407V) ในการทําการกลายพันธุรอบ
ที่ 1 และ 2 ตามลําดับ ซ่ึงมีคา kcat/Km ในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสเปน 1:7:27 ใน AbgE358G : 
1D12 : 2F6 ตามลําดับ  เมื่อใช β-D-galactopyranosyl fluoride และ 4-nitrophenyl β-D-
glucopyranoside เปนสับสเตรท และนอกจาก 2F6 จะมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกริิยายายหมู
กลูโคสสูงแลว ยังสามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลายชนิดอีกดวย  จากการวิเคราะหโครงสราง
ของ 2F6 แสดงใหเห็นวาการทําการกลายพันธุที่ตําแหนง A19T และ M407V ไมไดเกี่ยวของ
โดยตรงกับการจับกับสับสเตรท  แตมีผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของบริเวณเรง ทําใหโครงสราง
ของเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น  สําหรับ Q248R นั้นยังไมทราบเหตุผลที่แนชดัเนื่องจากตําแหนง
ของกรดอะมิโนวางอยูบนบริเวณผิวของโปรตีน (Kim  et al., 2004)  
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5. การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตนีใน P.  pastoris   
 

การผลิตโปรตีนสวนใหญนยิมที่จะใช E.  coli เปนเซลลเจาบาน  เนื่องจาก E.  coli เปน
ส่ิงมีชีวิตที่จัดการไดงาย  โตเร็ว  อาหารเลีย้งเชื้อเตรียมงาย  และราคาไมแพง  นอกจากนี้เรายังรูแผน
ที่จีโนมทั้งหมดของ E. coli แลว  แตอยางไรก็ตาม E. coli เปนโปรคารีโอท และไมมอีอแกเนล
ภายในเซลลเชน endoplasmic reticulum และ golgi apparatus ซ่ึงพบในยูคารโีอท และเปน           
ออแกเนลที่เกีย่วของกับการดัดแปลงโปรตีน  ดังนัน้จึงทําใหโปรตีนจากยูคารีโอท ที่ผลิตไดใน 
E. coli นั้นไมทําหนาที่ หรืออยูในรูปแบบที่ไมสมบูรณ  เนื่องจากขาดกระบวนการเติมน้ําตาล 
(glycosylation) หรือกระบวนการดัดแปลงหลังการถอดรหัส (post-translational modification) 
ดังนั้นนกัวจิัยจึงหันมาสนใจยีสต เพื่อใชในการผลิตโปรตีน (Cino, n.d.) 
 

ในระยะเวลา 15 ปที่ผานมายีสต P.  pastoris ไดรับการพัฒนาจนกลายเปนระบบทีป่ระสบ
ความสําเร็จในการผลิตเฮทเทอโรโลกัสโปรตีนที่หลากหลาย  การไดรับความนิยมทีเ่พิม่ขึ้นนี้
สามารถอธิบายไดดวยปจจยัหลายอยาง แตปจจัยที่เห็นเดนชัดคือ  (1) P. pastoris เปนยูคารีโอท
ชั้นสูงที่มีกระบวนการดัดแปลงหลังการถอดรหัส เชน กระบวนการเตมิน้ําตาล  การมวนพับของ
โปรตีน  และการสรางพันธะไดซัลไฟด คลายกับสิ่งมีชีวติชั้นสูง (Cereghino and Cregg, 2000)  (2) 
เล้ียงงาย  โตเรว็  อาหารเลี้ยงเชื้อราคาไมแพง (Invitrogen, n.d.)  และไมมีปญหา endotoxin เหมือน
ในแบคทีเรีย  หรือปญหาการปนเปอนจากไวรัสเหมือนในเซลลสัตว (Cino, n.d.)  (3) สามารถผลิต
โปรตีนไดในระดับสูงทั้งภายในเซลล หรือนอกเซลล  และ (4) สามารถหาซื้อเปนชุดเครื่องมือไดใน
การคา (Cereghino and Cregg, 2000) 

 
P. pastoris เปน methylotrophic yeast ที่สามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนได โดย

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลไปเปนฟอรมัลดีไฮดโดยอาศยัเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส 
(alcohol oxidase, AOX)  และในปฏิกิริยานีจ้ะมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเกิดขึน้ดวย  เอนไซม 
AOX ถอดรหัสมาจากยีน AOX1  และ  AOX2  ซ่ึงสวนใหญเอนไซม AOX ในเซลลจะถอดรหัสมา
จากยนี AOX1  เอนไซม AOX นี้อยูภายใน peroxisome รวมกับเอนไซมคะตาเลส (catalase) ซ่ึงทํา
หนาที่สลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดผลิตภัณฑเปนออกซิเจนกับน้ํา  สวนฟอรมัลดีไฮดจะออก
จาก peroxisome และถูกออกซิไดซไดผลิตภัณฑเปนฟอรเมทกับคารบอนไดออกไซดโดยเอนไซม 
ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) 2 ตัว ที่อยูในไซโตพลาสซึมตอไป  ซ่ึงกลไกนี้เปนแหลงพลังงาน
สําหรับการเจริญของ P. pastoris ที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน  สําหรับฟอรมัลดีไฮดที่เหลืออยู
ใน peroxisome จะรวมกับ xylulose 5-monophosphate โดยเอนไซม dihydroxyacetone synthase 
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(DHAS) ซ่ึงเปนเอนไซมชนดิที่ 3 ที่อยูใน peroxisome ไดผลิตภัณฑเปน glyceraldehydes 3-
phosphate และ dihydroxyacetone ซ่ึงจะออกจาก peroxisome และนํากลับไปสรางเปน xylulose 5-
monophosphate ใหม  โดยจะพบเอนไซม AOX และ DHAS ในระดับสูงเมื่อเล้ียงเซลลในเมทานอล  
แตจะไมตรวจพบเอนไซมทัง้ 2 ชนิดนี้ในเซลลที่เล้ียงในแหลงคารบอนตัวอ่ืนๆ เชน กลูโคส        
กลีเซอรอล  หรือเอทานอล  สําหรับโปรโมเตอรที่ควบคุมการผลิตเอนไซม alcohol oxidase คือ 
AOX1 ซ่ึงสามารถถูกเหนี่ยวนําใหแสดงออกดวยเมทานอล (Cereghino and Cregg, 2000) ดังนั้นจึง
มีการใชโปรโมเตอร AOX1 มาใชในการควบคุมการผลิต heterologous protein (Invitrogen, n.d.)  

 
การแสดงออกของเฮทเทอโรโลกัสโปรตีนใน P. pastoris ทําไดโดยการโคลนยีนที่สนใจ

เขาสูเวคเตอร  และถายโอนเวคเตอรเขาสูจโีนมของ P. pastoris โดยการเกิดโฮโมโลกัสรีคอม 
บิเนชัน จากนัน้ตรวจสอบความสามารถของ P. pastoris ในการสรางโปรตีน  ปจจุบนัมีเวคเตอร
มากมายที่ใชสําหรับการแสดงออกในยีสต P. pastoris  (Cereghino and Cregg, 2000)  เชน  
พลาสมิด pPICZαB (ภาพที ่10)  ซ่ึงประกอบดวยโปรโมเตอร AOX1 ที่ใชในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่สนใจ, α-factor secretion signal สําหรับการสงโปรตีนออกนอกเซลล, ยีนตาน
ยาปฏิชีวนะ zeocin, myc epitope เพื่อใชในการตรวจสอบโปรตีนโดย Anti-myc antibody, 
polyhistidine tag เพื่อใชในการทําใหบริสุทธิ์กับคอลัมน IMAC  และ pUC origin สําหรับการ
จําลองตัวเองของพลาสมิดใน E. coli (Invitrogen, n.d.)  
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ภาพที่ 10  พลาสมิด pPICZ A,B,C  and pPICZαA,B,C ประกอบดวย จุดเริ่มตนในกระบวนการ 
   จําลองตัว (pUC ori) โปรโมเตอร (AOX1)  สัญญาณในการสงออกนอกเซลล (α-factor)   
  ตําแหนงตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ (multiple cloning site)  ยีนของโปรตีน  
  myc ซ่ึงเปนแอนติเจนสําหรับจับกับ anti myc antibody (c-myc-epitope)  ฮีสติดีน 6 ตัว  
  (6x His) และยีนตานยาปฏชิีวนะ zeocin (Zeocin) 

ที่มา: Invitrogen (n.d.) 
 
6. ประโยชนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสนอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลายไดแลว ยังสามารถเรง
ปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดอีกดวย  ซ่ึงความสามารถของเอนไซมในการ
เรงปฏิกิริยาไดหลากหลายนี้ สามารถนําไปใชประโยชนในดานตางๆได ดังตัวอยางตอไปนี ้



   

25 

6.1 ปฏิกิริยาการสลาย 
 

 6.1.1 ยอยสลายเซลลูโลส 
 

การสลายเซลลูโลสเปนกลูโคสโดยใชเอนไซมเซลลูเลส จะไดกลูโคสเพียง
เล็กนอย  และไดผลิตภัณฑหลักเปนเซลโลไบโอส (ซ่ึงเปนไดเมอรของกลูโคส) โดยเซลโลไบโอส
จะเปนตัวไปยบัยั้งปฏิกิริยา  และทําใหการยอยสลายเซลลูโลสแยลง  นักวิจยัพบวา สามารถเติม
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อเรงปฏิกิริยาการสลายเซลโลไบโอสใหไดเปนกลูโคส  และเนื่องจาก
เซลโลไบโอสสามารถละลายน้ําได  เพราะฉะนั้นจึงอาจใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในรูปแบบที่มี
การตรึง  ซ่ึงสามารถนํากลับมาใชใหมได  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ถูกตรึงจะเสถียรที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส นานหลายเดือน  ทําใหสามารถใชยอยสลายเซลโลไบโอสอยางตอเนื่องโดยไม
สูญเสียประสิทธิภาพ  ดังนัน้จึงอาจเติมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการเตรียม commercial 
cellulase สําหรับการยอยสลายกระดาษหนงัสือพิมพ  หรือใชเปล่ียนเซลลูโลสเปนกลูโคส  
นอกจากนี้ยังสามารถนําเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ถูกตรึงไปใชประโยชนในดานอื่นไดอีก เชน ใช
ในการสังเคราะหกลูโคไซด และเซลโล-โอลิโกแซคคาไรด เปนตน (Esen, 1993) 

 
 6.1.2 ยอยสลายกลูโคไซดไอโซฟลาโวนในนมถั่วเหลือง   
 

ไอโซฟลาโวนเปนฮอรโมนจากพืช ซ่ึงมีโครงสราง และหนาที่คลายกับ
ฮอรโมนในมนุษย  และมีบทบาทสําคัญในการปองกันโรคมะเร็ง  โรคหัวใจ  โรคภาวะหมด
ประจําเดือน  และโรคกระดกูพรุน  ไอโซฟลาโวนจากถัว่เหลืองมีการศึกษามากที่สุดในบรรดา
ฮอรโมนพืชทั้งหมด  เนื่องจากมีการบริโภคถ่ัวเหลืองอยางมาก  กลูโคไซดไอโซฟลาโวนที่พบมาก
ในถ่ัวเหลืองคือ genistin และ daidzin  จะถูกดูดซึมไดนอยในลําไสเล็กเมื่อเปรียบเทยีบกบัสวน 
อะไกลโคนของมันซึ่งคือ genistein และ daidzein  เนื่องจากกลูโคไซดไอโซฟลาโวนมีขนาดใหญ
กวา และมีความมีขั้วมากกวา  นอกจากนี้กลูโคไซดไอโซฟลาโวนยังมกีิจกรรมทางชวีภาพนอยกวา
สวนอะไกลโคน  โดยกลูโคไซดไอโซฟลาโวนจากพืชเหลานี้จะถูกยอยสลายโดยกจิกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเชื้อแบคทีเรียในลําไส  แตกลไกการสลายยังไมทราบแนชัด  ดังนัน้
เพื่อเอาชนะขอจํากัดนี้ จึงมกีารศึกษาที่จะทําการยอยกลูโคไซดไอโซฟลาโวนใหไดเปน                
ไอโซฟลาโวนกอนที่จะมีการบริโภค  โดยใชแลคติกแอซิดแบคทีเรียทีม่ีการผลิตเอนไซมเบตา-   
กลูโคซิเดส เปนหัวเชื้อในการหมักนมถั่วเหลือง ซ่ึงจะทาํใหเราสามารถใชประโยชนจาก               
ไอโซฟลาโวนจากถั่วเหลืองไดอยางเต็มที่ (Pyo et al., 2005)   
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 6.1.3 สรางกลิ่นหอมในระหวางกระบวนการผลิตไวน 
 

การผลิตไวนเปนกระบวนการทางจุลชีววทิยาที่เกีย่วของกับยีสต และแลคติก
แอซิดแบคทีเรีย โดยนิยมใช S.  cerevisiae ในกระบวนการผลิตไวน  ความหอมของไวนเปนผลที่
ไดมาจากการเกิดปฏิกิริยากนัระหวางสารจากผลองุน  ซ่ึงสารเหลานี้จะมีการผลิตขึ้นระหวางการ
หมัก  โดยสารเทอรปน (terpene) เปนหนึ่งในสารประกอบหลักขององุนซึ่งชวยใหไวนมีกล่ินหอม  
ซ่ึงสารนี้จะอยูใน 2 รูปแบบคือ free volatile form และ nonvolatile sugar conjugated from โดย 
nonvolatile compound อาจจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทําใหมีการปลดปลอย 
volatile terpene ออกมา  การยอยสลายระหวางกระบวนการทําไวนมีสาเหตุมาจากเอนไซมจากผล
องุน หรือจากจุลินทรียที่อยูในกระบวนการผลิต (Hernandez et al., 2003)  อยางไรกต็ามเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสในผลองุน มีความเสถียรต่ําภายใตสภาวะการผลิตไวน  ดังนั้นเพื่อที่จะเพิ่มกลิ่น
หอมของไวนจึงจําเปนตองใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเชื้อจุลินทรียรวมดวย ซ่ึงคาดวานาจะทาํ
ใหไวนที่ผลิตไดมีความหอมเพิ่มมากขึ้น  (Barbagallo et al., 2004) 
 

6.2 ปฏิกิริยายอนการสลาย   
 

6.2.1 สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดที่มีบทบาทเปนยา   
 

นักวจิัยไดใชปฏิกิริยายอนการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด ซ่ึงมีประโยชนสําหรับใชในการวิจัยในดานตางๆ ทั้งทางการแพทย  
เภสัชศาสตร ใชศึกษาพัฒนาเครื่องมือตรวจวินิจฉยัโรค  และการพัฒนายาตางๆ  ซ่ึงพบวามีน้ําตาล
หลายชนิดที่มบีทบาทสําคัญในการเปนยา เชน แลคตูโลส (lactulose) ซ่ึงเปนไดแซคคาไรด (ภาพที่ 
11) ใชเปนยารกัษาโรคทองผูกเรื้อรัง โดยการยอยสลายแลคตูโลสจะชวยดงึน้ําเขาไปยังลําไสทําให
มีการระบาย  นอกจากนี้แลคตูโลสยังชวยรักษาโรค Hepatic encephalopathy ไดอีกดวย (Geert-Jan 
Boons, 1996)   
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ภาพที่ 11  โครงสรางของแลคตูโลส 
ที่มา: Geert-Jan Boons (1996) 
 

6.2.2 สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดเพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
 

นักวจิัยไดใชปฏิกิริยายอนการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด  เนื่องจากโอลิโกแซคคาไรดเปนโพลีแซคคาไรดสายสั้นๆ  ซ่ึง
ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2-10 โมเลกุล  โดยมคีุณสมบัติเฉพาะตัว 2 อยางคอื  ไมสามารถ
ถูกยอยไดดวยน้ํายอยในกระเพาะอาหาร  แตจะถูกยอยสลายไดโดยแบคทีเรียในลําไส เชน 
Bifidobacteria ซ่ึงเปน normal flora ที่มีอยูในลําไสใหญ   และดวยคุณสมบัติเฉพาะตวัของ 
โอลิโกแซคคาไรดทําใหมกีารนําโอลิโกแซคคาไรดมาใชเปนสารใหความหวานทีใ่หแคลอรี่ต่ํา โดย
ใชเปนสวนประกอบของอาหารตาง ๆ เชน คุกกี ้ ลูกกวาด  ธัญพืช  และน้ําอัดลม  (Tomomatsu, 
1994) นอกจากนี้ยังใชเปนสวนประกอบของ prebiotic food (M.E. Bruins et al, 2003) โดยโอลิโก
แซคคาไรดที่นิยมใชคือ ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (fructo-oligosaccharide)  ไซโลโอลิโกแซคคา
ไรด (xylo-oligosaccharides)  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด (galactooligosaccharides)  และ โอลิโก
แซคคาไรดจากถ่ัวเหลือง (soybean oligosaccharides) (ภาพที่ 12)   
 

สําหรับประโยชนโดยตรงของการบริโภคโอลิโกแซคคาไรดก็คือ  ชวยเพิ่ม
จํานวนของ Bifidobacteria และ Lactobacilli ซ่ึงเปน normal flora อยูในลําไส  สวนประโยชน
ทางออม ไดแก ชวยลดจํานวนของแบคทีเรียที่กอใหเกดิโรค  ชวยลดอาการทองผูก  ชวยลดระดับ
คลอเรสเตอรอลในเลือด  ชวยลดความดนัโลหิต  ชวยเพิ่มวิตามินบางชนดิ  ชวยลดปริมาณสารพิษ
และเอนไซมทีเ่ปนพิษจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย (Tomomatsu, 1994) 
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ภาพที่ 12  โครงสรางทางเคมีของโอลิโกแซคคาไรดบางชนิด 
ที่มา: Tomomatsu (1994) 
 

6.3 ปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
 

นักวจิัยไดมีการใชปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด (ใชน้ําตาล เปน acceptor) และอัลคิลกลูโคไซด (ใชแอลกอฮอลเปน
acceptor)  เนื่องจากสารประกอบไกลโคไซดมีลักษณะเปน amphipathic molecule คือมีหมูไกลโคน
ที่มีขั้ว  และอะไกลโคนที่ไมมีขั้ว  ซ่ึงมีลักษณะคลายกับสารลดแรงตึงผิว  ดังนั้นจึงมกีารใช 
ไกลโคไซดเปนสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงไกลโคไซดธรรมชาติบางตัว เชน saponin มีคุณสมบัติเปนสาร
ลดความตึงผิวธรรมชาติ  แตไมมีความปลอดภัยตอสุขภาพของผูใช  ดงันั้นจึงมีความสนใจที่จะใช
ไกลโคไซดที่สังเคราะหขึ้นเชน อัลคิลกลูโคไซด (Lirdprapamongkol, 1999)  จําพวก octyl β-D-
glucoside, decyl β-D-glucoside และ dodecyl β-D-glucoside (ภาพที่ 13)  เปนสารลดแรงตึงผิว
ประเภท non-ionic surfactants ชนิดใหม  เนื่องจากมันสามารถยอยสลายไดงายโดยจลิุนทรียใน
ธรรมชาติ  และมีการระคายเคืองตอตา และผิวนอย (Lirdprapamongkol, 1999)   
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ภาพที่ 13  อัลคิลกลูโคไซดที่ใชเปนสารลดแรงตึงผิว 
ที่มา: Wikipedia (2007) 
 

สารลดแรงตึงผิวมีบทบาทสําคัญในการนําไปประยกุตใช และใชเปนผลิตภัณฑได
หลายอยาง เชน ผงซักฟอก  สบู  น้ํายาปรับผานุม  ครีมนวดผม  สี  หมกึ  ยาฆาหญา  ยาฆาแมลง  
และอีมัลซิฟายเออร  
 



อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

 
1. เชื้อและพลาสมิด   
 

1.1 Pichia pastoris (GS115) genotype his4 

1.2 Escherichia coli (DH5α) genotype supE44ΔlacU169(φ80lacZΔM15)hsdR17 
recA1 endA1gyrA96thi-1relA1 

1.3 พลาสมิด pPICZ-His8-turncTRBG เปนพลาสมิด pPICZαB ที่มียีนของเอนไซม 
ดัลโคชิเนส (ลําดับกรดอะมิโนเริ่มที่ VPPFN) ตอจากลําดบัเบสของฮิสติดีน 8 ตัว ดังภาพที่ 14 ซ่ึงมี
อยูในหองปฎบิัติการ (Toonkool et al., 2006) 
 

 
 

ภาพที่ 14  พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG ประกอบดวย จุดเริ่มตนในกระบวนการจําลองตัว   
  (pUCori)  โปรโมเตอร (AOX1)  สัญญาณในการสงออกนอกเซล (α-factor)  ยีนของ                  
  ฮีสติดีน 8 ตัว (His8)  ยีนของเอนไซมดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนที่ลําดับกรดอะมิโน VPPFN  
  (N-terminally truncated dalcochinase)  และยีนตานยาปฏิชีวนะ zeocin (Zeocin) 
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2. สารเคมีและเอนไซม   
 

2.1 ดัลโคชินินกลูโคไซด (สกัดโดย นางสาวเพ็ญพร สูจิวัฒนารัตน  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) 

2.2 ดัลโคชิเนสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชิษณุสรร     
สวัสดิวัฒน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 

2.3 ลินามาริน (สกัดโดย นางนสุรา ทองทับทิม  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) 
2.4 ลินามาเรสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชษิณุสรร       

สวัสดิวัฒน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 
2.5 2,2’-Azonobis-3-Ethylbenz-Thiazolinesulfonic Acid (ABTS) (Roche, USA) 
2.6 Acrylamide (Bio Basic, Canada) 
2.7 Bis-acrylamide (Bio Basic, Canada) 
2.8 Agarose (Research organics, USA) 
2.9 Amicon Ultra Centrifugal Filter (Millipore, USA) 
2.10 Ammonium Sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
2.11 iso-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.12 n-Butanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.13 sec-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.14 tert-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.15 Coomasie Plus Protein Assay Kit (Pierce, USA) 
2.16 ECL plus Western blotting Detection System (Amersham, Sweden) 
2.17 Ethanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.18 Ethyl acetate (Carlo ERBA, Italy) 
2.19 Glucose oxidase kit (Sigma, USA) 
2.20 Imidazole (ICN Biomedicals, Germany) 
2.21 Methanol (Lab-Scan, Thailand) 
2.22 alpha-D-Methylglucoside (ACROS organics, USA) 
2.23 Mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase (หองปฏิบัติการ รศ.ดร. 

