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เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่แตกตางกัน 

โดยเฉพาะในสวนของหมูอะไกลโคน  เอนไซมดัลโคชิเนสซึ่งเปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูงมี
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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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     6 การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 

1 L 55 
     7 การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 

1 L 56 
     8 การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 

1 L 56 
     9 การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร culture 

1 L 57 
     10 คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนท             

ดัลโคชิเนส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดในการสลาย pNP-Glc 62 
     11 คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ รีคอมบิแนนท             

ดัลโคชิเนส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดในการสลายดัลโคชินิน     
กลูโคไซด 62 

     12 เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของ
แอลกอฮอลปฐมภูมิกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ รีคอมบิแนนท           
ดัลโคชิเนส และดัลโคชิเนสN.D. 
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     13 เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของ
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(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     ก1 ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม SDS-PAGE 90 
     ก2 ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม non-denaturing PAGE 91 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา
  

1 โครงสราง(α/β)8 barrel structure ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 6 
2 กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 8 
3 การปลดปลอย HCN ออกจาก cyanogenic glucoside 9 
4 โครงสรางของดัลโคชินินกลูโคไซด 11 
5 ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส   12 
6 โครงสรางของลินามาริน และโลตัสตราลิน 14 
7 ลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส   16 
8 การเกิดปฏิกิริยาการสลาย  ปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 17 
9 โครงสรางของ DIMBOA-Glc และ dhurrin 19 
10 พลาสมิด pPICZ และ pPICZαA,B,C  24 
11 โครงสรางของแลคตูโลส 27 
12 โครงสรางทางเคมีของโอลิโกแซคคาไรดบางชนิด  28 
13 อัลคิลกลูโคไซดที่ใชเปนสารลดแรงตึงผิว 29 
14 พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG  30 
15 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส 43 
16 โครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส 43 
17 โครงสรางกรดอะมิโน 44 
18 ผลการทําการกลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะ 45 
19 ผลการตัดพลาสมิดที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิ เนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะEcoRI 
 

46 
20 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ I185A 
 

48 
21 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ V255F 
 

49 
 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา
  

22 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ G367S 50 

23 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดัลโคชิเนสดั้งเดมิกับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ E455I 51 

24 การตรวจสอบคุณลักษณะเบือ้งตนของดัลโคชิเนสกลายพนัธุที่แยกได   59 
25 การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดแีนชเชอริงพอลีอะคริลาไมด   61 
26 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M methanol และ 0.9 M ethanol เปน glucosyl 

acceptor 68 
27 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-propanol และ 0.9 M iso-propanol เปน

glucosyl acceptor 69 
28 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M n-butanol และ 0.9 M iso-butanol เปน glucosyl 

acceptor 70 
29 ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช 0.9 M sec-butanol และ 0.9 M tert-butanol เปน 

glucosyl acceptor 71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพผนวกที ่ หนา
  

ข1 กราฟมาตรฐาน BSA 94 
ข2 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  95 
ข3 กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส

เพื่อใชศึกษาคณุสมบัติของเอนไซม 96 
ข4 กราฟมาตรฐานกลูโคส 97 
ช1 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติในการสลาย 

pNP-Glc 132 
ช2 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสในการ 

สลาย pNP-Glc 132 
ช3 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 133 
ช4 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลาย pNP-Glc 133 
ช5 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลาย pNP-Glc 134 
ช6 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลาย pNP-Glc 134 
ช7 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใน

การสลาย pNP-Glc 135 
ช8 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 135 
ช9 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 136 
ช10 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 136 
 



 

(7) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพผนวกที ่ หนา
  

ช11 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใน
การสลายดัลโคชินินกลูโคไซด 137 

ช12 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลายลินามาริน 137 
ช13 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายลินามาริน 138 
ช14 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใน

การสลายลินามาริน 138 
ช15 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใน

การสลายลินามาริน 139 
ช16 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใน

การสลายลินามาริน 139 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
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 
 
 



การผลิตและการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสกลายพันธุจากพะยูง 
 

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

 