วัชระ  กสณิฤกษ  มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 
2.24 Ni-NTA Superflow (Qiagen, Germany) 

2.25 NucleoSpin®Plasmid kit (Macherey-Nagel, Germany) 
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2.26 para-Nitrophenol (pNP) (Sigma, USA) 
2.27 para-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) (Sigma, USA) 

2.28 PCR clean-up Gel extraction Nucleospin®Extrac II (Machery-Nagel, Germany) 

2.29 pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, USA) 
2.30 Phenyl-Sepharose CL-4B (Amersham, Sweden) 
2.31 iso-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
2.32 n-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 

2.33 QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) 
2.34 Rabbit Anti-Mouse Immunoglobins/HRP (Dako Cytomation, Denmark) 
2.35 SacI (Fermentas, USA) 
2.36 Sodium acetate (Merck, Germany) 
2.37 Sodium carbonate (Ajax Finechem, Australia) 
2.38 Silica gel 60 F254 aluminium Sheets (Merck, Germany) 
2.39 Zeocin (Invitrogen, USA) 

หมายเหต ุ สารเคมีทุกรายการเปน analytical grade 
 

วิธีการ 

 
1. การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

1.1 การหาตําแหนงบนเอนไซมดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 
สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามี

ความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดลัโคชิเนส  เปนกรดอะมิโนของเอนไซม 
ลินามาเรส  ทําการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส  
และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มกีรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขา
ไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดูจากโครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส  และใน
การทดลองนี้จะทําการกลายพันธุ 4 ตําแหนง คือ  กรดอะมิโนไอโซลิวซีนในตําแหนง 185 ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส (I185A) กรด 
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อะมิโนวาลีนในตําแหนง 255 ของเอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโน                       
ฟนิลอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส (V255F)  กรดอะมิโนไกลซีนในตําแหนง 367 ของเอนไซม
ดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโนซีรีนของเอนไซมลินามาเรส (G367S)  และกรดอะมิโน 
กลูตาเมทในตาํแหนง 455 ของเอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนของ
เอนไซมลินามาเรส (E455I) 
 

1.2 ทําการกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะ   
 

ทําการออกแบบไพรเมอรของดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว โดยมหีลักการ ดังนี ้
- ไพรเมอรทั้ง 2 สาย ตองมีตําแหนงทีเ่กิดการกลายพันธุทีต่องการ  และจับกับสาย

ตนแบบที่ตําแหนงเดยีวกัน ของสายที่อยูตรงขามกัน 
- ไพรเมอรควรมีความยาวระหวาง 12 ถึง 45 เบส  และม ีmelting temperature (Tm) 

มากกวาหรือเทากับ 78 องศาเซลเซียส โดยคํานวณจากสูตร 
 Tm = 81.5 + 0.41(%GC) – 675/N - %mismatch 
 N คือ ความยาวของไพรเมอร 

-   ตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุควรจะอยูตรงกลางของสายไพรเมอร 
- ไพรเมอรควรมี %GC อยางนอย 40%  และที่ปลายของไพรเมอรควรเปนเบส 

cytocine (C) หรือ guanine (G) 1 ตัว หรือมากกวา 1 ตัว 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้แสดงในตารางที่ 1  เมื่อ

ออกแบบไพรเมอรไดแลวทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ โดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II 
Site-Directed Mutagenesis Kit ซ่ึงมีปฏิกิริยาของการทําพีซีอาร ดังนี้   
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รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (ปริมาณ 50 ng)  2 μl 
ฟอรเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)    5 μl 
รีเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)    5 μl 
2 mM dNTP mix     1 μl 
10x บัฟเฟอร     5 μl 
น้ํากลั่นฆาเชื้อแลว     31 μl 
PfuUltra HF DNA polymerase (2.5U/μl)  1 μl 
   ปริมาตรรวม   50 μl 

มีสภาวะในการทําพีซีอาร คือ 
 95 องศาเซลเซียส  30 วินาท ี
 95 องศาเซลเซียส  30 วินาท ี
 55 องศาเซลเซียส  1 นาที             16  รอบ 
 68 องศาเซลเซียส  5.50 นาที 

 
ตารางที่ 1  ช่ือและลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 
ดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ 

ชื่อไพรเมอร %GC ลําดับนิวคลีโอไทด 

I185A DearI185Afor 48 5’GGA TTA CAC TAA ATG AGC CAT CAG 
CTT TCA CCG CGA ATG GGT ATG C3’ 

 DearI185Arev 48 5’GCA TAC CCA TTC GCG GTG AAA GCT 
GAT GGC TCA TTT AGT GTA ATC C3’ 

V255F DearV255Ffor 47 5’GGC ATT TCC TTG CAC GTA TTT TGG 
GTT ATA CCG C3’ 

 DearV255Frev 47 5’GCG GTA TAA CCC AAA ATA CGT GCA 
AGG AAA TGC C3’ 

G367S DearG367Sfor 48 5’GGT CCA GTG ACT CCC TCA TCT TGG 
ATG TGC ATT TAT CCA AAA GG3’ 

 DearG367Srev 48 5’CCT TTT GGA TAA ATG CAC ATC CAA 
GAT GAG GGA GTC ACT GGA CC 3’ 

E455I DearE455Ifor 39 5’CAT TGT TGG ACA ACT TTG AAT GGG 
CTA TTG GTT ATA CAT CAC GAT TTG G3’ 

 DearE455Irev 39 5’CCA AAT CGT GAT GTA TAA CCA ATA 
GCC CAT TCA AAG TTG TCC AAC AAT G3’ 

 
หมายเหตุ  ตัวอีกษรสีชมพู คือ ตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ 
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หลังจากทําปฏิกิริยาเสร็จแลว  นําผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบผล โดยการทําอะกาโรส
เจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1%  (ภาคผนวก ก ขอ 1)  จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดมา
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ DpnI (10 U/ μl) ปริมาตร 1 μl แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทันที 
นาน 1 ชั่วโมง  เพื่อยอยสายดีเอ็นเอตนแบบ  
 

1.3 การโคลนดัลโคชิเนสกลายพนัธุเขาสู E. coli (DH5α) 
 

เมื่อไดพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพันธุแลว ทําการถายโอนเขาสู competent E. coli 
(DH5α) โดยวธีิ electroporation  (ภาคผนวก ก ขอ 2)  เล้ียงบนอาหารแข็ง LB pH 7.5 (1%(w/v) 

tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract, 0.5%(w/v) NaCl, 1.5%(w/v) agar)  ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin 
เขมขน 25 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน  เมื่อไดโคโลนีแลวคัดเลือกโคโลนี
ที่ไดรับการถายโอนยีน โดยการสกัดพลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 4) แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI  จากนัน้ตรวจสอบผล โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1%  
(ภาคผนวก ก ขอ 1) 
 

เมื่อคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับการถายโอนยนีแลว นําโคโลนีที่ถูกตองมาสกัดพลาสมิด

โดยใชชดุสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป  NucleoSpin® Plasmid kit  จากนัน้นําพลาสมิดที่ไดไปหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบใหแนใจวาไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ถูกตองตามที่เราตองการ 
 

1.4 การโคลนดัลโคชิเนสกลายพนัธุเขาสู P. pastoris (GS115) 
 

นําโคโลนีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในเชื้อ E. coli  จากขอ 1.3 มาสกัด 
พลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 4) จากนั้นตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคนื  จากนัน้นําดีเอ็นเอที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 
(ภาคผนวก ก ขอ 5) และเตรยีมดีเอ็นเอใหไดปริมาณ 5 μg  ปริมาตร 10 μl  จากนั้นถายโอนดีเอ็นเอ
ที่ไดเขาสู competent P. pastoris (GS115) ดวยวิธี electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
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2. การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

2.1 การคัดเลือกโคโลนีที่สามารถผลิตเอนไซมไดปริมาณมาก 
 

เมื่อไดโคโลนีของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุใน P. pastoris แลว นาํมาเลี้ยงใน
อาหาร BMGH (100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 1.34%(w/v) yeast nitrogen base, 1%(v/v) 
glycerol)  ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เขยาที่ความเรว็ 180-200 รอบตอนาที  นานขามคืน  แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 10 นาที  เอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลัน่  แลวหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําเซลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMH (100 mM potassium 
phosphate, pH 6.0, 1.34%(w/v) yeast nitrogen base, 0.5%(v/v) methanol, 0.5%(w/v) casamino)  ที่
มี 4x10-5% (w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  โดยใหไดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm  ประมาณ 10  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอนาที นาน
ขามคืน  แลวเติม 100% methanolใหไดความเขมขน 0.5%(v/v) ทุกๆ 24 ชั่วโมง  เล้ียงไปประมาณ 
4-6 วัน แลวนาํไปตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซม (ขอ 5.1) และเลือกโคลนที่มีกิจกรรมของเอนไซม
สูงที่สุดไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ Shake flask ตอไป 
  

2.2 การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุในระบบ Shake flask  
 

ในการเลี้ยงเซลลแบบ Shake flask นําโคโลนีมา 1 โคโลนีเล้ียงในอาหาร BMGH 
ปริมาตร 20 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  เล้ียงที่อุณหภูม ิ30  
องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอนาที นานขามคืน  จากนั้นนําเซลลแขวนลอยที่
ไดมา 20 ml เล้ียงในอาหาร BMGH ปริมาตร 130 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) 
histidine  เล้ียงเหมือนกับสภาวะแรกนานขามคืน  จากนัน้นํามาหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนของเหลวทิ้งเอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลั่น  แลวหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนัน้นําเซลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMH ปริมาตร 
150 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  โดยใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 600 nm  ประมาณ 10  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอ
นาที นานขามคืน  แลวเติม 100% methanol  ทุกๆ 24 ชั่วโมง  โดยใหอาหารมีความเขมขนของ    
0.5%(v/v) methanol เล้ียงไปประมาณ 10-15 วัน  วัดกจิกรรมเอนไซมในอาหารที่เล้ียงเซลลทุกๆ 2 
วัน (ขอ 5.1) จนกระทั่งกิจกรรมไมเพิ่มขึ้นอกีตอไป  นําเซลลแขวนลอยที่ไดมาหมนุเหวีย่งที่
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ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เก็บสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไวเพื่อแยกเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธิ์ตอไป (ขอ 3) 
 
3. การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ   
 

นําอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลดัลโคชิเนสกลายพันธุมาผาน ultrafiltration membrane ที่มี 
molecular weight cut off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อลดปริมาตร  จากนัน้เติม ammonium sulfateให
ไดความเขมขน 1 M  นําไปผานคอลัมน phenyl sepharose  ลางคอลัมนดวย 10 mM potassium 
phosphate pH 7 ที่มี 1 M ammonium sulfate และชะโปรตีนออกจากคอลัมนดวย 10 mM potassium 
phosphate pH 7 วัดกจิกรรมเอนไซม (ขอ 5.1) ทุก fraction  และเก็บ fraction ที่มีกิจกรรม 

 
นํา fraction ที่ไดจากการผานคอลัมน phenyl sepharose มาทําไดอะไลซิส (dialysis) กับ    

10 mM sodium phosphate pH 8 เพื่อกําจดั ammonium sulfate และปรับ pHใหได 8  จากนั้นนํามา
ผานคอลัมน Ni-NTA  โปรตีนชนิดอื่นจะไมจับกับนเิกิลไอออน และจะถูกชะออกมาจากคอลัมน  
แตโปรตีนที่เราตองการจะมี polyhistidine tag และจับกับนิเกิลไอออนทําใหติดอยูในคอลัมน  
จากนั้นลางคอลัมนดวย wash buffer (50 mM Sodium phosphate, pH 8, 300 mM NaCl)  แลวชะ
โปรตีนออกจากคอลัมนดวย elution buffer (50 mM Sodium phosphate, pH 8, 300 mM NaCl, 250 
mM imidazole)  เก็บ fraction ไวตรวจวดักจิกรรมเอนไซม  
 

นํา fraction ที่ไดจากการผานคอลัมน Ni-NTA มาผาน Amicon ultrafiltration ที่มี 
molecular weight cut off 30 กิโลดาลตัน  เพื่อกําจัด imidazole ออก  และละลายเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดดวย 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ปริมาตร 1 ml  นําเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดในแตละขั้นของการทําบริสุทธิ์ มาหาปริมาณโปรตีนโดยใช Coomasie 
Plus Protein Assay Reagent Kit แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคาปริมาณ
โปรตีน (mg/ml)  โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (ภาพผนวกที่ ข1) 
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4. การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได   
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธิ์  โดยการวิเคราะห
อิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-Polycrylamide 
Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) (ภาคผนวก ก ขอ 6)  การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน- 
ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-Polycrylamide Gel Electrophoresis, Non-
denaturing PAGE) โดยใชปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนส 0.2 unit แลวนําเจลที่ไดไปยอมดวย 1 mM 
4-methylumbelliferyl-β-D-glucose (4-MU-Glc) แลวตรวจสอบการเรืองแสงของแถบเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอลัตราไวโอเลต (ภาคผนวก ก ขอ 7)  และการทําเวส
เทอรนอิมมูโนวิเคราะห (Western blot)  โดยใช mouse monoclonal antibody against natural 
dalcochinase เปน primary antibody  และใช horseradish peroxidase-conjugated rabbit polyclonal 
antibody against mouse immunoglobulins เปน secondary antibody (ภาคผนวก ก ขอ 8)  
 
5. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

5.1 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์ 
 

การวัดกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่มีในอาหารเลี้ยงเชือ้กับสับสเตรท 
pNP-Glc ทําไดโดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อมาปริมาตร 250 μl เติมสับสเตรทใหไดความเขมขน 1 mM 
และเติม 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 500 μl  บมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  สําหรับในขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน pNP (ภาพผนวกที่ ข2) 

 
5.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 

  
บมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ปริมาตรตางๆ รวมกับ 15 mM pNP-Glc ใน 0.1 M 

sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 100 μl  บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
5 นาที  แลวเตมิ 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  เพือ่หยุดปฏิกิริยา จากนั้นนําไปวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพือ่เปล่ียนเปนคา
กิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐาน pNP (ภาพผนวกที่ ข3) 
 

5.3 การศึกษาคณุสมบัติทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat) 
 

นําเอนไซมทีท่ําใหบริสุทธิ์แลวมา 0.1 unit ทําปฏิกิริยากบัสับสเตรท 3 ชนิด (0-15 mM  
ดัลโคชินินกลูโคไซด  0-7 mM  ลินามาริน  และ0-45 mM  pNP-Glc)  เตมิ 0.1 M sodium acetate 
buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 50 μl  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  หยดุ
ปฏิกิริยาโดยนาํไปตมนาน 5 นาที และทําใหเยน็ทันที  จากนั้นเติม 2 mg/ml ABTS ปริมาตร 50 μl 
และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 
นาที และนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 นาโนเมตร  นําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
กลูโคส (ภาพผนวกที่ ข4)  และใชโปรแกรม KaleidaGraph (Synergy Software) ในการหาคา
จลนพลศาสตรโดยคํานวณจากสมการของ Michaelis-Menten 

V    =    Vmax [S] / ( Km+[S] ) 
 

5.4 การศึกษาคณุสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
 

ใชเอนไซมที่ทาํใหบริสุทธิ์แลว 0.1 unit ทําปฏิกิริยากับ 0.9 M short chain alkyl 
alcohols (C1-C4) ชนิดตางๆ (methanol, ethanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, 
sec-butanol และ tert-butanol)  เพื่อเปน glucosyl acceptor  และใช 10 mM pNP-Glc เปน glucosyl 
donor ใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 100 μl  จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  นาน 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยนําไปตมนาน 5 นาที  จากนั้นนาํ
ปฏิกิริยาที่ไดไปวิเคราะหดวยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 
 

การวิเคราะห TLC จะนําตวัอยางมา 8 μl หยดบนแผน Silica gel 60 F254 aluminium 
แลวนําไปแชในสารละลาย A (ethyl acetate/methanol/water 16:6:1) ใหสารละลาย A วิ่งผานแผน 
TLC ประมาณ 4.25 เซนติเมตร ทํา 2 รอบ  จากนั้นนําไปแชในสารละลาย P (2-propanol/ethanol/ 
water 5:1:2)  และใหสารละลาย P วิ่งผานแผน TLC ประมาณ 1.75 เซนติเมตร ทํา 2 รอบ จากนั้นนาํ
แผน silica ไปจุมใน 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol  แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  125  
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สําหรับ standard marker จะประกอบดวยกลูโคส  pNP-Glc  และ
เมทิลกลูโคไซด ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol, 80 nmol  แลวนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑ

ที่ไดดวยเครื่อง GS-800 imaging densitometer (Bio-Rad, USA) โดยใชโปรแกรม Quantity One® 
 



ผลและวิจารณ 

 
1. การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

1.1 การหาตําแหนงบนเอนไซมดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคที่จะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการ
เปล่ียนกรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามีความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัล
โคชิเนส  เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงคาดวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงที่
สําคัญเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ได นาจะมีคณุสมบัติคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ 
สามารถสลายลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติขเองเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทํา
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย   

 
การหาตําแหนงเพื่อทําการกลายพันธุ ทําโดยการเปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ

เอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส ดังภาพที่ 15  และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มี
กรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขาไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดู
จากแบบจําลองโครงสรางสามมิติของดัลโคชิเนส ดังภาพที่ 16  และในการทดลองนี้จะทําการสราง
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิดคือ   

 
1.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A  เปนการแทนทีก่รดอะมิโนไอโซลิวซีนใน

ตําแหนง 185 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงทั้ง
กรดอะมิโนไอโซลิวซีน (ภาพที่ 17ก) และอะลานีน (ภาพที่ 17ข) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีขัว้
เหมือนกนั แตกรดอะมิโนอะลานีนมีแขนงขางที่ส้ันกวา ซ่ึงอาจจะทาํใหเอนไซมดัลโคชิเนส    
กลายพันธุ I185A สามารถจับกับสับสเตรทที่มีหมูอะไกลโคนขนาดใหญ อยางเชน หมูอะไกลโคน
ของดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  และนาจะเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภมูิ 
และตติยภูมิเปนตัวรับไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติอีกดวย 
 

2.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เปนการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนใน
ตําแหนง 255 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานนีของเอนไซมลินามาเรส  
เนื่องจากกรดอะมิโนวาลีน (ภาพที่ 17ค) และฟนิลอะลานีน (ภาพที่ 17ง) เปนกรดอะมิโนประเภท
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ไมมีขั้วเหมือนกัน แตฟนิลอะลานีนมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก ซ่ึงมีขนาดใหญกวาแขนง
ขางของวาลีนซึ่งเปนประเภทอะลิฟาติก  ซ่ึงนาจะทําใหแขนงขางของฟนิลอะลานีนเขาถึงสับสเตรท
ที่มีหมูอะไกลโคนขนาดเล็ก อยางเชน หมูอะไกลโคนของลินามาริน และ pNP-glc ไดดีขึ้น  ดังนัน้
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F นาจะเรงปฏิกิริยาการสลายลินามาริน และ pNP-glc  และ
เกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 

3.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เปนการแทนที่กรดอะมิโนไกลซีนใน
ตําแหนง 367 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนซรีีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงกรดอะมิโน
ไกลซีน (ภาพที่ 17จ) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีขั้ว ขณะทีก่รดอะมโินซีรีน (ภาพที่ 17ฉ) เปน
กรดอะมิโนประเภทมีขัว้ และมีแขนงขางยาวกวากรดอะมิโนไกลซีนเล็กนอย  นาจะทําใหแขนงขาง
ของซีรีนเขาถึงสับสเตรทไดดีขึ้น  จึงคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ G367S นาจะเรง
ปฏิกิริยาการสลายสับสเตรท  และเกดิปฏิกริิยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 

4.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I  เปนการแทนทีก่รดอะมิโนกลูตาเมทใน
ตําแหนง 455 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึง
กรดอะมิโนกลูตาเมท (ภาพที่ 17ช) เปนกรดอะมิโนที่มปีระจุลบ  ขณะที่กรดอะมิโนไอโซลิวซีน 
(ภาพที่ 17ก) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมขีั้ว  ซ่ึงจะเปนการเพิ่มความเปน hydrophobic ใหกับ
สภาพแวดลอมในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน  จึงนาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
E455I สามารถจับกับหมูอะไกลโคนของสับสเตรทที่เปน hydrophobic เหมือนกนั  เชน  หมูอะไกล
โคนของดัลโคชินินกลูโคไซด  ลินามาริน  และ pNP-Glc รวมถึงการจบักับแอลกอฮอลไดดีขึ้น  
ดังนั้นเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I นาจะเรงปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทที่มีหมู              
อะไกลโคนเปนชนิดไมมีขัว้  และเกดิปฏิกริิยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
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ภาพที่ 15  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส   
                 TRBG = เอนไซมดัลโคชิเนส  CVLM = เอนไซมลินามาเรส  ตัวอักษรสชีมพู =  
                 ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ  ขดีเสนใต = ตําแหนงอนุรักษอยางมากในไกลซิล 
                 ไฮโดรเลส แฟมิลี 1  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  แบบจําลองโครงสรางสามมิติของดัลโคชิเนสที่แสดงใหเหน็ตําแหนงของ I185 (สี 

                 เหลือง), V255 (สีแดง), G367 (สีชมพู)  และ E455 (สีเขียว) 
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ภาพที่ 17  โครงสรางกรดอะมิโน  (ก) ไอโซลิวซีน  (ข) อะลานีน  (ค) วาลีน  (ง) ฟนลิอะลานีน  (จ)  
   ไกลซีน  (ฉ) ซีรีน  (ช) กลูตาเมท 

 
1.2 การทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (Site-directed mutagenesis) 

 
เมื่อออกแบบไพรเมอรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดไดแลว ดังวิธีการ

ทดลองขอ 1.2  ทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ โดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II Site-
Directed Mutagenesis Kit  และตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยการทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโต 
โฟเรซิส โดยใชความเขมขนเจล 1% เปรียบเทียบกับ DNA standard ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 18  พบ
แถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดมากกวา 3 กิโลเบส  ซ่ึงคาดวานาจะเปนแถบดีเอน็เอของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุทั้ง 4 ชนิด คือ I185A, V255F, G367S และ E455I  ซ่ึงจากผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโต
โฟเรซิสนี้ ไมสามารถระบุขนาดของแถบดีเอ็นเอไดแนชัด เนื่องจากดเีอ็นเอมาตรฐานที่ใชมีขนาด
ไมเหมาะสม ดังนั้นควรเลือกใช DNA standard ที่มีขนาดเหมาะสมมากกวานี ้เชน ดีเอ็นเอของ
ฟาจนแลมดาที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
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ภาพที่ 18  ผลการทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (1 = ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  2 =  
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  3 = ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  4 =  ดัลโคชิเนส     
                 กลายพันธุ E455I  M = DNA standard)  

 
1.3  การโคลนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E. coli (DH5α) และ P. pastoris 

(GS115) 
 

เมื่อทําการถายโอนพลาสมิด ที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 
ชนิด เขาสู competent E. coli (DH5α) โดยวิธี electroporation แลว  พบวาไดโคโลนจีํานวน 7, 2, 5 

และ 7 โคโลนี สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ  
เมื่อไดโคโลนีแลวคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับการถายโอนยนี โดยการสกดัพลาสมิดจากโคโลนีของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว  แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  จากนัน้ตรวจสอบ
ผล โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1% เปรียบเทยีบกับ DNA 
standard  ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 19  พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาดประมาณ 3.8 กิโลเบส และ 1.4 
กิโลเบส ตามที่คาดไว ในทกุๆ โคโลนีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A, V255F, G367S 
และ E455I  แสดงวาโคโลนีที่ไดเปนโคโลนีที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดทั้งหมด   
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ภาพที่ 19  ผลการตัดพลาสมิดที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ดวย 
   เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  (ก) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  (ข) เอนไซม 
   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  (ค) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  (ง) เอนไซม 
   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I  หมายเลขบนรูป = หมายเลขโคโลนีของพลาสมิดที่สกัดได  
   และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  M = DNA standard 

 
จากนั้นเลือกโคโลนีจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุแตละชนิดมา 1 โคโลนี คือ 

โคโลนีที่ 7, 1, 5 และ 1  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 

ตามลําดับ เพื่อนําไปสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป (NucleoSpin® Plasmid kit)  
จากนั้นนําพลาสมิดที่ไดไปหาลําดับนวิคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบใหแนใจวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
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กลายพันธุที่ไดมีตําแหนงที่เกิดการกลายพนัธุในตําแหนงที่ถูกตอง  ผลการหาลําดับนวิคลีโอไทด
แสดงดังภาพที่ 20-23  และแสดงผลอยางละเอียดในภาคผนวก ค-ฉ  จากผลการหาลําดับ                
นิวคลีโอไทดของพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพันธุแตละชนิด  พบวาประสบความสําเร็จในการสราง
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ซ่ึงแสดงใหเห็นไดจาก ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการ
เปล่ียนแปลงไปอยางถูกตอง ในตําแหนงทีต่องการ คือ เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A มีการ
เปล่ียนลําดับนวิคลีโอไทดจาก ATC (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอน
ของกรดอะมิโนอะลานีน) (ภาพที่ 20)  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีการเปลี่ยนลําดับ   
นิวคลีโอไทดจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโน       
ฟนิลอะลานีน) (ภาพที่ 21)  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S มีการเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทด
จาก GGA (โคดอนของกรดอะมิโนไกลซนี) ไปเปน TCT (โคดอนของกรดอะมิโนซีรีน)  (ภาพที่ 
22)  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I มีการเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดจาก GAG (โคดอนของ
กรดอะมิโนกลูตาเมท) ไปเปน ATT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน)  แตเนือ่งจากผลการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดใชรีเวิรสไพรเมอร ดังนั้นผลที่ไดจึงแสดงออกมาเปน AAT  (ภาพที่ 23) 
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ภาพที่ 20  เปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม           
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  ลําดับนิวคลีโอไทด ATC ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 ไอโซลิวซีน เปล่ียนเปน GCT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน  วงกลมสีแดง 
                 แสดงตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ  
 

 
 
 
 
 

(ก)

(ข)
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ภาพที่ 21  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ลําดับนิวคลีโอไทด GTT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 วาลีน เปล่ียนเปน TTT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนฟนลิอะลานีน  วงกลมสีแดง 
                 แสดงตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)

(ข)



   

50 

 
ภาพที่ 22  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม            
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ลําดับนิวคลีโอไทด GGA ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 ไกลซีน เปล่ียนเปน TCT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนซีรีน  วงกลมสีแดงแสดง  
                 ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)

(ข)
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ภาพที่ 23  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม 

   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ลําดับนิวคลีโอไทด GAG ซ่ึงเปนโคดอนของ 
   กรดอะมิโนกลูตาเมท เปล่ียนเปน ATT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน  (แต 
   เนื่องจากผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดทีไ่ดใชรีเวิรสไพรเมอร ดังนัน้ผลที่ไดจึงแสดง 
   ออกมาเปน AAT) วงกลมสีแดงแสดงตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 

 

(ก)

(ข)
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เมื่อนําโคลนของ E. coli ที่มีพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพนัธุทั้ง 4 ชนิดที่ได มาสกัด 
พลาสมิด  และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  แลวถายโอนดีเอ็นเอที่
ไดเขาสู competent P. pastoris (GS115) ดวยวิธี electroporation พบวาไดโคโลนีจํานวน 8, 14, 6 
และ 20 โคโลนี สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 
ตามลําดับ 
 
2. การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 
 เมื่อไดโคโลนขีองเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดแลว นําโคโลนีที่ไดทั้งหมดมา 
เล้ียงในอาหาร BMGH นานขามคืน และเลีย้งในอาหาร BMMH  ที่มี 0.5%(v/v) methanol  ทุกๆ 24 
ช่ัวโมง นาน 6 วัน แลวนําไปตรวจวดักจิกรรมของเอนไซม ดังวิธีการทดลองขอ 5.1  ผลที่ไดแสดง
ดังตารางที่ 2-5  และเลือกโคโลนีที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุแตละชนดิ ไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ shake flask ตอไป  โดย
เลือกโคโลนีที่ 1, 13, 5 และ 13 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ 
E455I ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 2  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

0.388 
0.182 
0.116 
0.239 
0.162 
0.139 
0.216 
0.181 
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ตารางที่ 3  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 

0.967 
1.279 
1.559 
1.333 
1.263 
0.016 
0.071 
1.642 
0.560 
0.317 
0.752 
1.123 
1.661 
0.615 

 
 
ตารางที่ 4  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.337 
0.246 
0.132 
0.123 
0.743 
0.689 
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ตารางที่ 5  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

0.373 
0.759 
0.907 
0.466 
0.888 
0.746 
0.868 
0.946 
0.821 
0.564 
0.526 
0.702 
1.012 
0.608 
0.852 
0.618 
0.701 
0.601 
0.617 
0.745 
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3. การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ   
 
 นําโคโลนีที่มีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสูงที่สุดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย 
พันธุแตละชนดิ ไดแก โคโลนีที่ 1, 13, 5 และ 13 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, 
V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ มาเลี้ยงในระบบ shake flask ดังวิธีการทดลองในขอ 2.2  
เนื่องจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุจะถูกหล่ังออกมาอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนั้นจะนําสวน
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปแยกใหบริสุทธิ์ตอไป   
 

ในการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธิ์ จะนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปผาน 
ultrafiltration membrane, คอลัมน phenyl sepharose, คอลัมน Ni-NTA และ amicon ultrafiltration 
ตามลําดับ ดังวิธีการทดลองในขอ 3  ซ่ึงในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์จะมกีารหากิจกรรม
ของเอนไซม  และปริมาณโปรตีน  โดยผลการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดให
บริสุทธิ์แสดงดังตารางที่ 6-9 
 
ตารางที่ 6  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 1 L 
 

Purification 
Step 

Total activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific activity 
(unit/mg) 

Purification fold 
 

Yield 
(%) 

culture medium 9.16 250.35 0.04 1.00 100.00 
ultrafiltration  7.94 179.04 0.04 1.21 86.69 

 phenyl 
sepharose  4.23 43.12 0.10 2.68 46.13 
 Ni -NTA 2.26 30.98 0.07 1.99 24.68 
amicon 

centrifugal 1.56 10.23 0.15 4.16 17.00 
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ตารางที่ 7  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 1 L 
 

Purification 
Step  

Total activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific activity 
(unit/mg) 

Purification fold 
 

Yield 
(%) 

culture medium 50.77 223.92 0.23 1.00 100.00 
ultrafiltration  48.01 142.61 0.34 1.48 94.56 

 phenyl 
sepharose  19.80 49.78 0.40 1.75 39.01 
Ni -NTA 10.88 29.02 0.37 1.65 21.43 
amicon 

centrifugal 7.16 9.55 0.75 3.31 14.10 

 
 
ตารางที่ 8  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 1 L 
 

Purification 
Step  

Total activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific activity 
(unit/mg) 

Purification fold 
 

Yield 
(%) 

culture medium 14.44 83.77 0.17 1.00 100.00 
ultrafiltration  10.82 47.94 0.23 1.31 74.91 

 phenyl 
sepharose  5.58 21.07 0.26 1.54 38.67 
 Ni -NTA 2.67 8.45 0.32 1.84 18.52 
amicon 

centrifugal 2.09 3.98 0.53 3.05 14.47 
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ตารางที่ 9  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 1 L 
 

Purification 
Step 

Total activity 
(unit) 

Total protein 
(mg) 

Specific activity 
(unit/mg) 

Purification fold 
 

Yield 
(%) 

culture medium 21.89 172.25 0.13 1.00 100.00 
ultrafiltration  22.27 110.05 0.20 1.59 101.74 

 phenyl 
sepharose  14.83 43.89 0.34 2.66 67.76 
 Ni -NTA 6.68 23.01 0.29 2.29 30.53 
amicon 

centrifugal 3.96 5.71 0.69 5.46 18.10 

 
ผลจากการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุใหบริสุทธิ์พบวา ไดเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณ 1.56, 7.16, 2.09 และ 
3.96 U ตอ ปริมาตร culture  1 L ตามลําดับ  จากตารางการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุให
บริสุทธิ์จะพบวาปริมาณโปรตีนที่ไดในขั้นการทํา amicon centrifugal (10.23, 9.55, 3.98 และ 5.17 
mg ตามลําดับ) มีคานอยกวาในขั้นตอนที่ผานคอลัมน Ni-NTA (30.98, 29.02, 8.45 และ 23.01 mg 
ตามลําดับ) มาก ซ่ึงจริงๆ แลวนาจะมีคาใกลเคียงกัน เพราะในขัน้การทาํ amicon centrifugal มี
จุดประสงคเพือ่จะลดปริมาตร และกําจดั imidazole ที่ใชเปนตัวชะโปรตีนออกเทานัน้  แตที่ไดผล
เชนนี้อาจเปนเพราะมีการปนเปอนเอนไซมโปรติเอสในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  จึงทําให
โปรตีนถูกเอนไซมโปรตีเอสยอยจนมีขนาดเล็กกวา 30 กโิลดาลตัน จึงหลุดผานเมมเบรนที่มี 
molecular weigh cut off  เทากับ 30 ไปได  หรืออาจจะมกีารรั่วของเมมเบรนจึงทําใหโปรตีนที่
ตองการหลุดผานเมมเบรนไปได  ซ่ึงจะทําใหไดคาปริมาณโปรตีนหลังการทํา amicon centrifugal ลด
นอยลง   
 

สําหรับคา specific activity ซ่ึงปกติแลวคานี้จะตองมีคาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่อผานขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น เนือ่งจากคากิจกรรมของเอนไซม (total activity) ในแตละขั้นตอนของ
การทําใหบริสุทธิ์ควรมีคาเทาเดิม หรือลดลงเล็กนอย  ขณะที่คาปริมาณโปรตีน (total protein) ควร
จะมีคานอยลงเรื่อยๆ เพราะมีการกําจัดโปรตีนที่ไมตองการออกไปมากขึ้น  แตในการทดลองนี้
พบวาคา specific activity ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A, V255F และ E455I ใน
ขั้นตอนที่ผานคอลัมน Ni-NTA (0.07, 0.37 และ 0.29 unit/mg ตามลําดบั) จะมีคานอยกวาในขัน้ 
phenyl sepharose (0.10, 0.40 และ 0.34 unit/mg ตามลําดบั) ซ่ึงอาจเปนเพราะวาในขัน้ตอนที่ผาน
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คอลัมน Ni-NTA มีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมเยอะ แตปริมาณโปรตีนไมไดลดลงเยอะตาม
ไปดวย  ดังนัน้จึงทําใหไดคา specific activity นอยลง  และการที่กิจกรรมของเอนไซมลดลงไป
เยอะนั้น อาจเนื่องมาจากเอนไซมมีการเสียสภาพในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  ซ่ึงอาจเกิด
จากมีการปนเปอนเอนไซมโปรติเอส  หรืออุณหภูมิของตูเย็นทีใ่ชในการทําใหบริสุทธิ์ไมเย็นพอ  
นอกจากนี้  และจากการที่คา specific activity ในขั้น Ni-NTA นอยลงนั้นก็จะสงผลถึงคา 
purification fold ดวย 
 

และเพื่อที่จะแกไขปญหาตางๆ ในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  ผูทําการทดลองควรจะทาํ
ความสะอาดอปุกรณตางๆ รวมถึงตูเยน็ที่จะใชในการทําใหบริสุทธิ์ใหสะอาดกอนการใชงานทุก
คร้ัง เพื่อปองกันการปนเปอนของเอนไซมโปรติเอส  และควรใชตูเย็นที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสม 
(ประมาณ 4 องศาเซลเซียส) เพื่อปองกันการเสียสภาพของเอนไซม  นอกจากนี้ควรวดัคากิจกรรม
และปริมาณโปรตีนของเอนไซมใหมีความแมนยํา เพื่อใหไดขอมูลที่ถูกตองที่สุด 
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4. การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได   
 