คํานํา 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมทีพ่บไดทัว่ไปในสิ่งมีชีวิตแทบทุก
ชนิด  ทําหนาที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการสลาย (hydrolysis) สับสเตรทที่เปนสารประกอบเบตา-
กลูโคไซด ตรงบริเวณพันธะเบตา-กลูโคซิดิก (β-O-glucosidic bond) ที่เชื่อมระหวางหมูไกลโคน
กับหมูอะไกลโคน  เอนไซมสวนใหญมีขนาดประมาณ 55-65 กิโลดาลตัน  มีคาพีเอชที่เหมาะสมที่ 
5-6  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสอาจทําหนาที่ตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด  ในมนุษยเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสทําหนาที่สลายกลูโคซิลเซอราไมด (glucosylceramide)  และการขาดเอนไซมเบตา-     
กลูโคซิเดสจะเปนสาเหตุของโรค Gaucher’s disease  ในเชื้อราและแบคทีเรีย เอนไซมเบตา-         
กลูโคซิเดสมีบทบาทในการยอยเซลลูโลสใหไดกลูโคส ซ่ึงถือเปนการสรางพลังงานทดแทนจาก
ของเสีย  ในพชืเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสมีบทบาทในการควบคุมการเจริญเติบโต  การตอบสนอง
ตอสภาวะเครียด  การยอยเซลลูโลส  การสรางลิกนิน  และระบบปองกนัตัวเอง (Esen, 1993) 
  

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในสิ่งมีชีวิตบางชนิด นอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย
ไดแลว  ยังสามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
(transglucosylation) ไดอีกดวย  เชน เอนไซมดัลโคชิเนส (dalcochinase) จากเมล็ดพะยูง 
(Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ Thai rosewood)  มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอน
การสลาย  คือสามารถเปลี่ยนกลูโคสอิสระใหกลับมาเปนไดแซคคาไรด หรือไตรแซคคาไรดไดดี 
(Svasti et al., 2003)  นอกจากนี้เอนไซมดลัโคชิเนสยังมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคสมาสูตัวรับซึ่งเปนแอลกอฮอลใหเปน alkyl glucoside โดยทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
(primary alcohol) ไดดี และกับแอลกอฮอลทุติยภูมิไดบาง (Svasti et al., 2003) เอนไซมชนิดที่สอง
คือ เอนไซมลินามาเรส (linamarase) จากมนัสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ cassava) 
สามารถเรงปฏิกิริยายอนการสลายไดนอย แตมีประสิทธิภาพสูงในการเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส โดยทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลปฐมภูมิ  ทุติยภูมิ และตติยภูมิไดดี ซ่ึงไมพบคณุสมบัตินี้ใน
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตชนดิอื่นๆ (Svasti et al., 2003) 



   

2 

การศึกษากลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ  ทํา
ไดโดยการศึกษาความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโน  คาจลนพลศาสตร  ตัวยับยั้ง  การ
ดัดแปลงทางเคมี  affinity labeling และการกลายพันธุ  โดยพบวากรดอะมิโนที่เปนกรด เชน     
กลูตาเมท และแอสปาเตท ที่เปนตําแหนงอนุรักษ  ทําหนาที่เปน acid/base catalyst และเปน 
nucleophile ระหวางการเรงปฏิกิริยา ซ่ึงพบวามีความคลายคลึงกันในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทุก
ตัว นอกจากนีย้ังรวมถึงเบตา-กลูแคนเนส  ไซลาเนส และไลโซไซมอีกดวย เอนไซมเบตา-           
กลูโคซิเดสจะใชแอสปาเตท และกลูตาเมท ที่อยูบริเวณเรง ในการสรางพันธะโควาเลนทระหวาง
เอนไซมและสับสเตรท  เกิดเปนเอนไซม-สับสเตรทอินเตอรมีเดียท (enzyme-substrate 
intermediate)  ทําใหเกิดการเรงปฏิกิริยาการสลาย  สําหรับสวนอื่นๆ ของเอนไซมจะมีกรดอะมิโนที่
แตกตางกัน  เพื่อใชในการจบักับหมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  ทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
ส่ิงมีชีวิตที่ตางชนิดกันจะมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่แตกตางกัน  โดยสวนมากจะแตกตางกันใน
สวนของหมูอะไกลโคน  ยกตัวอยางเชน เอนไซมดัลโคชิเนสจากเมลด็พะยูง มีความจําเพาะตอ
สับสเตรทธรรมชาติดัลโคชินินกลูโคไซด (dalcochinin glucoside)  ที่เปน isoflavonoid β–glucoside  
และเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังมีความจําเพาะตอสับสเตรทธรรมชาติลินามาริน
(linamarin) ที่เปน cyanogenic glucoside (Svasti et al., 2003)  

 
เนื่องจากเอนไซมดัลโคชิเนส และเอนไซมลินามาเรสมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกนัถึง 

70%  แตมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา และความจําเพาะตอสับสเตรทที่ตางกัน  งานวิจยันีจ้ึง
สนใจที่จะศึกษาถึงความสัมพันธระหวางโครงสราง และการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  
เพื่อหาตําแหนงของกรดอะมโินในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน ที่นาจะมีความสําคัญตอ
ความจําเพาะตอสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน
พืชไทย 2 ชนดิเปนตนแบบในการศึกษา คือเอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูง  และเอนไซมลินามาเรส
จากมันสําปะหลัง  ซ่ึงจะศึกษาโดยทําการกลายพันธุที่ตาํแหนงจําเพาะของเอนไซมดลัโคชิเนส  โดย
เปล่ียนกรดอะมิโนบางตําแหนงในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส ให
เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  โดยมีสมมุติฐานวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงที่สําคัญ 
นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ได มีคุณสมบัติคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ สามารถ
สลายลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติขเองเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย  จึงคาดวางานวิจยันี้จะทําใหเกิดความเขาใจถึงความสัมพันธระหวาง
โครงสรางและการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  และสามารถนําความรูที่ไดนี้ไปประยุกต  
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ใชในการผลิตเอนไซมชนิดใหมใหมีคณุสมบัติตามที่เราตองการเพื่อนาํไปใชประโยชนในดาน
การแพทย  การเกษตร และอุตสาหกรรมตอไปในอนาคต 

 



วัตถุประสงค 
 

1. ทํานายตําแหนงของกรดอะมโินในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน ที่อาจมีความสําคญั
ตอความจําเพาะตอสับสเตรท และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนส  โดยการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส  ควบคูกับโครงสราง
สามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส 

2. สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  โดยการแทนที่กรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเน
สดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส 

3. ศึกษาคุณสมบตัิทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat) ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
กับเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ และเอนไซมลินามาเรสในการสลายสับสเตรทตางๆ  

4. ศึกษาคุณสมบตัิในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสกับ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ และเอนไซมลินามาเรสกับแอลกอฮอลชนิดตางๆ 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส    
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (E.C. 3.2.1.21) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลาย
สารประกอบเบตา-กลูโคไซด  ตรงบริเวณพันธะเบตา-กลูโคซิดิก ที่เชื่อมระหวางหมูไกลโคนกับ
หมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จัดอยูในไกลโคไซดไฮโดรเลส แฟมิลี 1 
(Hanrissat and Bairoch, 1996)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส สวนใหญมขีนาด 55-65 กิโลดาลตัน  มี
ชวง pH ที่เหมาะสมกับการทาํงานอยูที่ pH 5-6  และสับสเตรทคือสารประกอบเบตา-กลูโคไซด เชน            
ไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด  ไซยาโนจีนิกกลูโคไซด  และสเตียรอยดกลูโคไซด  เอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสพบไดทัว่ไปในพืช  สัตว  และจุลินทรีย  โดยเอนไซมอาจทําหนาทีแ่ตกตางกันใน
ส่ิงมีชีวิตที่ตางกัน  ในมนุษยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทําหนาที่สลายกลูโคซิลเซอราไมด 
(glucosylceramide)  และการขาดเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเปนสาเหตุของโรค Gaucher’s 
disease  ในเชือ้รา และแบคทีเรีย เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเปนสวนหนึ่งของ cellulose complex ซ่ึง
มีบทบาทในการยอยเซลลูโลสใหไดเปนเซลโลไบโอส  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะยอย     
เซลโลไบโอสใหไดผลผลิตสุดทายเปนกลูโคส  ซ่ึงถือเปนการสรางพลังงานทดแทนจากของเสีย 
(Esen, 1993) ในพืชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสมีบทบาทในการควบคุมการเจริญเตบิโต  การตอบ 
สนองตอสภาวะเครยีด  การยอยเซลลูโลส  การสรางลิกนิน  และระบบปองกันตัวเอง  เอนไซม
เบตา-กลูโคซเิดสจะควบคุมการเจริญเติบโตของพืช โดยการปลดปลอยไซโตไคนินซึ่งเปน growth 
factor ออกจากสารประกอบกลูโคไซด  และเอนไซมจะเกีย่วของกับระบบปองกันตัวเองโดยการ
ผลิตสารประกอบ เชน ไฮโดรเจนไซยาไนด  ซาโปนิน  คูมาริน  และแนพโทควิโนน  จากปฏิกิริยา
การสลายสับสเตรท (Conn, 1993) 
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตที่ตางชนิดกนัจะมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่
แตกตางกัน  โดยเฉพาะเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช  สวนมากจะแตกตางกันในสวนของ
หมูอะไกลโคน (Esen, 1993)  ยกตวัอยางเชน  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือดัลโคชิเนส 
(dalcochinase) มีสับสเตรทธรรมชาติเปนไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด (Svasti et al., 1999) 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือลินามาเรส (linamarase)  มีสับสเตรทธรรมชาติ
เปนไซยาโนจนีิก กลูโคไซด (Eksittikul and Chulavatnatol, 1988)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
ขาวโพดมีสับสเตรทธรรมชาติเปน 2-O-β-D-glucopyranosyl-4-hydroxy-7-methoxy-1,4-
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benzoxazin (DIMBOAGlc)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวฟาง มสัีบสเตรทธรรมชาติเปน p-
hydroxy-(S)-mandelonitrile-β-D-glucose (dhurrin) (Cicek et al., 2000) 