 เมื่อแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดไดแลว นํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดย 
การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และตรวจสอบวาเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดเปนเอนไซมดัลโคชิเนสจริง โดยการทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห 
โดยใช mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase เปน primary antibody  ผลที่ได
แสดงดังภาพที่ 24  จากผลการทดลองพบวา  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดเปนเอนไซม 
ดัลโคชิเนสจริง เนื่องจากปรากฏแถบบนแผนฟลมในการทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห  และมี
ขนาดใกลเคยีงกับเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  คือมีขนาด
ประมาณ 66 กโิลดาลตัน  แตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุจะมีลักษณะเปนปน และมขีนาดใหญ
กวาเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติเล็กนอย  ซ่ึงคาดวาเกดิจากกระบวนการเติมหมูน้ําตาลของยีสตที่
มีความหลากหลายและมีมากกวาของพืช  (Carlsson, 1993) 

 
ภาพที่ 24  การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกได  (ก) SDS-PAGE  
                 ที่ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot ที่แสดงผลบนแผนฟลม  (1 =  
                 เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  2 = รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  3 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  4 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  5 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  6 = เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I  และ M =  
                  Protein standard) 

M     1      2     3     4      5      6 1      2      3     4      5      6 

66.2 
45.0 
35.0 
25.0 
18.4 

kD 

(ก) (ข)

116.0 
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นอกจากนี้ยังมกีารตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบื้องตน โดยการวิเคราะหอิเล็คโตร
โฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมด โดยใชปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนส 0.2 unit  และ
ตรวจสอบการทํางานของเอนไซมโดยยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose (4-MU-
Glc) ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 25  จากผลการทดลองพบวา  เมื่อพิจารณาจากเจลที่ยอมดวย4-MU-Glc 
(ภาพที่ 25ข) พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนดิ มีความสามารถในการสลายสับสเตรท  
4-MU-Glc ไดแตกตางกัน  ซ่ึงจะพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีกิจกรรมสูงที่สุด 
(ภาพที่ 25ข lane 4) ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนนอยที่สุดเมือ่พิจารณาจากเจลที่ยอมดวย Coomassie 
brilliant blue  (ภาพที่ 25ก lane 4)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มี
ความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดดทีี่สุด  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ 
G367S มีกิจกรรมนอยที่สุด (ภาพที่ 25ข lane 3 และ 5 ตามลําดับ) ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
(ภาพที่ 25ก lane 3 และ 5)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ G367S มี
ความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดแยที่สุด  ขณะทีเ่อนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I มี
กิจกรรมใกลเคียงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส (ภาพที่ 25ข lane 
6, 1 และ2 ตามลําดับ) แตมีปริมาณโปรตีนนอยกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส (ภาพที่ 25ก lane 6, 1 และ2 ตามลําดับ)  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
E455I มีความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมี
ความสามารถในการสลายสบัสเตรท 4-MU-Glc ไดใกลเคียงกัน  จากการที่แถบโปรตีนของรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I มีลักษณะ
เปนปน  อาจเปนเพราะกระบวนการเติมหมูน้ําตาลที่แตกตางกันในพชืกับในยีสตดงัที่กลาวมาแลว
ขางตน  นอกจากนี้การทีแ่ถบโปรตีนของรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส และเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุทุกชนิด เคลื่อนที่ไดเร็วกวาเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ อาจเปนเพราะประจุ หรือ รูปราง
ของเอนไซมที่ผลิตไดจากยีสตมีความแตกตางจากเอนไซมที่ผลิตไดจากพชื 
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ภาพที่ 25  การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมด  (ก) เจลที่ยอม 
                 ดวย Coomassie brilliant blue  (ข) เจลที่ยอมดวย 4-MU-Glc แลวตรวจสอบการเรืองแสง 
                 ของแถบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอลัตราไวโอเลต (1 =  
                 เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  2 = รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  3 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  4 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  5 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  และ 6 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I) 

 

5. การศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat)  
 
 เมื่อนําเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ลินามาเรส  และ 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดมาศึกษาคาจลนพลศาสตรกับสับสเตรท 3 ชนิดคือ pNP-Glc  
ดัลโคชินินกลูโคไซด  และลินามาริน  โดยใชวิธีการดังการทดลองที่ 5.3  และคํานวนจากสมการ
ของ Michaelis-Menten  คาจลนพลศาสตรพรอมคา standard error (S.E.) ที่ได แสดงในตารางที่ 10-
11  และกราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกับสับสเตรทแตละชนิดแสดงในภาคผนวก ช 

1      2     3     4     5     6 1      2      3      4     5    6 

(ก) (ข) 
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ตารางที่ 10  คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส   
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ในการสลาย pNP-Glc   
 

เอนไซม Km±S.E. (mM) Vmax±S.E. (mU) kcat (s
-1) kcat / Km (mM-1.s-1) 

I185A 14.33±1.07 226.59±6.74 12.29 0.86 
V255F 2.67±0.17 161.82±2.34 10.60 3.97 
G367S 5.53±0.42 91.66±2.18 9.34 1.69 
E455I 11.83±0.88 156.79±4.47 49.85 4.21 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 3.91±0.31 226.80±4.59 237.01 60.62 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 3.92±0.46 215.78±7.15 261.09 66.61 

ลินามาเรส 0.72±0.04 206.55±1.62 131.91 183.20 
 
 
ตารางที่ 11  คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส   
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 
 

เอนไซม Km±S.E. (mM) Vmax±S.E. (mU) kcat (s
-1) kcat / Km (mM-1.s1) 

I185A 0.46±0.05 3.96±0.12 0.51 1.12 
V255F 0.24±0.02 9.30±0.13 1.51 6.30 
G367S 0.21±0.01 8.18±0.07 1.24 5.92 
E455I 0.65±0.11 12.67±0.61 6.37 10.33 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 1.51±0.26 26.36±1.77 27.55 18.24 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 0.83±0.17 33.34±2.14 40.34 48.60 

ลินามาเรส N.D. N.D. N.D. N.D. 
N.D. = ไมสามารถหาคาได 
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ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลาย pNP-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรส  พบวาไดคา Km (3.92, 3.91 และ 0.72 mM ตามลําดับ)  
แตกตางจากที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้เล็กนอย (5.37, 5.78 และ 0.35 mM ตามลําดับ)
(Srisomsap et al., 1996; Keresztessy et al., 2001; Toonkool et al., 2006)  ซ่ึงอาจเปนเพราะใช
วิธีการหาคาจลนพลศาสตรที่ตางกัน  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา Km ใกลเคียงกับ
เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ แสดงวาเอนไซมที่ผลิตไดจากยีสตมีคณุสมบัติทางจลนพลศาสตร
เหมือนกับเอนไซมที่ผลิตไดจากธรรมชาติ  เมื่อเปรียบเทยีบคา Km  ในการสลาย pNP-Glc ของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดกบัเอนไซมลินามาเรส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุทั้ง 4 ชนดิ มีคา Km สูงกวาเอนไซมลินามาเรส  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุมี
ความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  และเมื่อเปรียบเทียบกับ         
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ E455I มีคา Km (14.33 
mM และ 11.83 mM ตามลําดับ) สูงขึ้นประมาณ 3 เทาของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (3.91 mM) 
แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 2 ชนิดนี้มีความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดนอย
กวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงการแทนที่ไอโซลิวซีนดวยอะลานนีที่เปนกรดอะมิโนที่มีแขนง
ขางสั้นกวา ในกรณีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A นาจะทาํใหเอนไซมมี hydrophobic 
interaction ที่นอยลงในการจับกับสวนอะไกลโคนของ pNP-Glc  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ E455I ท่ีมีการแทนทีก่รดอะมิโนกลูตาเมทซึ่งเปนกรดอะมิโนทีม่ีประจุลบ ดวยไอโซลิวซีนซึ่ง
เปนกรดอะมิโนประเภทไมมขีั้ว นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ E455I สามารถจับกับ 
pNP-Glc ไดดขีึ้น เพราะเปนการเพิ่มความเปน hydrophobic ใหกับสภาพแวดลอมในบริเวณชองจับ
กับหมูอะไกลโคน  แตผลที่ไดกลับตรงกนัขาม ซ่ึงอาจเปนเพราะ คณุสมบัติของกรดอะมิโน     
กลูตาเมทที่มีประจุลบในตําแหนงนี้  อาจจะมีความสําคัญในการจับกบัหมูไนโตรเจนไดออกไซด 
(NO2) ของ pNP-Glc และเมื่อมีการแทนที่ดวยกรดอะมิโนประเภทไมมีขั้ว จึงอาจมีผลกระทบทําให
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I มีความเหมาะสมในการจับกับ pNP-Glc ไดนอยลง  
นอกจากนี้ขนาดและรูปรางของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน อาจจะไมเหมาะสมในการจบักับ pNP-Glc 
อีกดวย  สวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F และ G367S มีคา Km (2.67 และ 5.53 mM 
ตามลําดับ) เปล่ียนแปลงเล็กนอย เมื่อเปรยีบเทียบกับรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (3.91 mM)  โดยคิด
เปน 0.7 และ 1.4 เทา ของคา Km ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตามลําดับ  แสดงวาเอนไซม         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F และ G367S มีความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดดพีอๆ กับ      
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงชี้ใหเห็นวาการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนตําแหนง 255 ดวยกรด        
อะมิโนฟนิลอะลานีน  และไกลซีนตําแหนง 367 ดวยกรดอะมิโนซีรีน ไมนาจะมีความสําคัญในการ
จับกับ pNP-Glc 
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เมื่อพิจารณาคา Vmax ในการสลาย pNP-Glc พบวาเอนไซมทุกชนิดมีคา Vmax ใกลเคียงกัน 
ยกเวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  ที่เปนเชนนี้เนื่องจากในการทดลองนี้ใชปริมาณ
เอนไซมที่มีกจิกรรมตอ pNP-Glc เทากัน คือ 0.1 U  จึงทําใหคา Vmax ที่ไดมีคาใกลเคียงกัน หรือ
แตกตางกันเลก็นอย  แตคา Vmax นี้ไมสามารถบอกถึงประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมแตละ
ชนิดได  เพราะในเอนไซม 0.1 U มีจํานวนโมเลกุลของเอนไซมไมเทากัน  ดังนัน้จึงควรพิจารณา
ประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมแตละชนิดจากคา kcat และ  kcat / Km  เมื่อพิจารณาคา kcat   
พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา kcat  ใกลเคียงกัน 
(261.09 และ 237.01 s-1 ตามลําดับ)  และใกลเคียงกับคา kcat ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่เคย
มีการรายงานมากอน (307 s-1) (Srisomsap et al., 1996)  และมีคามากกวาคา kcat  ของเอนไซม         
ลินามาเรส (131.91 s-1)  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส มี
ความสามารถในการสลาย pNP-Glc ไดมากกวาเอนไซมลินามาเรส สําหรับคา kcat / Km ของเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  พบวาไดคาใกลเคียงกนั (66.61 และ 
60.62 mM-1.s-1 ตามลําดับ)  เมื่อคํานวณคา kcat / Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติจากคาที่เคยมี
การรายงานไว  พบวาไดคา kcat / Km ( 57.17 mM-1.s1) ใกลเคียงกับการทดลองในครั้งนี ้ และมีคา
นอยกวาคา  kcat / Km ของเอนไซมลินามาเรส (183.20 mM-1.s-1) มาก  ทั้งนี้เพราะเอนไซมลินามาเรส
มีคา  Km ตอ pNP-Glc ต่ํามาก  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนท               
ดัลโคชิเนส มีประสิทธิภาพในการสลาย pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  ในกรณีของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด พบวามีคา kcat  และ kcat / Km นอยกวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรสมาก  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ทุกชนิด มีประสิทธิภาพในการสลาย pNP-Glc ไดนอยลง    
 

ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของรีคอมบิแนนท       
ดัลโคชิเนส  พบวาไดคา Km เทากับ 1.51 mM ซ่ึงใกลเคียงกับที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้ (1.48 
mM) (Toonkool et al., 2006) ขณะที่คา Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (0.83 mM) มีคานอย
กวาที่เคยมีการรายงานไวประมาณ 2 เทา (1.68 mM) (Svasti et al., 1999)  สําหรับเอนไซม             
ลินามาเรสสามารถสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดนอยมาก  อาจเปนเพราะดัลโคชินินกลูโคไซดมี
หมูอะไกลโคนขนาดใหญกวาลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสมาก  
จึงอาจทําใหโครงสรางในบริเวณชองจับกบัหมูอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส มีลักษณะไม
เหมาะสมที่จะจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด  จึงไมสามารถสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดดี  และเมื่อ
เปรียบเทยีบคา Km  ในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนดิ
กับรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดมีคา Km ลดลงเปน   
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0.3, 0.16, 0.14 และ 0.43 เทา ของคา Km ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ทั้ง 4 ชนิด สามารถจับกับดลัโคชินินกลูโคไซดไดดกีวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงจริงๆ แลว
คาดวาการแทนที่กรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส ไม
นาจะมีผลทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุจับกับดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  แตอาจจะ
เปนไปไดวาการทําการกลายพันธุใน 4 ตําแหนงนี้ อาจจะทําใหเอนไซมที่ไดมีโครงสรางที่
เหมาะสมมากขึ้นในการจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด   

 
เมื่อพิจารณาคา kcat   ของการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนส 

ธรรมชาติ  และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา  kcat  (40.34 และ 27.55 s-1 ตามลําดับ) 
ใกลเคียงกัน แตมีคานอยกวาคาที่เคยมีการรายงานไวมากสําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
(328.05 s-1) (Svasti et al., 1999)  ซ่ึงความแตกตางนี้อาจเกิดจากเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ใชมี
ความบริสุทธิ์ตางกัน เนื่องจากมีการแยกใหบริสุทธิ์ในเวลาที่ตางกัน  นอกจากนีย้ังใชวิธีการหาคา
จลนพลศาสตรที่ตางกันอีกดวย  สําหรับคา kcat / Kmพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคาตางกัน (48.60 และ 18.24mM-1.s-1 ตามลําดับ) เพราะคํานวณ
จากคา Km ที่ตางกัน และเมื่อคํานวณคา kcat / Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติจากคาที่เคยมีการ
รายงานไว  พบวาไดคา kcat / Km (195.27 mM-1.s1) แตกตางจากการทดลองในครั้งนี้มาก  เนื่องจากคา 
kcat ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้  มีคาแตกตางจากคาที่เคยมีการ
รายงานไวมาก จึงทําใหคา kcat / Km มีความแตกตางกันดวย  เมื่อเปรียบเทยีบคา kcat   และ kcat / Km   
ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด กับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส พบวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดมีคา kcat  (0.51, 1.51, 1.24 และ 6.37 s-1)   และ kcat / Km (1.12, 6.30, 
5.92 และ 10.33 mM-1.s1) สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 
ตามลําดับ ซ่ึงนอยกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทกุ
ชนิด มีประสิทธิภาพในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดนอยลง  และการทําการกลายพันธุอาจทาํ
ใหโครงสรางในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมมีความเหมาะสมนอยลงในการ
สลายดัลโคชินินกลูโคไซด 

 
ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลายลินามารินของเอนไซมลินามาเรสพบวา ไดคา 

Km, kcat และ kcat / Km เทากับ 2.28 mM, 40.91 s-1 และ 17.94 mM-1.s1 ตามลําดับ  ซ่ึงมีคาแตกตางจาก
คาที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้มาก (1.05 mM, 0.026 s-1 และ 0.025 mM-1.s1 ตามลําดับ)  
(Keresztessy et al., 2001) เพราะใชวิธีในการหาคาจลนพลศาสตรที่ตางกัน นอกจากนีเ้อนไซม       
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ลินามาเรส และลินามารินที่ใชในการทดลองก็มีความบริสุทธิ์ตางกัน เนือ่งจากมีการแยกใหบริสุทธิ์
ในเวลาที่ตางกนั สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  และเอนไซม  
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด สามารถสลายลินามารินไดนอยมากจนไมอาจคํานวณคา
จลนพลศาสตรได  ในกรณขีองเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A คาดวานาจะสามารถสลาย    
ลินามารินได  เนื่องจาก Keresztessy et al. (2003) ไดทําการทดลองพบวา  เมื่อมีการแทนที่กรด    
อะมิโนอะลานีนตําแหนง 201 ของเอนไซมลินามาเรสดวยกรดอะมิโนวาลีน (A201V) มีผลทําใหคา 
Km สูงขึ้น 5 เทา  และ คา kcat นอยลง 1.6 เทา ในการสลายลินามาริน  แสดงวากรดอะมโินอะลานีน
ตําแหนง 201 ของเอนไซมลินามาเรส ซ่ึงตรงกับไอโซลิวซีนตําแหนง 185 ของเอนไซมดัลโคชิเนส  
เปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอการจับ และการสลายลินามาริน  ดังนั้นเอนไซมดลัโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A นาจะสามารถสลายลินามารินได  แตที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุอีก 3 ชนิด ไมสามารถสลายลินามารินได  อาจเปนเพราะการแทนที่
ดวยกรดอะมิโน A201, F271, S384 และ I473 ของเอนไซมลินามาเรส ไมชวยใหเอนไซม              
ดัลโคชิเนสกลายพันธุสามารถสลายลินามารินได  หรือการทําการกลายพันธุเพียงตําแหนงเดยีว ยัง
ไมสามารถทําใหโครงสรางในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
เหมาะสมเพยีงพอ ที่จะจับกบัลินามาริน และสลายลินามารินได  และการที่เอนไซมดลัโคชิเนส 
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ไมสามารถสลายลินามารินได  อาจเนื่องจากโครงสราง
ในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส ไมเหมาะสมกบัลินามาริน ซ่ึงมีหมู  
อะไกลโคนขนาดเล็กกวาดลัโคชินินกลูโคไซด ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  
และลินามารินยังมีโครงสรางที่มีหมูแทนที ่3 หมู ติดอยูกบัอะตอมของคารบอน ซ่ึงโครงสราง
ลักษณะนี้อาจไปขัดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมดัลโคชิเนส 
 

เนื่องจากการหาคา Km ตองการความแมนยําสูง และคา Km มีการเปลี่ยนแปลงไดงายถามี
ความคลาดเคลื่อนในการทดลองเพียงเล็กนอย  ดังนั้นคา Km ที่ไดจากการทดลองนี้อาจมีความ
คลาดเคลื่อนบาง  แตอยูในระดับที่เชื่อถือได  เนื่องจากผูทําการทดลองไดเลือกใชคาจลนพลศาสตร
จากกราฟ Michaelis Menten (ภาคผนวก ช) ที่มีคา R2 มากกวา 0.99 ขึน้ไป  ความคลาดเคลื่อนใน
การทดลองอาจเกิดจาก ผูทําการทดลองไมมีความแมนยําในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาแตละขั้น เชน 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา  ปริมาตรในการปเปตสาร และเอนไซมอาจไมแมนยํา เปนตน  กจิกรรม
ของเอนไซม glucose oxidase ที่ใชในการทําปฏิกิริยาก็มคีวามสําคัญมากเชนกนั ถากจิกรรมของ
เอนไซมนี้ลดลง จะทําใหคา Vmax ที่ไดไมถูกตอง และจะมีผลตอคา kcat  ซ่ึงอาจแกปญหาโดยการวัด
กิจกรรมของเอนไซมนี้กอนทําการทดลองทุกครั้ง  สับสเตรทที่ใชในการทําปฏิกิริยาตองมีความ
บริสุทธิ์สูง  แตในการทดลองนี้สับสเตรทดัลโคชินินกลูโคไซดที่ใชมีความบริสุทธิ์นอย  จึงอาจทาํ
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ใหไดคาจลนพลศาสตรที่คลาดเคลื่อน  นอกจากสับสเตรทแลวเอนไซมที่ใชก็ตองมคีวามบริสุทธิ์ 
และควรใชเทคนิคในการหาปริมาณโปรตีนที่มีความแมนยํา จึงจะไดคา kcat ที่ถูกตองแมนยํา 
 
6. การศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส   
 
 จากการศึกษาการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  ลินามาเรส  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ตัว โดยใช 10 mM pNP-
Glc เปน glucosyl donor และใช short chain alkyl alcohols (C1-C4) ชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 0.9 M 
เปน glucosyl acceptor  ดังวธีิการทดลองในขอ 5.3 และตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดโดยการวเิคราะห 
TLC ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 26-29 
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ภาพที่ 26  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M methanol และ (ข) 0.9 M ethanol เปน  
                 glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol, 80  
                 nmol ตามลําดับ  1-7  = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนส กลายพันธุ E455I  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส 
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 27  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M n-propanol และ (ข) 0.9 M iso-propanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                  nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 28  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M n-butanol   และ (ข) 0.9 M iso-butanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                 nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 29  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M sec-butanol และ (ข) 0.9 M tert-butanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                 nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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เมื่อนําแผน TLC ไปวัดปริมาณของผลิตภณัฑที่ไดดวยเครื่อง scanning densitometer และ
นําคาที่ไดมาคาํนวณตามวิธีที่ไดรายงานโดย Svasti et al., 2003  ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 12-13  
จากผลการทดลองพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุสามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช
แอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิได  แตยังไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมไิด (ตาราง
ที่ 13) และเอนไซมลินามาเรสสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีที่สุดในแอลกอฮอลเกือบทุกชนิด 
ยกเวนใน n-propanol, n-butanol และ iso-butanol ที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ 
V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดกีวา 

 
เมื่อพิจารณาการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ  (ตารางที่ 

12)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติและรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ในแอลกอฮอลปฐมภูมิทุกชนดิ  โดยผลิตได
มากกวาประมาณ 1.5 เทา ใน methanol  และประมาณ 1.2 เทาใน ethanol, n-propanol, n-butanol 
และ iso-butanol  นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ยังสามารถผลิต alkyl glucoside 
ไดดีใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรสเมื่อใช ethanol เปนตัวรับ  และผลติ alkyl glucoside ไดดีกวา
เอนไซมลินามาเรสเมื่อใช n-propanol, n-butanol และ iso-butanol เปนตัวรับ   สําหรับเอนไซม    
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซมดัลโคชิเนส  
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ในแอลกอฮอลปฐมภูมิเกือบทุกตัวประมาณ 1.2 เทา  
ยกเวนใน methanol  และ ethanol  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S และ E455I 
สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีใกลเคียงกับเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนท 
ดัลโคชิเนส  ยกเวนใน methanol และ iso-butanol สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ G367S 
และ E455I ตามลําดับ ที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 2 ชนิดนี้สามารถผลิตไดมากกวา   
 

เมื่อพิจารณาการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับ  (ตารางที่ 
13)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ได
มากกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในแอลกอฮอลทุติยภูมิทุกตัว  
โดยเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ผลิตไดมากกวาประมาณ 4 เทา และ 2 เทา สําหรับ iso-
propanol และ sec-butanol ตามลําดับ  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ผลิตไดมากกวา
ประมาณ 3.5 เทา และ 2 เทา สําหรับ  iso-propanol และ sec-butanol ตามลําดับ สําหรับเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I และ G367S สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีใกลเคียงกับเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  อยางไรก็ตามเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
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ทั้ง 4 ชนิดยังผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  เมื่อใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปน
ตัวรับ 

 
ตารางที่ 12  เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของแอลกอฮอล 
                    ปฐมภูมิกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ลินามาเรส  และ 
                    ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด 
 

แอลกอฮอลปฐมภูม ิ
เอนไซม methanol ethanol n-propanol n-butanol iso-butanol 
I185A 19.87 39.99 73.01 91.98 89.67 
V255F 39.84 54.12 79.90 92.03 84.34 
G367S 30.36 35.84 57.56 72.95 62.36 
E455I 26.44 40.05 67.39 86.61 80.10 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 22.41 42.14 67.58 79.43 70.52 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 24.47 38.30 66.41 83.38 68.58 

ลินามาเรส 51.86 51.33 72.65 71.17 73.56 
 



   

74 

ตารางที่ 13  เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของแอลกอฮอล  
                    ทุติยภูมิ  และตติยภูมกิับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส          
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด 
 

แอลกอฮอลทุติยภูม ิ แอลกอฮอลตติยภูม ิ
เอนไซม iso-propanol sec-butanol tert-butanol 
I185A 17.53 24.69 0 
V255F 14.50 20.99 0 
G367S 9.00 7.89 0 
E455I 6.61 9.77 0 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 3.89 11.89 0 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 4.37 12.31 0 

ลินามาเรส 60.11 65.15 34.84 
 

จากการศึกษานี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  สามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทกุตัวเปนตัวรับไดดีกวาเอนไซม      
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโน
วาลีนดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่มีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก ซ่ึงมีขนาดใหญกวา  
นาจะทําใหแขนงขางของฟนลิอะลานีนเกดิ hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดดี  และทํา
ใหเอนไซมมีโครงสรางที่เหมาะสมมากขึน้ ในการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอล
ปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทกุตัวเปนตัวรับ  นอกจากนี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A ยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิ
เปนตัวรับ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ยกเวนใน 
methanol และ ethanol ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโนไอโซลวิซีน ที่มีแขนงขางยาวดวย
กรดอะมิโนอะลานีนที่มีแขนงขางสั้นลง  นาจะทําใหแขนงขางของกรดอะมิโนอะลานีนไมไป
ขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม  จึงอาจทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A สามารถจับกับแอลกอฮอลปฐมภูมิที่มีคารบอนสายยาวมากกวา 2 อะตอม  และแอลกอฮอล
ทุติยภูมิซ่ึงมีแขนงขางเกะกะไดดีขึ้น   
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คาที่ไดจากการวัดปริมาณผลิตภัณฑดวยเครื่อง scanning densitometer ดังแสดงในตารางที่ 
12-13 นั้นอาจมีความคลาดเคลื่อนเล็กนอย  แตอยูในระดบัที่เชื่อถือได  โดยพิจารณาจากคา R2 ที่ได
จากกราฟมาตรฐานของแอลกอฮอลแตละชนิด ซ่ึงควรมคีามากกวา 0.90 ขึ้นไป  โดยความคลาด
เคลื่อนในการทดลองนั้น ขึน้อยูกับปจจัยหลายอยาง เชน ปริมาตรของสารที่จุดลงบนแผน TLC อาจ
ไมแมนยํา เนื่องจากอาจมีสารติดคางอยูในอุปกรณที่ใช  การเตรียมสารละลาย A และ P ที่ใชเปนตวั
ชะ ตองมีการผสมอยางดีเพือ่ใหสารผสมเปนเนื้อเดยีวกนั  และควรวางกระดาษกรองในภาชนะทีใ่ช
ในการทําการทดลอง เพื่อใหสารละลายกระจายไปทั่วภาชนะ  นอกจากนี้ลักษณะของจุดบนแผน 
TLC ควรมีรูปรางกลม  และมีความเขมภายในจุดสม่ําเสมอ เพื่อใหการคํานวณดวยเครื่อง scanning 
densitometer มีความแมนยํามากขึ้น แตเนือ่งจากในการทดลองนี้ตองใชบัฟเฟอร ซ่ึงมีเกลือเปน
สวนประกอบเปนสวนหนึ่งในการทําปฏิกิริยา จึงอาจทําใหจุดที่ไดมีรูปรางไมกลมมากนัก  และการ
ที่จะไดความเขมภายในจดุสม่ําเสมอนั้น ตองใช sulfuric acid ที่มีความเขมขนสูงพอ ซ่ึงในการ
ทดลองนี้ใช 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol   
  

สําหรับการพัฒนาที่นาจะทาํใหเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมไิด  ควรจะทําการกลายพันธุที่มากกวา 1 ตําแหนง  เพื่อใหผลของ
การกลายพันธุในแตละตําแหนงชวยสงเสรมิกัน เพื่อใหเกดิการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคสโดยใช
แอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับได ซ่ึงจากการทดลองนี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
และ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตวัรับไดดีกวา
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดังนั้นงานวิจยัในอนาคตควรจะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุที่มีตําแหนงกลายพนัธุ 2 ตําแหนงคือ 185A และ V255F ซ่ึงเปนตําแหนงที่คาดวานาจะมี
ความสําคัญในการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคส  เพื่อใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดสามารถ
เรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ  หรือแอลกอฮอลที่มีสายยาวเปนตัวรับได   
 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคที่จะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการเปลี่ยน
กรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามีความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  
เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงคาดวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงทีสํ่าคัญ เอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดนาจะมีคุณสมบตัิคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ สามารถสลาย             
ลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย  โดยในการทดลองนี้ไดสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด คือ 
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I  โดยเลือกตําแหนงที่จะทําการ
กลายพันธุจากการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส 
และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มกีรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขา
ไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดูจากโครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชเินส  จากนัน้

ทําการกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะโดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis 
Kit 

 
เมื่อไดโคลนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนดิแลว ใหมีการแสดงออกของ

เอนไซมใน Pichia pastoris ซ่ึงเอนไซมที่ผลิตไดจะหล่ังออกสูอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนัน้จะนําสวน
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปแยกใหบริสุทธิ์โดยผาน ultrafiltration membrane, คอลัมน phenyl sepharose, 
คอลัมน Ni-NTA และ amicon ultrafiltration ตามลําดับ  ซ่ึงจะไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใน
ปริมาณที่เพียงพอสําหรับการวิเคราะหในขั้นตอนตอไป  นําเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 
ชนิดที่แยกไดมาวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และทําเวสเทอรน 
อิมมูโนวิเคราะหพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทีแ่ยกไดเปนเอนไซมดัลโคชิเนสจริง  
นอกจากนี้ยังมกีารตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบื้องตน โดยการวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล โดยยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose 
(4-MU-Glc)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนดิมีกิจกรรมตอสับสเตรท 4-MU-Glc  ซ่ึง
จะพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีกิจกรรมสูงที่สุด  และมีกิจกรรมสูงกวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
และ G367S มีความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดนอยที่สุด  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ E455I มีกิจกรรมใกลเคียงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส 
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จากการศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด  
เปรียบเทียบกบัเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรส  โดยใช
สับสเตรท pNP-Glc  ดัลโคชินินกลูโคไซด  และลินามารนิ พบวาการแทนที่กรดอะมโินของ
เอนไซมดัลโคชิเนสดวย A201, F271, S384 และ I473 ซ่ึงเปนกรดอะมโินของเอนไซมลินามาเรส 
ไมชวยทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดสามารถสลายลินามารินได ซ่ึงอาจเปนเพราะ
การกลายพันธุเพยีงตําแหนงเดียว อาจจะทําใหไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไมมี
ความสามารถเพียงพอที่จะสลายลินามาริน  และการกลายพันธุในตําแหนง I185A  V255F  G367S 
และ E455I นาจะมีความสําคญัตอคา Km ในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  โดยพบวาเอนไซม    
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตวัสามารถจับกบัดัลโคชินินกลูโคไซดไดดขีึ้น  สําหรับการสลาย pNP-
Glc พบวาการกลายพันธุที่ G367S และ V255F ไมนาจะมคีวามสําคัญตอคา Km ในการสลาย pNP-
Glc แตการกลายพันธุที ่I185A และ E455I ทําใหคา Km ในการสลาย pNP-Glc เพิ่มขึน้  อยางไรก็
ตามเมื่อพิจารณาคา kcat / Km พบวาการทําการกลายพันธุทัง้ 4 ตําแหนงนี ้ทําใหเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุที่ไดมีประสิทธิภาพในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  และ pNP-Glc ลดลงมาก   
 

การศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรท ในสวนของหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  
นอกจากจะศกึษาโดยการทําการทดลองดังงานวิจยันี้ไดแลว  ยังสามารถทํานายไดจากคอมพิวเตอร
โดยใชโปรแกรม Modelling และ Molecular docking ไดอีกดวย โดยดจูากคาพลังงานของเอนไซม
ที่ใชในการจับกับสับสเตรท  ซ่ึงการใชโปรแกรมคอมพวิเตอรจะชวยใหสามารถทํานายความ 
สัมพันธไดลวงหนา  และอาจจะชวยใหการวิเคราะหผลการทดลองงายขึ้น  แตอยางไรก็ตามตองมี
การทําการทดลองจริง เพื่อยนืยันผลที่เกดิขึ้น เพราะสภาพแวดลอมในธรรมชาติที่แทจริง อาจแตก 
ตางจากสภาพแวดลอมที่จําลองขึ้นในโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 
ผลจากการศึกษาการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 

ชนิด พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนิด สามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยใช
แอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับได  แตยังไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภมูิ
เปนตัวรับได  โดยพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทุกตัวไดดีกวาเอนไซมรีคอมบิแนนท           
ดัลโคชิเนส  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่มีแขนง
ขางเปนวงแหวนอะโรมาตกิซึ่งมีขนาดใหญกวานาจะทําใหแขนงขางของฟนิลอะลานีนเขาถึง
สับสเตรทไดด ี และทําใหเอนไซมมีโครงสรางที่เหมาะสมมากขื้นในการเกิดปฏิกิริยายายหมู
กลูโคส  นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ยังสามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
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โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ยกเวนใน methanol และ ethanol  ซ่ึงอาจเปนเพราะ
แขนงขางที่ส้ันลงของกรดอะมิโนอะลานนี นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
สามารถจับกับสับสเตรทที่มีขนาดใหญไดดีขึ้น   
 

อยางไรก็ตามการที่จะพัฒนาใหเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับไดนั้น  ควรจะทําการกลายพันธุที่มากกวา 1 ตําแหนง
เพื่อใหผลของการกลายพันธุในแตละตําแหนงชวยสงเสรมิกันเพื่อใหเกดิการเรงปฏิกริิยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับได  ซ่ึงจากการทดลองนี้พบวาเอนไซมดลัโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A และ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปน
ตัวรับไดดีกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดังนั้นงานวิจยัในอนาคตควรจะสรางเอนไซม  
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ ที่มีตําแหนงกลายพนัธุ 2 ตําแหนงคือ 185A และ V255F ซ่ึงเปนตําแหนงที่
คาดวานาจะมคีวามสําคัญในการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคส  เพื่อใหเอนไซมดัลโคชิเนส กลายพนัธุ
ที่ไดสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ  หรือแอลกอฮอลที่มีสายยาวเปน
ตัวรับได 
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1. การทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟเรซิส   
 
 เตรียม 1% อะกาโรส โดยช่ังผงอะกาโรส 1 g  ละลายใน 1X TAE buffer (40 mM Tris, 
0.1142%(v/v) acetic acid, 2 mM EDTA, pH 8.5) ปริมาตร 100 ml  หลอมอะกาโรสโดยใช
ไมโครเวฟ จนกระทั้งอะกาโรสละลายหมด  ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 50-55 องศา
เซลเซียส  แลวจึงเทลงในถาดสําหรับเทเจล เสียบหวีลงไป ปลอยใหเจลแข็งตัวที่อุณหภูมหิอง  เมื่อ
เจลแข็งตัวแลวคอยๆ ดึงหวอีอก  นําเจลใสลงในเครื่องสําหรับทําอิเล็กโตโฟเรซิส  ใส 1X TAE 
buffer ใหทวมเจล  ดูดสารละลายดีเอน็เอผสมกับ loading buffer (50 mM EDTA, pH 8.0, 
0.4%(w/v) bromphenol, 5% (w/v) glycerol) แลวหยอดลงไปในชองในแผนเจลที่เตรียมไว  ตอ
กระแสไฟฟาเขากับเครื่อง แลวเปดกระแสไฟฟา โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต  เมื่อ loading 
buffer เคลื่อนที่ไดประมาณ 3 ใน 4 ของเจลจึงปดเครื่อง  จากนั้นนําเจลมายอมใน 0.5 μg/ml 
ethidium bromide แลวลางดวยน้ําเปลา 10 นาที  นําเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 

2. การเตรียม competent E. coli (DH5α) และ การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E. coli โดยวิธี 
electroporation 
 

เล้ียงเชื้อ E. coli (DH5α) ในอาหารเหลว LB (1%(w/v) tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract, 
0.5%(w/v) NaCl) ปริมาตร 3 ml บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที 
นานขามคืน  ดูดเซลลแขวนลอยที่ไดมาปรมิาตร 2 ml เล้ียงในอาหารเหลว LB  ปริมาตร 200 ml บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาทีจนกวาจะไดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.5-1.0 เมื่อไดคาการดูดกลืนแสงตามที่เราตองการแลวเก็บ
เซลลแขวนลอยที่ไดใสหลอด แลววางบนน้ําแข็ง 15-30 นาที นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  เอาสวนของเหลวออก ละลายตะกอน
เซลลดวยน้ํากล้ันที่ฆาเชื้อแลวที่เยน็ปริมาตร 200 ml นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั้นที่ฆาเชื้อแลวที่เย็น
ปริมาตร 100 ml  นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย 10%(v/v) glycerol ที่เย็นปริมาตร 40 ml นําไปหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย 10%(v/v) glycerol ที่เย็น
ปริมาตร2.5 ml   
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การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E. coli โดยวิธี electroporation  ทําโดยนํา competent cell 
ปริมาตร 40 μl  ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 1-10 ng วางบนน้ําแข็งนาน 1 นาที  ดูดเซลลทั้งหมดใสใน 
cuvette แลววางในเครื่อง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัด  
200 โอหม  2.5 กิโลโวลต  จากนั้นกดปุมทีเ่ครื่อง electroporation เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน  แลว
เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 1 ml ทันที  ยายเซลลแขวนลอยที่ไดมาใสหลอดทดลอง  นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาที นาน 1 ชั่วโมง  นําเซลลแขวนลอยทีไ่ด
ไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลวออก 800 μl 
ผสมตะกอนเซลลใหเขากัน และดูดเซลลแขวนลอยมา 200 μl  เล้ียงบนอาหารแข็ง LB pH 7.5 ที่มียา
ปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 

 

3. การเตรียม competent P. pastoris (GS115) และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยวิธี 
electroporation   
 
 เล้ียงเชื้อยีสตในอาหารเหลว YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose)   
ปริมาตร 5 ml บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน  ดูด
เซลลแขวนลอยปริมาตร 1 ml ใสในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 ml บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 5,000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  เพื่อเก็บเซลล แลวเอาสวนของเหลว
ออก  ลางเซลลดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวทีเ่ย็นปริมาตรเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทําซ้ํา 2 คร้ัง เอาสวน
ของเหลวออก  แลวลางเซลลดวย 1 M sorbitol ที่เย็นปรมิาตรเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปหมุน
เหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เอาสวน
ของเหลวออก  เติม1 M sorbitol ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตรเทากับ 100 
 

การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยวธีิ electroporation  ทําโดยนํา competent cell 
ปริมาตร 80 μl   ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 5 μg ปริมาตร 10 μl   วางบนน้ําแข็งนาน 5 นาที  ดูดเซลล
ทั้งหมดใสใน cuvette แลววางในเครื่อง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 
ไมโครฟารัด  200 โอหม  1.5 กิโลโวลต  จากนั้นกดปุมทีเ่ครื่อง electroporation เพื่อให
กระแสไฟฟาทํางาน  แลวเตมิ 1 M sorbitol ปริมาตร 1 ml ทันที  จากนัน้นําไปหมนุเหวีย่งที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลวออก 800 μl  ผสมตะกอนเซลล
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ใหเขากนัและดูดเซลลแขวนลอยมา 200 μl  เล้ียงบนอาหารแข็ง YPDS (1% yeast extract, 2% 
peptone, 2% dextrose, 1M sorbitol)  ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 100 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นานประมาณ 3-4 วัน  
 