 
นักวจิัยไดทําการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตหลาย

ชนิด  และในปจจุบันสามารถหาโครงสรางสามมิติของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตได
แลว 10 ชนิด  ซ่ึงทุกตัวมีโครงสรางเปนแบบ (β/α)8 barrel structure (ภาพที่ 1)  (Davies and 
Henrissat, 1995)  โดยโครงสรางแรกที่หาไดคือ  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 
(Barret et al., 1995)   

 

 
 

ภาพที่ 1  โครงสราง (α/β)8 barrel sttructure ของเอนไซมเบตากลูโคซิเดสจาก white clover  สีชมพู
แสดงโครงสราง α-helix  สีเหลืองแสดงโครงสราง β-sheet 

ที่มา: Protein data bank (2007) 
 

กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสามารถเกิดขึ้นได 2 รูปแบบคือ  
inversion และ retention (ภาพที่ 2)  โดยทกุเอนไซมที่อยูในแฟมิลีเดียวกันจะเกดิการเรงปฏิกิริยาใน
รูปแบบเดียวกนั  การเรงปฏิกิริยาแบบ inversion จะมีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน acid และ base 
catalysts ซ่ึงวางอยูในตําแหนงที่หางกันประมาณ 10.5 Å ซ่ึงยอมใหโมเลกุลของสับสเตรท และน้ํา
มาจับระหวางหมูคารบอกซิลไดพรอมกัน  โดยหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน acid catalyst จะให
โปรตอนกับ glycosidic oxygen พรอมกับหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน base catalyst จะรับ
โปรตอนจากโมเลกุลของน้ํา ซ่ึงเขามาเกิด nucleophilic attack กับ anomeric carbon เกดิการสลาย
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พันธะไกลโคซิดิก ไดผลิตภณัฑซ่ึงคือ น้ําตาล ที่มี anomeric configuration เปล่ียนแปลงไป  
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ single-displacement  และ transition state จะมีลักษณะเปน            
ออกโซคารบอเนียมไอออน (oxocarbenium ion) (ภาพที่ 2a) สวนการเรงปฏิกิริยาแบบ retention จะ
มีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน acid/base catalysts และ nucleophile ซ่ึงวางอยูในตําแหนงที่หางกัน
ประมาณ 5.5 Å ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ double-displacement  ซ่ึงจะเกิดโควาเลนท            
ไกลโคซิล-เอนไซมอินเตอรมีเดียท (covalent glycosyl-enzyme intermediate) (ภาพที ่2b)  ใน
ขั้นตอนแรกหมูคารบอกซิลตัวหนึ่งจะทําหนาที่เปน acid catalyst ซ่ึงจะใหโปรตอนแก glycosidic 
oxygen พรอมกับสลายพันธะไกลโคซิดิก และหมูคารบอกซิลอีกตัวหนึ่งจะทําหนาที่เปน 
nucleophile ซ่ึงจะเกิด nucleophilic attack กับ anomeric carbon สรางเปนโควาเลนทไกลโคซิล
เอนไซมอินเตอรมีเดียท  ในขั้นตอนที่สองหมูคารบอกซิลที่สูญเสียโปรตอนจะทําหนาที่เปน base 
catalyst โดยจะดึงโปรตอนจากโมเลกุลของน้ําที่เขามาโจมตี anomeric center ทําใหไดน้ําตาลหลุด
ออกมา ผลิตภัณฑที่ไดจะมี anomeric configuration เหมือนเดิม  โดยท้ัง 2 ขั้นตอนจะเกิดขึ้นผาน 
transition states ที่มีลักษณะเปนออกโซคารบอเนียมไอออน (David et al., 2000)  