4. การสกัดพลาสมิดโดยวิธี Miniprep   
 
 เล้ียงเชื้อในอาหารเหลว LB pH 7.5 ปริมาตร 3 ml ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 
μg/ml บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที นานขามคนื  ดูดเซลล
แขวนลอยทีไ่ดมาปริมาตร 1.5 ml ใสลงใน eppemdrof  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที นาน 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล และนําสวนของเหลวทิ้งไป  เตมิสารละลาย 1 (50 mM 
กลูโคส, 25 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA) ปริมาตร 100 μl ผสมใหเขากัน  บมที่อุณหภูมิหอง 
นาน 5 นาที  เติมสารละลาย 2 (1% SDS, 0.2 M sodium hydroxide) ปริมาตร 200 μl  ผสมใหเขากัน  
วางบนน้ําแข็ง นาน 5 นาที  แลวเติมสารละลาย 3 (3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) ที่เย็น
ปริมาตร 150 μl  ผสมใหเขากัน  วางบนน้ําแข็ง นาน 5 นาที  และนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว
13,000 รอบตอนาที นาน 3 นาที  ดูดสวนของเหลวใส eppendrof ใหม  จากนั้นเติม 100% ethanol 
ปริมาตร 2 เทา แลวบมที่อุณหภูมหิอง นาน 2 นาที  นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 นาที  นําสวนของเหลวทิ้งไป  แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 70%(v/v) ethanol 
ปริมาตร 150 μl   นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  นําสวน
ของเหลวทิ้งไป  ทําใหตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดแหง  แลวละลายดวย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris 
HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 30 μl 
 
5. การตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล   
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอมาเติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร 
ทั้งหมด  แลวเติม 100% ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรทั้งหมด  วางบนน้ําแข็ง นาน 10 นาที  
จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เอาสวนของเหลวออก  
ลางตะกอนดเีอ็นเอดวย 70%(v/v) ethanol  แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 1-3 นาที  ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว 
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6. การวิเคราะหอิเล็คโตโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-   
Polycrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) 
 
 เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel  ดังตารางผนวกที่ ก1 
 
ตารางผนวกที่ ก1  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม SDS-PAGE 
 

สาร 7.5% Resolving gel  4% Stacking gel  
น้ํากลั่น 2050 μl 3050 μl 
30% T, 2.67% C polyacrylamide 1650 μl 650 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1250 μl - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 1250 μl 
10%(w/v) SDS 50 μl 50 μl 
10%(w/v) ammonium sulfate 50 μl 50 μl 
TEMED 15 μl 10 μl 
 
ละลายตัวอยางใน 1X sample buffer (1%(w/v) SDS, 5%(v/v) glycerol, 1.25%(v/v)  β-
mercaptoethanol, 0.0025%(w/v)  Coomassie blue G, 1.25 mM Tris, pH 6.8)  ตมเปนเวลา 10 นาที  
หยอดตวัอยางลงในชองพอลิอะคริลาไมดเจล  หลังจากนั้นตออุปกรณเครื่องอิเล็คโตรโฟเรซิส  โดย
ใชกระแสไฟฟา 30 mA ใน 1X running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine, 0.1%(w/v) 
SDS)  เปนเวลา 90 นาที  จากนั้นนําเจลที่ไดไปแชใน 50%(v/v) methanol นาน 30 นาท ี แลวยอม
ดวย staining solution (0.125%(w/v) Coomassie blue R, 45%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid) 
นาน 2-3 ช่ัวโมง  จากนั้นลางสีออกดวย destaining solution (25%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic 
acid) นาน 15-30 นาที 
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7. การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดแีนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-
Polycrylamide Gel Electrophoresis, Non-denaturing PAGE 
 
 เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gelดังตารางผนวกที่ ข2 
 
ตารางผนวกที่ ก2  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม Non-denaturing PAGE 
 

สาร 7.5% Resolving gel  4% Stacking gel  
น้ํากลั่น 2248 μl 2200 μl 
30% T, 2.67% C polyacrylamide 1250 μl 500 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1250 μl - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 1250 μl 
0.2 M EDTA, pH 6.9 - 50 μl 
10%(w/v) ammonium sulfate 50 μl 50 μl 
TEMED 15 μl 10 μl 
 
ละลายตัวอยางใน 1X sample buffer (12.5%(w/v) bromophenol blue, 1.25 mM Tris, pH 6.8, 10% 
(w/v) glycerol)  หยอดตัวอยางลงในชองพอลิอะคริลาไมดเจล  ตออุปกรณเครื่องอิเล็คโตรโฟเรซิส  
โดยใชกระแสไฟฟา 15 mA ใน 1X running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine) นาน 2 
ชั่วโมง จากนัน้นําเจลที่ไดไปยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose แลวตรวจสอบ
การเรืองแสงของแถบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 
8. การทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (Western blot)   
 
 นําเจลที่ไดจากการทําอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (จากขอ 6) มา 
แชใน transfer buffer (10 mM Tris, 100 mM glycine) นาน 20 นาที  ตัดเมมเบรนชนิด 
polyvinylidene fluoride ใหมีขนาดใหญกวาเจลเล็กนอยจํานวน 1 แผน แชใน methanol นาน 5 
วินาที แลวนําไปแชใน transfer buffer นาน 10 นาที  สําหรับกระดาษกรองตัดใหมขีนาดเทากับเมม
เบรนจํานวน 6 แผน แชใน transfer buffer นาน 5 นาที จากนั้นทําการยายโปรตีนโดยวางกระดาษ
กรอง 3 แผน ตามดวยเมมเบรน  เจล  และกระดาษกรองอีก 3 แผน ตามลําดับ และใชเครื่อง Trans-
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Blot®Semi-Dry (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 10 V นาน 30 นาที จากนั้นนาํเมมเบรนมา
แชใน 5%(w/v) skim milk  ที่ละลายอยูใน phosphate buffer saline plus tween pH 7.5 (PBST) (80 
mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 1 M NaCl, 0.1% tween 20) นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 2 
คร้ัง แลวบมกบั mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase (primary antibody) นาน 
1 ช่ัวโมง  แลวลางดวย PBST 2 คร้ัง แชเมมเบรนใน PBST นาน 15 นาที 1 คร้ัง แลวแชใน PBST 
คร้ังละ 5 นาที จํานวน 3 คร้ัง  จากนั้นบมกับ horseradish peroxidase-conjugated rabbit polyclonal 
antibody against mouse immunoglobulins (secondary antibody) นาน 1 ชั่วโมง  แลวลางดวย 
PBST 2 คร้ัง แชเมมเบรนใน PBST นาน 15 นาที 1 คร้ัง แลวแชใน PBST คร้ังละ 5 นาที จํานวน 3 
คร้ัง  จากนั้นนาํเมมเบรนมาบมกับ ECL plus Western Blotting Detection System นาน 5 นาที แลว
นําไปประกบกับแผนฟลม นาน 1 นาที แลวแชแผนฟลมใน developer, fixer และน้ํากล่ันตามลําดบั 
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ภาคผนวก ข  
กราฟมาตรฐาน 
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1. กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ใหมีความเขมขน 0-25 μg/ml  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 500 μl  และเติม Coomasie Plus Reagent ปริมาตร 1 ml  บมที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที  
จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐาน BSA 
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2. กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิ  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0-0.1 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 500 μl บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate 
ปริมาตร 1 ml นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน 

              อาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm
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3. กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
เพื่อใชศึกษาคณุสมบัติของเอนไซม   
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0-0.1 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
100 μl  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 
1 ml  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข3  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อใช 

              ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm
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4. กราฟมาตรฐานกลูโคส   
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสใหมีปริมาณ 0-0.06 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 50 μl  เติม 2 mg/ml ABTS ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 
μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน  410 นาโนเมตร 
 

 
ภาพผนวกที่ ข4  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm 
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ภาคผนวก ค  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
GACTTTTACGACNACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATT 
TTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAA
ACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTT
TTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCAT
GCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCG
TACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAG
ATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATC
ATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGGTA
GGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGGCC
AATGGCATAACCCCCATTTGTAACCATTTTTCATTGGNATCTTCCCCAAGCCTNGGNGGANGAGTACGG
GGGGCTTCTTNAANNNAANCGGTGGNAAANGATTTCCAAANCTANGNGGGATTTTGNCTNCCANTTNTT
GGGAANNGGGNAAAGCNTTGGGATTTCCCTAANGNGCCCNCNNCTTTCCCCCGAANGGGTAGCCCNCGG
NATGTTTGCCCCNGGNC 

Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 893  tttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct 952 
            ||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 4    ttttacgacnacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct 63 
 
                                                                         
Query: 953  tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacact1012 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 64   tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacact 123 
 
                                                                         
Query: 1013 acaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattta1072 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 124  acaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattta 183 
 
                                                                         
Query: 1073 gaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattg1132 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 184  gaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattg 243 
 
                                                                         
Query: 1133 tttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaa1192 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 244  tttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaa 303 
 
                                                                         
Query: 1193 agagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattc1252 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 304  agagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattc 363 
 
                                                                         
Query: 1253 aaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtat1312 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 364  aaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtat 423 
 
                                                                         
Query: 1313 gaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaag1372 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 424  gaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaag 483 
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Query: 1373 atagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggat1432 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 484  atagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggat 543 
 
                                                                         
Query: 1433 attgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatag-aatgtccatctcctggcctag1491 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 544  attgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaaatgtccatctcctggcctag 603 
 
                                                                         
Query: 1492 aattctcccaac-gggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactaca1550 
            |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 604  aattctcccaacggggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactaca 663 
 
                                                                         
Query: 1551 acaggctcatcaatgagtcact-ggccaatggcataa-caccatttgtaaccatttttca1608 
            |||||||||||||||||||||| |||||||||||||| | |||||||||||||||||||| 
Sbjct: 664  acaggctcatcaatgagtcactgggccaatggcataacccccatttgtaaccatttttca 723 
 
                                                                         
Query: 1609 ttgggatcttccacaagccttggaggatgagtac-ggtggcttcttaaatcatagc-gtt1666 
            |||| ||||||| ||||||| || ||| |||||| || |||||||| ||    | | ||  
Sbjct: 724  ttggnatcttccccaagcctnggnggangagtacggggggcttcttnaannnaancggtg 783 
 
                                                                         
Query: 1667 gtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaag1726 
            | ||| |||||||||  ||| | ||   ||||  | | | |  ||||  |  ||| |||| 
Sbjct: 784  gnaaangatttccaaanctangngggattttgnctnccanttnttgggaanngggnaaag 843 
 
                   
Query: 1727 cattgg 1732 
            | |||| 
Sbjct: 844  cnttgg 849 

 
2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
TCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATAT 
CCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGAT
ATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCA
ACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCA
CTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAG
TACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTA
TTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCA
TACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGA
ACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGG
GAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTN
CAAATAGCACATCANATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCNCATGTGGATGGTTTATGGACC
CNCTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGANATCGATTGCCTAAGTTTACTA
CAAATCAGCCNAATNANTAANGGTTCATTTGATTTTTNGGACTAAACTNTACCCCCTACTTGCTNCCAA
TCAAAGGGTCAACTGNTGCCCCCTAGTACNCNAAAATCCCAGTCCTCCTACGCACNAAGGGGCCTTAAG
GCNGGNCCCCNGANGGNGGCTTNNCNAAGACTCANATTTTGCTTTTCA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
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Query: 1295 tcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacc1354 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1    tcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacc 60 
 
                                                                         
Query: 1355 caccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaattt1414 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 61   caccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaattt 120 
 
                                                                         
Query: 1415 caccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatg1474 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 121  caccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatg 180 
 
                                                                         
Query: 1475 tccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaaca1534 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 181  tccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaaca 240 
 
                                                                         
Query: 1535 ggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccattt1594 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 241  ggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccattt 300 
 
                                                                         
Query: 1595 gtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttctta1654 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 301  gtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttctta 360 
 
                                                                         
Query: 1655 aatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttgga1714 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 361  aatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttgga 420 
 
                                                                         
Query: 1715 gatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcagctttcaccgcgaatgggtat1774 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 421  gatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcagctttcaccgcgaatgggtat 480 
 
                                                                         
Query: 1775 gcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggt1834 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 481  gcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggt 540 
 
                                                                         
Query: 1835 ggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagca1894 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 541  ggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagca 600 
 
                                                                         
Query: 1895 actgtccaagtgtacaaaa-ggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttc1953 
            ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 601  actgtccaagtgtacaaaagggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttc 660 
 
                                                                         
Query: 1954 cttgcacgtagtttgggttataccgcttt-caaatagcacatcagatcaaaatgctaccc2012 
            ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct: 661  cttgcacgtagtttgggttataccgctttncaaatagcacatcanatcaaaatgctaccc 720 
                                                                         
Query: 2013 agcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatc2072 
            ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 721  agcgatatcttgacttcncatgtggatggtttatggacccncttacagcaggaaggtatc 780 
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Query: 2073 cagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagcca2132 
            |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||| ||||  
Sbjct: 781  cagatagcatgcaatatctagttgganatcgattgcctaagtttactacaaatc-agccn 839 
 
                                                    
Query: 2133 aattagttaagggttcatttgattttattggactaaact 2171 
            ||| |  ||| ||||||||||||||| | |||||||||| 
Sbjct: 840  aatna-ntaanggttcatttgatttt-tnggactaaact 876 

 
3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
TTTGGAGATAGGGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCAT 
ACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAA
CAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGA
AGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAA
ATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAG
ATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTA
CCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGC
AACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTC
GAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATA
GATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTGGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTAT
TATCGGCCATCTCTTTTATGTTCGANATGCAATTAGGNCNNGGCGCNAANNGGGAAAGGATTTTTTGCA
TGGNCATGNTNGGAAAACTTNNANNGGGCTGAGGGTTAACNTCCNGGATTTGGATTTATTTTGGGAACT
ACNCACTTGNAAAA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1709 tttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcagctttcaccgcgaat1768 
            |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1    tttggagatagggtaa-gcattggattacactaaatgagccatcagctttcaccgcgaat 59 
 
                                                                         
Query: 1769 gggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgc1828 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 60   gggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgc 119 
 
                                                                         
Query: 1829 acaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcat1888 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 120  acaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcat 179 
 
                                                                         
Query: 1889 gcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggc1948 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 180  gcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggc 239 
 
 
Query: 1949 atttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgct2008 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 240  atttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgct 299 
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Query: 2009 acccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaagg2068 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 300  acccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaagg 359 
 
                                                                         
Query: 2069 tatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa2128 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 360  tatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaa 419 
 
                                                                         
Query: 2129 gccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat2188 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 420  gccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat 479 
 
                                                                         
Query: 2189 gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc2248 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 480  gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc 539 
 
                                                                         
Query: 2249 actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg2308 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 540  actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg 599 
 
                                                                         
Query: 2309 tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaagg-aaaagtataacaa2367 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 600  tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaaagtataacaa 659 
 
                                                                         
Query: 2368 tcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcact2427 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 660  tcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcact 719 
 
                                                                         
Query: 2428 tgaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatc-gtcatctcttttatg2486 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||| 
Sbjct: 720  ggaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcggccatctcttttatg 779 
 
                                                                         
Query: 2487 ttcgatatgcaattaggtc-tggcgc-aaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgtt2544 
            ||||| ||||||||||| |  ||||| ||  | ||||||||||||||||||| |||  |  
Sbjct: 780  ttcganatgcaattaggncnnggcgcnaanngggaaaggattttttgcatggncatgntn 839 
 
                                                                         
Query: 2545 ggacaactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaacta2604 
            ||| |||||  |  |||||||||||||     |  |||||||||| ||||||| |||||| 
Sbjct: 840  ggaaaacttnnanngggctgagggttaacntccnggatttggatt-tattttgggaacta 898 
 
              
Query: 2605 c 2605 
            | 
Sbjct: 899  c 899 
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4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
ANGCCAAATTAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAA 
ATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACG
CAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGA
GAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCG
TCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATT
GTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTAC
TTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGC
TAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAGACAAAA
CCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGTA
CGTAGAATTCACGTGGCCCAGCNGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCCAGCTTT
TCTAAAACAAAACTCATCTCAAAAAAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCNTCATGGA
ANTTGNAGCCCTANACATGACTGTNCCCCAGTTCAGGTNGGGCCNTTACNAAAAAAACGGGCTTGCTAN
ATCTAATCAAAGGAGGCCNAAAGCCNTTNGC 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query:2129 gccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat 2188 
            ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:3    gccaaattagtta-gggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactat 61 
 
                                                                         
Query:2189 gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc 2248 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:62   gctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtc 121 
 
                                                                         
Query:2249 actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg 2308 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:122  actctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatg 181 
 
                                                                         
Query:2309 tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaat 2368 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:182  tgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaat 241 
 
                                                                         
Query:2369 cctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcactt 2428 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:242  cctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcactt 301 
 
                                                                         
Query:2429 gaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgtt 2488 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:302  gaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgtt 361 
 
                                                                         
Query:2489 cgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggac 2548 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:362  cgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggac 421 
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Query:2549 aactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacact 2608 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:422  aactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacact 481 
 
                                                                         
Query:2609 actttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgat 2668 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:482  actttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgat 541 
 
                                                                         
Query:2669 caagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatg 2728 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:542  caagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatg 601 
 
                                                                         
Query:2729 atcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaa 2788 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:602  atcaaggaag-aaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaa 660 
 
                                                                         
Query:2789 tcactagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtc 2848 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct:661  tcactagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagcnggccgtc 720 
 
                                                                         
Query:2849 tcggatcggtacctcgagccgcggcggccg-ccagctttctagaacaaaaactcatctca 2907 
            |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||    ||  ||||||||||||| 
Sbjct:721  tcggatcggtacctcgagccgcggcggccgcccagcttttctaaaacaaaactcatctca 780 
 
                                                                         
Query:2908 gaagaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttgtagcctt 2967 
             || |||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| ||  ||| |||| | 
Sbjct:781  aaaaaggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcntcatggaanttgnagccct 840 
 
                                                                         
Query:2968 agacatgactgttcctcagttcaagttgggcacttacgagaagaccggtcttgctagatt 3027 
            | |||||||||| || ||||||| || ||||  |||| | || | ||| ||||||| | | 
Sbjct:841  anacatgactgtnccccagttcaggtngggccnttacnaaaaaaacgggcttgctana-t 899 
 
                     
Query:3028 ctaatcaa 3035 
            |||||||| 
Sbjct:900  ctaatcaa 907 
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ภาคผนวก ง  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
GACTTTTACGACAACTTGAGAAGNTCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATT 
TTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAA
ACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTT
TTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCAT
GCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCG
TACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAG
ATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATC
ATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGG
GTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCCCTGGNCAAT
GGCATAACACCATTTTGTAACCATTTTTNCATTGGGNATCTTNCCNNAGNCCTTGGGAGGATGAGTACG
GGGGCTTCTTAAATCATAAGCGNTGGNAAANGATTTCCAAGACTATGCGGGATTTTGNCTTCCAATTAT
TTGGGAAAAAGGGGTAAAGCNTTGGGNTTANCNTAANGGNNCCNTCAANCTTCCCCGCGAANGGGTNTG
CNNCNGGTTGTTTGNCCCCAGGCNNNGTTCCCCCNNNNANAACC 
 

Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 893  tttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct 952 
            ||| |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 4    ttttacgacaacttgagaagntcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttcct 63 
 
                                                                         
Query: 953  tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacact1012 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 64   tcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacact 123 
 
                                                                         
Query: 1013 acaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattta1072 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 124  acaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagattta 183 
 
                                                                         
Query: 1073 gaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattg1132 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 184  gaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattg 243 
 
                                                                         
Query: 1133 tttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaa1192 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 244  tttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaa 303 
 
                                                                         
Query: 1193 agagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattc1252 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 304  agagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattc 363 
 
                                                                         
Query: 1253 aaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtat1312 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 364  aaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtat 423 
 
                                                                         
Query: 1313 gaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaag1372 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 424  gaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaag 483 
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Query: 1373 atagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggat1432 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 484  atagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggat 543 
 
                                                                         
Query: 1433 attgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctaga1492 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 544  attgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctaga 603 
 
                                                                         
Query: 1493 attctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaac1552 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 604  attctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaac 663 
 
                                                                         
Query: 1553 aggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacca-tttgtaaccattttt-catt1610 
            ||||||||||||||||| |||| |||||||||||||||| ||||||||||||||| |||| 
Sbjct: 664  aggctcatcaatgagtccctggncaatggcataacaccattttgtaaccatttttncatt 723 
 
                                                                         
Query: 1611 ggg-atcttccacaagcc--ttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcat-agcgtt1666 
            ||| ||||| |   || |  | ||||||||||||||| ||||||||||||||| |||| | 
Sbjct: 724  gggnatcttnccnnagnccttgggaggatgagtacgggggcttcttaaatcataagcgnt 783 
 
                                                                         
Query: 1667 -gtaaatgatttccaagactatgc-ggatctttgcttccaattatttgg--agatagggt1722 
             | ||| ||||||||||||||||| |||| ||  |||||||||||||||  | |  |||| 
Sbjct: 784  ggnaaangatttccaagactatgcgggattttgncttccaattatttgggaaaaaggggt 843 
 
                                                                    
Query: 1723 aaagcatt-ggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgc 1776 
            ||||| || || |||   |||  |  || |||| |||| ||||||| |||| ||| 
Sbjct: 844  aaagcnttgggnttancntaanggnnccntcaancttccccgcgaangggtntgc 898 

 

2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
GGGCGCATCCTCCTCGTCCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCAC 
CAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAG
AAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATT
CTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAAT
GAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAG
GATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTC
CAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGG
TATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT
GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCACCTGTCCANGTGTAC
AAAAGGAAGTATCAGGAACATCANAANGNACNATAGGCATTTCCTTGCNCGTATTTNGGGTTATACCGC
TTTCNAATAGCCCATCNNATCAAATGCTNCCNGCGATTCTGNANTCCCAGGGGANGGNTTAGGNACCCC
TTACGCNGGAAGGNNCCCAAAGCNNGNANNTCNAGTGGAANCGATGNCCAANTTNNACAAATN 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
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Query: 1292 gcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttc1351 
            ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 5    gcatcctcctcgt-ccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttc 63 
 
                                                                         
Query: 1352 acccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaa1411 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 64   acccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaa 123 
 
                                                                         
Query: 1412 tttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttataga1471 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 124  tttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttataga 183 
 
                                                                         
Query: 1472 atgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaa1531 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 184  atgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaa 243 
 
                                                                         
Query: 1532 acaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacca1591 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 244  acaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacacca 303 
 
                                                                         
Query: 1592 tttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttc1651 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 304  tttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttc 363 
 
                                                                         
Query: 1652 ttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattattt1711 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 364  ttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattattt 423 
 
                                                                         
Query: 1712 ggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatggg1771 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 424  ggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatggg 483 
 
Query: 1772 tatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcaca1831 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 484  tatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcaca 543 
 
                                                                         
Query: 1832 ggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgca1891 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 544  ggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgca 603 
 
                                                                         
Query: 1892 gcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatt1951 
            ||| ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||  || | || ||||||||| 
Sbjct: 604  gcacctgtccangtgtacaaaaggaagtatcaggaacatca-naangnacnataggcatt 662 
 
                                                                 
Query: 1952 tccttgcacgtattttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaa 2003 
            ||||||| ||||||| |||||||||||||||| |||||| ||||  |||||| 
Sbjct: 663  tccttgcncgtatttngggttataccgctttcnaatagcccatcnnatcaaa 714 
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3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
GGAGATAGGGTAAGCATTGGATTCACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGG 
GGAGATAGGGTAAGCATTGGATTCACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGG
TATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGA
GACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTA
TCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAG
CACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTAC
AGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCA
AGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAA
ATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACG
CAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGNAAAATGGTATAGATG
AGAAGAATGGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGAAAGACACTTTATAGAATTGANAGTTATTA
CGCCANCNCNTTTANGTNCNAAATGCAATTAGGNCTGGNNCAANNNGAAANGNNTTTTTGCNNGGNCNT
GGTTGGACAANTTGAANGGGNTGAAGGGTTNNACNCNCGAATTGGNATNANATTTGGGGAANNNCCANC
TTGA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1712 ggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatggg1771 
            ||||||||||||| |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1    ggagatagggtaa-gcattggatt-cactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatggg 58 
 
                                                                         
Query: 1772 tatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcaca1831 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 59   tatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcaca 118 
 
                                                                         
Query: 1832 ggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgca1891 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 119  ggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgca 178 
 
                                                                         
Query: 1892 gcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatt1951 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 179  gcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatt 238 
 
                                                                         
Query: 1952 tccttgcacgtattttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacc2011 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 239  tccttgcacgtattttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacc 298 
 
                                                                         
Query: 2012 cagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtat2071 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 299  cagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtat 358 
 
                                                                         
Query: 2072 ccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagcc2131 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 359  ccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagcc 418 
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Query: 2132 aaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct2191 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 419  aaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct 478 
 
                                                                         
Query: 2192 accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcact2251 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 479  accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcact 538 
 
                                                                         
Query: 2252 ctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgc2311 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 539  ctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgc 598 
 
                                                                         
Query: 2312 atttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcct2371 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 599  atttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcct 658 
 
                                                                         
Query: 2372 ttggtttacatcactg-aaaatggtatagatgagaagaat-gatgcatcactatcacttg2429 
            |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 659  ttggtttacatcactgnaaaatggtatagatgagaagaatggatgcatcactatcacttg 718 
 
                                                                         
Query: 2430 aggaatccttgatagacac-ttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgtt2488 
            |||||||||||| |||||| |||||||||||| |||||||| || || | | |||| ||  
Sbjct: 719  aggaatccttgaaagacactttatagaattganagttatta-cgccancncntttangtn 777 
 
                                                                         
Query: 2489 cgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggac2548 
            | | ||||||||||| ||||  | ||   |||| |  |||||||  || | | ||||||| 
Sbjct: 778  cnaaatgcaattaggnctggnnc-aannngaaangnntttttgcnnggncntggttggac 836 

 
4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
GNTCTCGNTCAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACT 
ATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCT
TACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAG
GACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATG
GTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATA
GTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTG
CATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTATTGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGA
ACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATC
AAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAA
GAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCNCTAGTGNANTCNCGG
CCGCCTGCAGTACGTAAAATNCCGNGGCCCAGCCGGCCGNNCGGATCGGTACCCNAGCCNGGGGGCCCC
NGCTTTCTANANAAAACNNTCNCAAAAAGANCGGAAACNCCCCCACNNNCCCCCCNNCATGAGTNGGAC
CNTAAAAAGANGTCCCATCAGTGGGCNTNCAAAAACCGGCCTGCTAATCTACAAAAGGGCCAAGCCNTN
NCCGAAANCNGCCNTTTGACTTTTTTGACCCAAAAAAGATTTTTGCCTNNTTNCCNCANCGCCNCACC 
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Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2128 agccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaacta2187 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 11   agccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaacta 70 
 
                                                                         
Query: 2188 tgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagt2247 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 71   tgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagt 130 
 
                                                                         
Query: 2248 cactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggat2307 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 131  cactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggat 190 
 
                                                                         
Query: 2308 gtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaa2367 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 191  gtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaa 250 
 
                                                                         
Query: 2368 tcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcact2427 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 251  tcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcact 310 
 
                                                                         
Query: 2428 tgaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgt2487 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 311  tgaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgt 370 
 
                                                                         
Query: 2488 tcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttgga2547 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 371  tcgatatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttgga 430 
 
                                                                         
Query: 2548 caactttgaatgggctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacac2607 
            ||||||||||||||||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 431  caactttgaatgggctattggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacac 490 
 
                                                                         
Query: 2608 tactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtga2667 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 491  tactttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtga 550 
 
                                                                         
Query: 2668 tcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagat-ggagcttatcaacga2726 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct: 551  tcaagagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatgggagcttatcaacga 610 
 
                                                                         
Query: 2727 tgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatctt2786 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 611  tgatcaaggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatctt 670 
 
                                                                         
Query: 2787 aatcactagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccg2846 
            |||| |||||| | || ||||||||||||||||||| ||| | || |||||||||||||| 
Sbjct: 671  aatcnctagtgnantcncggccgcctgcagtacgtaaaatnc-cgnggcccagccggccg 729 
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Query: 2847 tctcggatcggtacc 2861 
               |||||||||||| 
Sbjct: 730  -nncggatcggtacc 743 
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ภาคผนวก จ  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
TCCGTTATATACAACTTTTCTACGACAACTTCGACGAAGATCAATAAACAACTAATTATTCGAAACGAT 
GAGATTTCCTTCTATTTTTACTGCTGATTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACAC
TACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGA
TTTCGATGTTGCTGATTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTAT
TGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCAACA
TCCCCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCATATTTCATTTTTGG
GACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGAGAGGGTAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCA
CCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACCGAGATGTTGCAGCTGACCAATTTCACCGTTATAA
GAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGACCTAGAAT
TCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACTACAGGCTCATCCA
TGAGACACTGGAAAATGGCATAACACCATTTGTAACCATCTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGA
GGATGAGTACCGTGGCTTCCTAAATCATAGCGTTGTAAAAGATTTACAAAAACTATTCCGATCTTTGCT
ACCAAATATCTGGAGATAGGGCAAAGCATCGGATTAACTAAATGAACCATCAATCTCCCCCCAAATGGG
TACCCTACCGAATGATTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCTAAAATTAAATTCGACCCGGGGGGATGTT 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 909  gaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatttccttcaatttttactgctg 968 
            ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 36   gaagatcaataaacaactaattattcgaaacgatgagatttccttctatttttactgctg 95 
 
                                                                         
Query: 969  ttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacactacaacagaagatgaaa1028 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 96   atttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaacactacaacagaagatgaaa 155 
 
                                                                         
Query: 1029 cggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagatttagaaggggatttcgatg1088 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 156  cggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcagatttagaaggggatttcgatg 215 
 
                                                                         
Query: 1089 ttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggttattgtttataaatactacta1148 
            |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 216  ttgctgatttgccattttccaacagcacaaataacgggttattgtttataaatactacta 275 
 
                                                                         
Query: 1149 ttgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaaagagaggctgaagctg1208 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 276  ttgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaaagagaggctgaagctg 335 
 
                                                                         
Query: 1209 cacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctccattcaaccgaagctgttttc1268 
            ||||||| |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 336  cacatcaacatccccatcatcaccatgctgcagttcctccattcaaccgaagctgttttc 395 
 
                                                                         
Query: 1269 cttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagag1328 
            ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| |||| 
Sbjct: 396  cttcatatttcatttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggagagggtagag 455 
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Query: 1329 taccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagca1388 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 456  taccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagca 515 
 
                                                                         
Query: 1389 acggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaagg1448 
            || |||||||||||| ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 516  accgagatgttgcagctgaccaatttcaccgttataagaaggatattgcaatcatgaagg 575 
 
                                                                         
Query: 1449 atatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggta1508 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 576  atatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctgacctagaattctcccaacgggta 635 
 
                                                                         
Query: 1509 gggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagt1568 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||  
Sbjct: 636  gggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactactactacaggctcatccatgaga 695 
 
                                                                         
Query: 1569 cactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagcct1628 
            ||||||  |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 696  cactggaaaatggcataacaccatttgtaaccatctttcattgggatcttccacaagcct 755 
 
                                                                         
Query: 1629 tggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgattt-ccaagactat1687 
            |||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||||||| ||||| | || ||||| 
Sbjct: 756  tggaggatgagtaccgtggcttcctaaatcatagcgttgtaaaagatttacaaaaactat 815 
 
                                                                         
Query: 1688 gcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgag1747 
             | |||||||||| |||| ||| ||||||||||| ||||||| |||||| |||||||||  
Sbjct: 816  tccgatctttgctaccaaatatctggagatagggcaaagcatcggatta-actaaatgaa 874 
 
                                                                         
Query: 1748 ccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttct1807 
            ||||||||| || || | ||||||||  | ||| | ||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct: 875  ccatcaatc-tccccccaaatgggta-ccctaccgaatgattgcaccaggtcgatgttct 932 
 
                  
Query: 1808 ccatc 1812 
            ||||| 
Sbjct: 933  ccatc 937 

 
2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
AAGAAAATTTTTAAAAAGCATACAACCTCGTACAGTATGAATGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGTG 
GATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAA
TTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATC
TCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTAC
AACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTT
CCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTAT
GCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATC
TTCACCGCAAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACT
TGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCA
ACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTA
GTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACA
TGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCACGAAGGTATCCAGATAGCATGCTATATCTAGTTGGAGAT
CGAATGCCTAACTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTAATTGGACTAAA
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CCATTACACCACTAACTATGCTACCCAAATCAAATGCGTTAACATTGCTGCTCCACCCAATTTACCCCC
CCACATCCTCCAAGGCC 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1307 cagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatg-ggataacttcacccaccaatatcc1365 
            ||||||||| ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 33   cagtatgaatgtgagggcagagtaccaagtatatgtggataacttcacccaccaatatcc 92 
 
                                                                         
Query: 1366 agaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataa1425 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 93   agaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataa 152 
 
                                                                         
Query: 1426 gaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctg1485 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 153  gaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttggatgcttatagaatgtccatctcctg 212 
 
                                                                         
Query: 1486 gcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgacta1545 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 213  gcctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgacta 272 
 
                                                                         
Query: 1546 ctacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttt1605 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 273  ctacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttt 332 
 
                                                                         
Query: 1606 tcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgt1665 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 333  tcattgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgt 392 
 
                                                                         
Query: 1666 tgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaa1725 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 393  tgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaaa 452 
 
                                                                         
Query: 1726 gcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcatacggtat1785 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct: 453  gcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgcaaatgggtatgcatacggtat 512 
 
                                                                         
Query: 1786 gtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcagg1845 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 513  gtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtggggatgcagg 572 
 
                                                                         
Query: 1846 aacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagt1905 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 573  aacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgtccaagt 632 
 
                                                                         
Query: 1906 gtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgcacgtagt1965 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 633  gtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgcacgtagt 692 
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Query: 1966 ttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatcttga2025 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 693  ttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgatatcttga 752 
 
                                                                         
Query: 2026 cttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatagcatgca2085 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||  
Sbjct: 753  cttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcacgaaggtatccagatagcatgct 812 
 
                                                                         
Query: 2086 atatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagttaaggg2145 
            ||||||||||||||||||| ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 813  atatctagttggagatcgaatgcctaactttactacagatcaagccaaattagttaaggg 872 
 
                                                                         
Query: 2146 ttcatttgatttt-attggactaaactattacaccactaactatgcta-ccaaatcagat2203 
            ||||||||||||| |||||||||||| ||||||||||||||||||||| |||||||| || 
Sbjct: 873  ttcatttgattttaattggactaaaccattacaccactaactatgctacccaaatcaaat 932 
 
                       
Query: 2204 gcgtcaacat 2213 
            |||| ||||| 
Sbjct: 933  gcgttaacat 942 

 
3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
CCCAAATTTTCTTATTTTGTGAGATAGCGGCTAAAGCATCTGGATTACACTAAACTGAGCCATCCATCT 
TCACCGCGAATGGGTATGCATACCGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTT
GCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCCCATGCAGCAA
CTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACCATAGGCATTTCCTTGCACGTAG
TTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACAT
GTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATC
GATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAACCCAAATTACTTAAGGGTTCATTTCACTTTATTGGACTAAACT
ATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATC
CTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCATCTTGCATGT
GCATTTATCCCAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCCAGGAAAAGTATAACCATCCTTTGGTTT
ACATCACTGAACATGCCATAGATGACAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACA
CTTATAGAATTGATAGTTATTATCCCTCCCCTCCTTTATGTTCCATATGCCATTAGGCCTGGCCCCAAC
GCCAAACGATCCCTCGCCTGCTCTTTGTTGGACAACTCCCCACGGGCTGAGGGTTATACCTCACCATTT
CCATTACCTTTTCGTAAACCCCCCCACTCCC 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1722 taaagcat-tggattacactaaa-tgagccatcaatcttcaccgcgaatgggtatgcata1779 
            |||||||| |||||||||||||| ||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 32   taaagcatctggattacactaaactgagccatccatcttcaccgcgaatgggtatgcata 91 
 
                                                                         
Query: 1780 cggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtgggga1839 
            | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 92   ccgtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaacttgcacaggtgggga 151 
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Query: 1840 tgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttctcatgcagcaactgt1899 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
Sbjct: 152  tgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttcccatgcagcaactgt 211 
 
                                                                         
Query: 1900 ccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaataggcatttccttgca1959 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct: 212  ccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtaccataggcatttccttgca 271 
 
                                                                         
Query: 1960 cgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgata2019 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 272  cgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaatgctacccagcgata 331 
 
                                                                         
Query: 2020 tcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatag2079 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 332  tcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcaggaaggtatccagatag 391 
 
                                                                         
Query: 2080 catgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaagccaaattagt2139 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| | 
Sbjct: 392  catgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacagatcaacccaaattact 451 
 
                                                                         
Query: 2140 taagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatc2199 
            ||||||||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 452  taagggttcatttcactttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatc 511 
 
                                                                         
Query: 2200 agatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttaca2259 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 512  agatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttaca 571 
 
                                                                         
Query: 2260 gcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcatcttggatgtgcatttatcc2319 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
Sbjct: 572  gcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcatcttgcatgtgcatttatcc 631 
 
                                                                         
Query: 2320 aaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggttta2379 
             |||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 632  caaaggacttcgagatttgttgctttacttccaggaaaagtataaccatcctttggttta 691 
 
                                                                         
Query: 2380 catcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatcctt2439 
            |||||||||| |||  |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 692  catcactgaacatgccatagatgacaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatcctt 751 
 
                                                                         
Query: 2440 gatagacacttatagaattgatagttattat-cgtcatctcttttatgttcgatatgcaa2498 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| | ||  ||| ||||||||| |||||| | 
Sbjct: 752  gatagacacttatagaattgatagttattatccctcccctcctttatgttccatatgcca 811 
 
                                                                         
Query: 2499 ttaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaat2558 
            ||||| ||||| | || |  ||| |||   | || || || |||||||||||||    |  
Sbjct: 812  ttaggcctggccccaacgccaaacgatccctcgcctgctctttgttggacaactccccac 871 
 