 
จากการศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium faecalis 

แสดงใหเห็นวากลูตาเมทที่ตาํแหนง 358 (ตรงกับกลูตาเมทที่ตําแหนง 397 ในเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดสจาก white clover)  มีหนาที่ในการเรงปฏิกิริยา  ซ่ึงเอนไซมกลายพันธุทุกตัวที่กลูตาเมท
ตําแหนง 358 ถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนชนิดอื่น จะมีกจิกรรมของเอนไซมลดลง (Trimbur et al., 
1992)  และจากการจับกนัของเอนไซมกับตัวยับยั้งคือ 2-deoxy-2-fluoroglucoside  ทําใหเกิด        
โควาเลนทไกลโคซิลเอนไซมอินเตอรมีเดยีท  ชี้ใหเห็นวากลูตาเมทที่ตาํแหนง 397 ในเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover ทําหนาที่เปน nucleophile และอยูในลําดับกรดอะมิโน  
I(V)TENG  ซ่ึงเปนตําแหนงอนรัุกษอยางมากในไกลซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 1 ทุกตัว (Henrissat, 
1991)  สําหรับการหาตําแหนงที่ทําหนาที่ acid/base catalyst ไดทําการศึกษาเอนไซมเบตา-           
กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง  โดยใช N-bromo-acetly-β-D-glucosamine เปนตัวยับยัง้  พบวา   
กลูตาเมทตําแหนง 198 (ตรงกับกลูตาเมทตําแหนง 183 ในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white 
clover) ทําหนาที่เปน acid/base catalyst อยูในลําดับกรดอะมิโน LNEP ซ่ึงเปนตําแหนงอนุรักษ
อยางมากในไกลซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 1 ทุกตัว (Keresztessy et al., 1994)  โดยกลูตาเมทตําแหนง 
183 และกลูตาเมทตําแหนง 397 ในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover จะอยูบน β-strand 4 
และ 7 ตามลําดับ  (Barrett et al., 1995)  และอยูหางกันเปนระยะทางประมาณ 5.2 Å  (Henrissat et 
al., 1995)  จากการตรวจสอบโครงสรางของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover พบวามี
กรดอะมิโนประเภทที่มีขัว้ และวงแหวน อะโรมาติกจํานวนมาก บริเวณตําแหนงจบัของหมูน้ําตาล  
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และที่บริเวณบริเวณตําแหนงจับของหมูอะไกลโคน นาจะอยูบริเวณปลาย c-terminal loop ตรง
ทางเขาของโพรง ที่ตําแหนงนี้สวนมากจะประกอบดวยกรดอะมิโนประเภทไมชอบน้ํา และกรด  
อะมิโนที่มีขั้วจํานวนมาก (Barrett et al., 1995) 

 

ภาพที่ 2  กลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (a) inverting  (b) retaining 
ที่มา: Carl and Stephen (2000) 
 
2. เอนไซมเบตากลูโคซิเดสจากพืช   
 
 นักวจิัยไดทําการศึกษาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืชมานานกวา 150 ปแลว โดยเอนไซม
นี้จะมีบทบาทเกี่ยวของกับการตอบสนองตอสภาวะเครียด  การสรางลิกนิน  การยอยเซลลูโลส  การ
ควบคุมการเจริญเติบโต โดยเอนไซมนีจ้ะสลายกลูโคไซดในไฟโตฮอรโมนของพืช  ทําใหได
ฮอรโมนอิสระที่จะไปทําหนาที่ตอไป (Hughes, 1993)  และหนาที่ที่สําคัญอีกอยางหนึ่งของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืช  คือการปองกันอันตรายจากสัตวกินพชื (Esen, 1993)  โดยเอนไซม
ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส (หรือลินามาเรส)  จะเรงปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจนีิกกลูโคไซด 
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แลวไดผลิตภณัฑคือ กลูโคสกับไฮดรอกซีไนไตรล (hydroxynitrile)  ซ่ึงอาจถูกสลายโดย
เอนไซมไฮดรอกซีไนไตรลไลเอส (hydroxynitrilelyase) หรือสลายตัวเอง (spontaneous 
degradation) ใหเปนคีโตนและไฮโดรเจนไซยาไนด (HCN) ซ่ึงเปนสารพิษ ดังภาพที่ 3 (Hughes, 
1993)  กระบวนการนี้เรียกวา กระบวนการไซยาโนจีนีซิส (cyanogenesis)  จะพบในพืชมากกวา 
3000 สปชีส  โดยพบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และสับสเตรท จะอยูในบริเวณทีต่างกันภายใน
เซลล และหลังจากที่เซลลหรือเนื้อเยื้อเกดิบาดแผล โดยการเขาทําลายของสัตวกินพชืหรือจุลินทรีย 
จะทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสามารถทําปฏิกิริยากบัสับสเตรท แลวไดสาร HCN ซ่ึงเปน
สารพิษออกมายับยั้งจุลินทรียที่เขามาตรงบริเวณบาดแผลนั้นดวย   
 

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

จากการศึกษาของ Selmar ป 1993  พบวาสารประกอบเบตา-กลูโคไซดสวนมากจะถกู
ขนสงภายในเซลลพืชในรูปของไดกลูโคไซด ซ่ึงจะไมสามารถถูกยอยดวยเอนไซมเบตา-             
กลูโคซิเดส  สําหรับโมโนกลูโคไซดจะไมสามารถถูกขนสงภายในเซลลได เนื่องจากจะถูกยอยโดย
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่อยูบริเวณเมมเบรน แตจะสามารถถูกขนสงไดเมื่อมีการเปลีย่นใหมาอยู
ในรูปของไดกลูโคไซดโดยอาศัยปฏิกิริยาไกลโคซิเลชัน (glycosylation)  และจะเปลี่ยนกลับไปเปน
โมโนกลูโคไซดได โดยอาศัยเอนไซมไดกลูโคซิเดส (Selmar, 1993) 
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2.1 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre, Thai 
rosewood) 
 

จากการคัดกรองหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดมากกวา 50 สปชีสของพืชใน
ประเทศไทย โดยใช para-nitrophenyl-β-D-glycopyranoside (pNP-glycoside) หลายชนิดเปน
สับสเตรท พบวามีเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในเมล็ดพชื 9 ชนิด  โดยเมล็ดของพะยงูมีกิจกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก
เมล็ดของพืชชนิดอื่น (Surarit et al., 1995)  ดังนั้นจึงมกีารนําเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ด
ของพะยูงมาทาํใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี 35-70% saturated ammonium sulphate fractionation, 
isoelectric focusing และ Sephadex G-150 chromatography (Srisomsap et al., 1996)  
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวาดัลโคชิเนส  มีน้ําหนกั
โมเลกุล 330,000 ดาลตัน  คาดวาประกอบดวย 4-6 subunit แตละ subunit มีน้ําหนกัโมเลกุล 66,000 
ดาลตัน มีคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานที่ pH 5.5  เอนไซมนี้มีสับสเตรทธรรมชาติคือ 12-
dihydroamorphigenin-8’-O-β-D-glucoside สับสเตรทนี้เปนสารประกอบไอโซฟลาโวนอยดชนิด
ใหม  และไดตัง้ชื่อวา ดัลโคชินินกลูโคไซด (dalcochinin-8’-O-β-glucoside) แสดงดงัภาพที่ 4  
เนื่องจากดัลโคชินินกลูโคไซดมีโครงสรางที่คลายกับ rotenone ซ่ึงเปนสารพิษชนิดหนึ่งที่ใชเปนยา
ฆาแมลง  จึงคาดวาหมูอะไกลโคนนี้นาจะมีบทบาทสําคัญในการปองกันพวกสัตวกนิพืช  และไดมี
การศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  พบวาเอนไซม 
ดัลโคชิเนสมีคา Km และ Vmax เทากับ 1.68 mM และ 452 nkat/ml ตามลําดับ (Svasti et al., 1999)  
นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสยังสามารถยอยไดทั้ง β–glucoside และ β-fucoside  จากการศึกษา
พบวาเอนไซมดัลโคชิเนส  มีคา Km ตอสาร para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) และ 
para-nitrophenyl-β-D-fucopyranoside (pNP-Fuc) เปน 5.4 mM และ 0.54 mM ตามลําดับ  มีคา kcat 
ตอสาร pNP-Glc และ pNP-Fuc เปน 307 sec-1 และ 151 sec-1 ตามลําดับ  เอนไซม 
ดัลโคชิเนสถูกยับยั้งอยางรุนแรงดวย mercuric compound (HgCl2 และ p-chloromercuribenzoate) 
และไมรุนแรงดวย δ-gluconolactone และ conduritol epoxide (Srisomsap et al., 1996)  เนื่องจาก
เอนไซมมีกิจกรรมที่สูงกับทั้ง pNP-Glc และ pNP-Fuc จึงเปนที่นาสนใจที่จะศึกษาวาเอนไซมมี
บริเวณเรงเดียว หรือมี 2 บริเวณเรงทีแ่ยกกนัสําหรับการเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc และ pNP-
Fuc จึงมีการตรวจสอบโดยการทํา chemical modification โดยใช conduritol B epoxide (CBE) ซ่ึง
จากการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมมีบริเวณเรงเดียวสําหรับการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc 
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(Surarit  et al., 1996)  นอกจากนี้ยังมกีารยนืยันจากการวเิคราะหทางจลนพลศาสตรซ่ึงแสดงใหเห็น
วาเอนไซมมีบริเวณเรงเดียวเชนกัน (Surarit et al., 1997)   

 
 

 
 
ภาพที่ 4  โครงสรางของดัลโคชินินกลูโคไซด 
ที่มา: Svasti (1999) 
 