                                       
Query: 2559 gggctgagggttatacatcacgattt 2584 
            |||||||||||||||| |||| |||| 
Sbjct: 872  gggctgagggttatacctcaccattt 897 
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4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
NCAGTTAGCAATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACC 
AAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAA
CGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCATCTTGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGA
GATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGAT
GAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCA
TTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACT
ACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGT
GCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAAGACA
AAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGTCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCATCT
TTCTATAACAAAAA 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2142 agggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcag2201 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 17   agggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgctaccaaatcag 76 
 
                                                                         
Query: 2202 atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc2261 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 77   atgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactctcttacagc 136 
 
                                                                         
Query: 2262 aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcatcttggatgtgcatttatccaa2321 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 137  aacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcatcttggatgtgcatttatccaa 196 
 
                                                                         
Query: 2322 aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca2381 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 197  aaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctttggtttaca 256 
 
                                                                         
Query: 2382 tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga2441 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 257  tcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgaggaatccttga 316 
 
                                                                         
Query: 2442 tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta2501 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 317  tagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgatatgcaatta 376 
 
                                                                         
Query: 2502 ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg2561 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 377  ggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaactttgaatggg 436 
 
                                                                         
Query: 2562 ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat2621 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 437  ctgagggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactttgaatagat 496 
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Query: 2622 atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta2681 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 497  atcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaagagagtgcta 556 
 
                                                                         
Query: 2682 aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa2741 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 557  aattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatcaaggaagaaa 616 
 
                                                                         
Query: 2742 agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt2801 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 617  agacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcactagtgaatt 676 
 
                                                                         
Query: 2802 cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcggatcggtacc2861 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct: 677  cgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggtcgtctcggatcggtacc 736 
 
                                                  
Query: 2862 tcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaa 2898 
            |||||||||||||||||||| ||||||| |||||||| 
Sbjct: 737  tcgagccgcggcggccgccatctttctataacaaaaa 773 
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ภาคผนวก ฉ  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
NCTTTCGANTTTNNCNGACTTTNACNGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGA 
TGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACA
CTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTA
TTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACC
ATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTG
GGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCC
ACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATA
AGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGA
ATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATC
AATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTGGTAACCATTTTTCATNGGGATCTNCCCNAGCCTTGG
AGGATGAGTACGGNGGCTCTTAAATCATAGCGTTGGTAATGATTCCAANATATGCGGATCTTGGCTNCA
NTTNTTGGAGATNGGGTAAGCNTNGGNTTCNCTAATGANCCNCANCTTCCCNNNAANGGGTTNCTNCGG
NNGTTGNCCNNGNNA 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXF 
 
Query: 889  gacttttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatt 948 
            |||||| |  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 17   gactttnacngacaacttgagaagatcaaaaaacaactaattattcgaaacgatgagatt 76 
 
                                                                         
Query: 949  tccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaa1008 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 77   tccttcaatttttactgctgttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaa 136 
 
                                                                         
Query: 1009 cactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcaga1068 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 137  cactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactcaga 196 
 
                                                                        
Query: 1069 tttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtt1128 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 197  tttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaataacgggtt 256 
 
                                                                         
Query: 1129 attgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcga1188 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 257  attgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcga 316 
 
                                                                         
Query: 1189 gaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcc1248 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 317  gaaaagagaggctgaagctgcacatcaccatcaccatcatcaccatgctgcagttcctcc 376 
 
                                                                         
Query: 1249 attcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtacca1308 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 377  attcaaccgaagctgttttccttcagatttcatttttgggacagcatcctcctcgtacca 436 
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Query: 1309 gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccaga1368 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 437  gtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatgggataacttcacccaccaatatccaga 496 
 
                                                                         
Query: 1369 aaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaa1428 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 497  aaagatagcggatagaagcaacggagatgttgcagttgaccaatttcaccgctataagaa 556 
 
                                                                         
Query: 1429 ggatattgcaatcatgaaggatatgaactt-ggatgcttatagaatgtccatctcctggc1487 
            |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 557  ggatattgcaatcatgaaggatatgaacttgggatgcttatagaatgtccatctcctggc 616 
 
                                                                         
Query: 1488 ctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactact1547 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 617  ctagaattctcccaacgggtagggttagtggaggcataaaccaaacaggagttgactact 676 
 
                                                                         
Query: 1548 acaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccatttgtaaccatttttc1607 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 677  acaacaggctcatcaatgagtcactggccaatggcataacaccattggtaaccatttttc 736 
 
                                                                         
Query: 1608 attgggatcttccacaagccttggaggatgagtacggtggcttcttaaatcatagcgttg1667 
            || ||||||| || | ||||||||||||||||||||| ||| |||||||||||||||||| 
Sbjct: 737  atngggatctncc-cnagccttggaggatgagtacggnggc-tcttaaatcatagcgttg 794 
 
                                                                      
Query: 1668 taaatgatttccaagactatgcggatctttgcttccaattatttggagatagggtaa 1724 
              ||||| |||||| | |||||||||||| ||| |  | |  |||||||| |||||| 
Sbjct: 795  gtaatga-ttccaana-tatgcggatcttggctnc--anttnttggagatngggtaa 847 

 
2. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
ATCTTTTTGGGCAGCATCCTCCTCGTTCCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAA 
CTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCA
CCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTG
GCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAG
GCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACA
AGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGA
TCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCAC
CGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCAC
AGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGT
CCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCNCATGTGGA
TGGTTTATGGACCNCTTCNGCAGGAGGTATCNGATAGCATGCATATCTAGTTGGAAACGATGCCTAGTT
NCTANGATCAGCCATTANTANGGTCNTTGATTTTTGNCTACTTNNCCCTACTTGCTCCATCGAGCNCAC
TGCTNCCCTATTCCCCAATCCAGTCCNNTNACACCANGGGCTNAGNCNGGCCCCCGNGNNGCTTCCAAG
CTCGNTTTGTTCTCNGAAANNNCNTGTNNCCGAGGNAAGANAGGCCCNCNGGACNGACCTAAAAATTCC
CTTTCAAANCGCAGNNTTGNTG 
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Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF1 
 
Query: 1282 ttttgggacagcatcctcctcgtaccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatg1341 
            |||| || ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 4    tttttgggcagcatcctcctcgttccagtatgaaggtgagggcagagtaccaagtatatg 63 
 
                                                                         
Query: 1342 ggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgc1401 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 64   ggataacttcacccaccaatatccagaaaagatagcggatagaagcaacggagatgttgc 123 
 
                                                                         
Query: 1402 agttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttgga1461 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 124  agttgaccaatttcaccgctataagaaggatattgcaatcatgaaggatatgaacttgga 183 
 
                                                                         
Query: 1462 tgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggagg1521 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 184  tgcttatagaatgtccatctcctggcctagaattctcccaacgggtagggttagtggagg 243 
 
                                                                         
Query: 1522 cataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatgg1581 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 244  cataaaccaaacaggagttgactactacaacaggctcatcaatgagtcactggccaatgg 303 
 
                                                                         
Query: 1582 cataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagta1641 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 304  cataacaccatttgtaaccatttttcattgggatcttccacaagccttggaggatgagta 363 
 
                                                                         
Query: 1642 cggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgctt1701 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 364  cggtggcttcttaaatcatagcgttgtaaatgatttccaagactatgcggatctttgctt 423 
 
                                                                         
Query: 1702 ccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcac1761 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 424  ccaattatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcac 483 
 
                                                                         
Query: 1762 cgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatcc1821 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 484  cgcgaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatcc 543 
 
                                                                         
Query: 1822 aacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcct1881 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 544  aacttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcct 603 
 
                                                                         
Query: 1882 ttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtac1941 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 604  ttctcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtac 663 
 
                                                                         
Query: 1942 aataggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatca2001 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct: 664  aataggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatc- 722 
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Query: 2002 aaatgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagc2061 
            |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| || ||| | || 
Sbjct: 723  aaatgctacccagcgatatcttgacttcncatgtggatggtttatgga-ccnctt-cngc 780 
 
                                                  
Query: 2062 aggaaggtatccagatagcatgcaatatctagttgga 2098 
            ||| |||||| | |||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 781  agg-aggtat-cngatagcatgc-atatctagttgga 814 
 

 
3. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
CTTGCTTCNATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGC 
GAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGG
TGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCA
AGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGT
TATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATG
GTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCC
TAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACAC
CACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGT
CACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTA
TCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCAC
TGAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGA
ATTGATAGTTATTATCGTCATCTCNTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGGCNAATGGGAAGGATT
TTTGCATGGNCTTGNTGGACACNTTGANGGGCTATGGTTAACCNCCGATTGGATATTTTTGGGAACCAC
CTANTNGAAAAATCCCAGCCCNCGCACTGGTCAGNTTTCGGCCNNNTCANAANGCTATTGGANTTNCCC
AGGCANNGGCTTCNCGTTTCAGGNAAAANACCCGGGGCTGAGNTTGANAANTACNAGANCCGCCCGNAA
AAATCNGCCNCGCCTGATGCCCGCC 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF2 
 
Query: 1705 attatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgc1764 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 10   attatttggagatagggtaaagcattggattacactaaatgagccatcaatcttcaccgc 69 
 
                                                                         
Query: 1765 gaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaac1824 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 70   gaatgggtatgcatacggtatgtttgcaccaggtcgatgttctccatcgtacaatccaac 129 
 
                                                                         
Query: 1825 ttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttc1884 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 130  ttgcacaggtggggatgcaggaacagagacttatctggttgcgcacaacctgatcctttc 189 
 
                                                                         
Query: 1885 tcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaat1944 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 190  tcatgcagcaactgtccaagtgtacaaaaggaagtatcaggaacatcagaaaggtacaat 249 
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Query: 1945 aggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaa2004 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 250  aggcatttccttgcacgtagtttgggttataccgctttcaaatagcacatcagatcaaaa 309 
 
                                                                         
Query: 2005 tgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcagg2064 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 310  tgctacccagcgatatcttgacttcacatgtggatggtttatggacccacttacagcagg 369 
 
                                                                         
Query: 2065 aaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacaga2124 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 370  aaggtatccagatagcatgcaatatctagttggagatcgattgcctaagtttactacaga 429 
 
                                                                         
Query: 2125 tcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa2184 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 430  tcaagccaaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaa 489 
 
                                                                         
Query: 2185 ctatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctca2244 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 490  ctatgctaccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctca 549 
 
                                                                         
Query: 2245 agtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatg2304 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 550  agtcactctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatg 609 
 
                                                                         
Query: 2305 gatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataa2364 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 610  gatgtgcatttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataa 669 
 
                                                                         
Query: 2365 caatcctttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatc2424 
            ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 670  caatcctttggtttacatcactg-aaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatc 728 
 
                                                                         
Query: 2425 acttgaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctctttta2484 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct: 729  acttgaggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcnttta 788 
 
                                     
Query: 2485 tgttcgatatgcaattaggtctgg 2508 
            |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 789  tgttcgatatgcaattaggtctgg 812 

 
4. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
NNANNNCGNTCCTACNGANTCANGCCAAANTTAGTTACGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTAT 
NNANNNCGNTCCTACNGANTCANGCCAAANTTAGTTACGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTAT
TACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGNTTACCTCACAGATCC
TCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTG
CATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTA
CATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACAC
TTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGT
GAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTATNGGTTATACATCACGATTTGG
ATTATATTTNGTGAACTACACTACTTGGAATAGATATCCCAAGCTCNCTGCACCATGGTTCAAGTATTT
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TCTGGCCCGTGATCAANANAGTGCTAAATTGGGAANTTTNNGCCCCNAGGGNANANGGGGCTTTTCACN
ATGATCANGGANNAAANNCNAANCCCAGGGGGGNTTGANGGNTTGGANCCAAANCNNACCCCNNGGANT
CCCGGNCCCCGGCNNACNTNAANTCCNNGGNCCNNCNGCCNTCGNNTNGNNCCCACCCNGGGGGNNCNN
TTTTTAAAAAACCCNCCCNAANNGGTNNNANCCCCCCCCCCNNCNNNCNCCCNGGGGNNGGCCCNAAAA
NGNGCCCCNNNNNGGGGNNNNAAAANCCNCNNNNNTNNNNNAANGNNANNCNNNNNNNAANNNNNCNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNCNNCNCNCCNCNNNNNNNNNNGGGGNNNNNNNNN
NNNNNCCCCNNNNNNNNNNNNCNCCNNNNNNNNNNNNNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร TRF3 
 
Query: 2132 aaattagttaagggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct2191 
            || ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 28   aanttagttacgggttcatttgattttattggactaaactattacaccactaactatgct 87 
 
Query: 2192 accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctag-ttacctcacagatcctcaagtcac2250 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 88   accaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagnttacctcacagatcctcaagtcac 147 
 
Query: 2251 tctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtg2310 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 148  tctcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtg 207 
 
Query: 2311 catttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcc2370 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 208  catttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcc 267 
 
Query: 2371 tttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttga2430 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 268  tttggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttga 327 
 
Query: 2431 ggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcg2490 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 328  ggaatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcg 387 
 
Query: 2491 atatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaa2550 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 388  atatgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaa 447 
 
Query: 2551 ctttgaatgggctattggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactac2610 
            ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
Sbjct: 448  ctttgaatgggctatnggttatacatcacgatttggattatatttngtgaactacactac 507 
 
Query: 2611 tttgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatca2670 
            || ||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct: 508  ttggaatagatatcccaagctcnctgcaccatggttcaagtattttctggcccgtgatca 567 
 
Query: 2671 agagagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgat 273 
            | | ||||||||||||| || |||    ||  |||  | | || |||| || || ||||| 
Sbjct: 568  ananagtgctaaattgggaantttnngccccnagggnananggggcttttc-acnatgat 626 
 
                        
Query: 2731 caaggaagaaa 2741 
            || |||  ||| 
Sbjct: 627  canggannaaa 637 
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5. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I โดยใชไพรเมอร AOXR   
 
CNCTTCCANTTANAATNGTAGCAANGACCNGGNTCTTCTCGNTAAGTGCCCAACTTGAACTGAGGAACA 
GTCATGTCTAAGGCTACAAACTCAATGATGATGATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTC
TGAGATGAGTTTTTGTTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCCGCGGCTCGAGGTACCGATCCGAGACGGCCGGC
TGGGCCACGTGAATTCTACGTACTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAAGATCTAGATCAAAAG
CCTTCAATGCCCCACTTGGGTTTTGTCTTTTCTTCCTTGATCATCGTTGATAAGCTCCATCTTGCCTTT
GGTGCTAAAATTTCCAATTTAGCACTCTCTTGATCACGTGCCAGAAAATACTTGAACCATGTTGCAGAG
AGCTTGGGATATCTATTCAAAGTAGTGTAGTTCACAAAATATAATCCAAATCGTGATGTATAACCAATA
GCCCATTCAAAGTTGTCCAACAATGACCATGCAAAAAATCCTTTCACATTTGCGCCAGACCTAATTGCA
TATCGAACATAAAAGAGATGACGATAATAACTATCAATTCTATAAGTGTCTATCAAGGATTCCTCAAGT
GATAGTGATGCATCATTCTTCTCATCTATACCATTTTCAGTGATGTAAACCAAAGGATTGTTATACTTT
TCCTTGAAGTAAGCAACAATCTCGAAGTCCTTTTGGATAATGCACATCCATCCTGAGGGAGTCACTGGA
CNTATAAGACCCCATTGCGTTGCTGTAAAAANTGACTTNAGGATCTGNGAGGTACTAGGTGGGCAGNAT
GTTGACCNTCTGATTNGGNANNTANTTNGGGGGNTANANTTNNNCAANNAANNAANGACCCTTANTANT
GGGNNGANNNGNNNAANNT 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร AOXR 
 
Query: 2193 ccaaatcagatgcgtcaacatgctgcccacctagttacctcacagatcctcaagtcactc2252 
            || ||||||| | |||||||| ||||||||||||| ||||| |||||||| |||||| |  
Sbjct: 846  ccnaatcagang-gtcaacatnctgcccacctagt-acctcncagatcctnaagtcantt 789 
 
                                                                         
Query: 2253 tcttacagcaacgcaatggggtctttataggtccagtgactccctcaggatggatgtgca2312 
            | ||||||||||||||||||||||| ||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 788  t-ttacagcaacgcaatggggtctt-atangtccagtgactccctcaggatggatgtgca 731 
 
                                                                         
Query: 2313 tttatccaaaaggacttcgagatttgttgctttacttcaaggaaaagtataacaatcctt2372 
            || ||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 730  tt-atccaaaaggacttcgagatt-gttgctt-acttcaaggaaaagtataacaatcctt 674 
 
                                                                         
Query: 2373 tggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgagg2432 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 673  tggtttacatcactgaaaatggtatagatgagaagaatgatgcatcactatcacttgagg 614 
 
                                                                         
Query: 2433 aatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgat2492 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 613  aatccttgatagacacttatagaattgatagttattatcgtcatctcttttatgttcgat 554 
 
                                                                         
Query: 2493 atgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaact2552 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 553  atgcaattaggtctggcgcaaatgtgaaaggattttttgcatggtcattgttggacaact 494 
 
                                                                         
Query: 2553 ttgaatgggctattggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactt2612 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 493  ttgaatgggctattggttatacatcacgatttggattatattttgtgaactacactactt 434 
 
Query: 2613 tgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaag2672 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 433  tgaatagatatcccaagctctctgcaacatggttcaagtattttctggcacgtgatcaag 374 
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Query: 2673 agagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatca2732 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 373  agagtgctaaattggaaattttagcaccaaaggcaagatggagcttatcaacgatgatca 314 
 
                                                                         
Query: 2733 aggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcac2792 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 313  aggaagaaaagacaaaacccaagtggggcattgaaggcttttgatctagatcttaatcac 254 
 
                                                                         
Query: 2793 tagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcgg2852 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 253  tagtgaattcgcggccgcctgcagtacgtagaattcacgtggcccagccggccgtctcgg 194 
 
                                                                         
Query: 2853 atcggtacctcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcagaaga2912 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 193  atcggtacctcgagccgcggcggccgccagctttctagaacaaaaactcatctcagaaga 134 
 
                                                                         
Query: 2913 ggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttgtagccttagaca2972 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 133  ggatctgaatagcgccgtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttgtagccttagaca 74 
 
                                                     
Query: 2973 tgactgttcctcagttcaagttgggcactta-cgagaaga 3011 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct: 73   tgactgttcctcagttcaagttgggcacttancgagaaga 34 
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ภาคผนวก ช  
กราฟ Michaelis-Menten 
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1. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาตใินการสลาย pNP-Glc 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช1  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติในการสลาย 
              pNP-Glc 

 
2. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในการสลาย pNP-Glc 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช2  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในการสลาย  
              pNP-Glc 
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3. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช3  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 
 

 
4. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลาย pNP-Glc 
  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช4  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
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5. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลาย pNP-Glc 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช5  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
 
 

6. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลาย pNP-Glc 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช6  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
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7. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลาย pNP-Glc 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช7  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 
              สลาย pNP-Glc 

 
8. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช8  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
              สลายดัลโคชินินกลูไซด 
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9. กราฟ Michaelis Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช9  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 

              สลายดัลโคชินินกลูไซด 
 

10. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช10  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
                สลายดัลโคชินินกลูไซด 
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11. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ช11  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 
                สลายดัลโคชินินกลูไซด 

 
12. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามาเรสในการสลายลินามารนิ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช12  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรส ในการสลายลนิามาริน 
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13. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลายลินามาริน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ช13  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
                สลายลินามาริน 

 
 
14. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลายลินามาริน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช14  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 

                สลายลินามาริน 
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15. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลายลินามาริน 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช15  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
                สลายลินามาริน 

 
 
16. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ช16  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 

                สลายลินามาริน 
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