เพื่อศึกษาโครงสราง และวิวฒันาการของเอนไซมดัลโคชิเนส จึงมีการหาลําดับกรด  
อะมิโนของเอนไซมนี้โดยการทํา peptide sequencing ตามดวยการทํา RT-PCR amplification, 
3’RACE, 5’RACE, cloning  และการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA  จากการศึกษาพบวา 
เอนไซมดัลโคชิเนส  ประกอบดวยกรดอะมิโน 547 ตัว (ภาพที่ 5) ซ่ึงแบงเปน propeptide 23 ตัว 
และ mature protein 524 ตัว  นอกจากนี้ยังพบวา mature protein ของเอนไซมดัลโคชิเนส  มีความ
เหมือนกับไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover ถึง 60%  จงึคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนส  
นาจะมีโครงสรางแบบ barrel structure คลายกับไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover 
(1CBG) (Barrett et al., 1995)  การที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิดนีม้ีกรดอะมิโนบางตัวแตกตางกัน จึงทําให
ความจําเพาะกบัสับสเตรทแตกตางกัน  จากการทดลองตดัเอนไซมดัลโคชิเนสดวยเอนไซม 
endoglycosidase-F/peptide-N-glycosidase F (endo F) พบวาเอนไซมดลัโคชิเนสเปนไกลโคโปรตีน
และมีการเกิดกระบวนการ N-glycosylation  จากการทีม่ี signal sequence แสดงใหเห็นวาโปรตีนนี้
นาจะอยูใน secretory organelle, vacuole หรืออยูนอกเซลล  จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ทําใหสามารถจัดเอนไซมอยูในแฟมิลี 1 ของกลุมเอนไซมเบตา-ไกลโคซิเดส  
ซ่ึงคาดวาจะสลายสับสเตรทโดยใชกลไกแบบ retention  (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
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ภาพที่ 5  ลําดบันิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส  ตัวอักษรสีเขียวแสดง             

 ตําแหนง start codon  ตัวอักษรสีฟาแสดงตําแหนง stop codon  ตัวอักษรสีแดงแสดง  
 ตําแหนง propeptide  ตัวหนาแสดงตําแหนง N-terminal sequence ของ mature protein   
 และตัวอักษรสีชมพูแสดงบริเวณที่คาดวานาจะเกิด N-glycosylation 

ที่มา: Ketudat-Cairns (2000) 
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นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาวา เอนไซมดัลโคชิเนสที่ไดจากการโคลน จะมีคุณสมบัติใน
การเรงปฏิกิริยาเชนเดยีวกับเอนไซมดัลโคชิเนสที่ไดจากพืชหรือไม  แตเนื่องจากเอนไซมเบตา-    
กลูโคซิเดสจากพืชใบเลี้ยงคูตองผานกระบวนการ glycosylation  ดังนั้นจึงไมเหมาะสมที่จะทําการ
แสดงออกใน Escherichia coli  เพราะขาดขั้นตอน glycosylation  จึงมีการทําใหเอนไซม              
ดัลโคชิเนสแสดงออกในยีสต Pichia pastoris  ซ่ึงมีกระบวนการ glycosylation แทน  เพื่อใหได
เอนไซมที่มีลักษณะเหมือนธรรมชาติมากที่สุด  จากการศกึษาพบวาสามารถตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซมดัลโคชิเนสไดทั้งในเซลล และในอาหารเลี้ยงเชือ้  นอกจากนี้ยงัพบวารีคอมบิแนนทเบตา-
กลูโคซิเดสสามารถยอยสลาย pNP-Glc  และดัลโคชินินกลูโคไซดไดเชนเดียวกับเอนไซมจากเมลด็ 
(Ketudat-Cairns et al., 2000)  

 
นักวจิัยไดทําการโคลน และแสดงออกเอนไซมดัลโคชิเนสในระบบการแสดงออกของ

ส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ  พบวาการแสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสใน E.  coli จะไดโปรตีนที่ไม
ละลายน้ํา  ซ่ึงสามารถทําใหโปรตีนละลายไดโดยใหมกีารแสดงออกรวมกับ chaperonin GroESL  
แตอยางไรก็ตามเอนไซมที่ไดก็ไมมีกจิกรรม เพราะใน E. coli ขาดกระบวนการ post-translational 
modification ที่เหมาะสม ซ่ึงจําเปนตอการมวนพับ และการทํางานของเอนไซม  สําหรับการ
แสดงออกของเอนไซมดัลโคชิเนสใน P. pastoris และ Saccharomyces cerevisiae จะไดเอนไซมที่
มีกิจกรรม  และพบวาการแสดงออกใน P. pastoris ภายใตสภาวะที่มีการเหนี่ยวนําดวยเมทานอลจะ
มีประสิทธิภาพดีกวาการแสดงออกใน P. pastoris และ S. cerevisiae  ในสภาวะที่มกีารแสดงออก
ตลอดเวลา  ดังนั้นจึงมีการสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 2 แบบคือ ใหมีกรดอะมิโนฮีสติดีนติดอยู
ที่บริเวณปลาย C-terminus และ N-terminus ซ่ึงจะสามารถทําใหบริสุทธิ์ผาน immobilized metal-
ion affinity chrpmatography (IMAC) ไดงาย  จากผลการทดลองพบวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสทั้ง 
2 แบบไมจับกบัคอลัมน IMAC ซ่ึงคาดวากรดอะมโินฮสีติดีนนาจะถูกตัดออกที่บริเวณปลาย C-
terminus และ N-terminus ในกระบวนการ post-translation modification  และจากการหาลําดับ
กรดอะมิโนดานปลาย N-terminus ของเอนไซมดัลโคชิเนสที่ทําใหบริสุทธิ์ที่ผลิตไดใน P. pastoris 
พบวาเอนไซมที่ผลิตไดมีลําดับกรดอะมิโนเร่ิมตนที่ EVPPFN แสดงวากรดอะมิโน 12 ตัวแรกของ 
mature dalcochinase ถูกตัดออกไปพรอมกบักรดอะมิโนฮีสติดีนที่อยูทางดานปลาย N-terminus  
ดังนั้นจึงมกีารสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตัวใหมที่ม ีsignal peptide  กรดอะมิโนฮิสติดีน 8 ตัว  
และตามดวยลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสที่ปลาย N-terminus หายไป 13 ตัว (เร่ิมตนที่
ลําดับกรดอะมิโน VPPFN)  ซ่ึงทําใหสามารถมีการแสดงออก และทําใหบริสุทธิ์ผานคอลัมน 
hydrophobic interaction chromatography และคอลัมน IMAC ได  โดยรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่
ไดมีคุณสมบัตเิหมือนกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (Toonkool et al., 2006) 
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2.2 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง (Manihot  esculenta  Crantz, cassava)     
 

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ลินามาเรส 
(linamarase) เอนไซมนี้มีการผลิตในสวนตางๆ ของตนมันสําปะหลัง  ทําหนาที่สลายไซยาโน     
กลูโคไซด 2 ชนิด คือ ลินามาริน (linamarin, 2-hydroxyisobutyronitrile-β-D-glucopyranoside) และ 
โลตัสตราลิน (lotaustralin, 2-hydroxy-2-methylbutyronitrile-β-D-glucopyranoside) (ภาพที่ 6) 
ไดผลิตภัณฑเปนคีโตน และไฮโครเจนไซยาไนด ซ่ึงเปนสารพิษที่มีบทบาทในการปองกันอันตราย
จากสัตวกินพชื (Hughes et al., 1992)  เอนไซมลินามาเรสมีบทบาทสําคัญในการกําจัด 
ไซยาโนกลูโคไซด ระหวางขั้นตอนการกําจัดสารพิษในกระบวนการผลิตอาหารจากมันสําปะหลัง 
(Eksittikul et al., 1988)    
 

 
 

ภาพที่ 6  โครงสรางของลินามาริน และโลตัสตราลิน 
ที่มา: Kemisk Institute of Syddansk University (2001) 
 

นักวจิัยไดมีการแยกเอนไซมลินามาเรสจากพืชชนิดตางๆ เชน white clover (Trifolium 
repens L), birdfoot trefoil (Lotus corniculatus L), ปอ (Linum ussitatissinum), ถ่ัว (Phaseolus 
lunatus), ยางพารา (Hevea brasiliensis) และมันสําปะหลัง  สําหรับมันสําปะหลังไดมีการแยก
เอนไซมคร้ังแรกจากสวนของราก ตอมาไดมีการแยกจากสวนลําตน  กานใบ  และเปลือกราก  
พบวาเอนไซมลินามาเรสที่แยกไดจากสวนตางๆ เหลานี้  มีลักษณะเปน homopolymer แตละหนวย
ยอยมีน้ําหนกัโมเลกุล 63,00 ดาลตัน  มีคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานที่ pH 6  สามารถยอย 
ลินามารินซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติได  แตไมสามารถยอยพรูนาซิน (prunasin) หรืออะมิกดาลิน 
(amygdalin) ได  นอกจากนีย้งัสามารถยอย pNP-Glc และ pNP-Fuc ซ่ึงเปนสับสเตรทที่หาซื้อได
ทางการคาไดอีกดวย  เอนไซมลินามาเรสถูกยับยั้งดวย δ-gluconolactone, isopropyl-β-D-
thioglucoside, Hg2Cl สําหรับ pNP-Glc และ Tris ion สําหรับ pNP-Fuc  จากการศึกษาพบวา
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เอนไซมลินามาเรสจากกานใบ มีคา Km ตอลินามาริน  pNP-Glc  และ pNP-Fuc เทากบั 0.57, 5.05 
และ 0.23 mM ตามลําดับ  มีคา Vmax    ตอลินามาริน  pNP-Glc  และ pNP-Fuc เทากับ 58, 256 และ 
266 μmol/min/mg ตามลําดับ (Eksittikul et al., 1988)   
 

นักวจิัยไดทําการโคลน cDNA ของเอนไซมลินามาเรสจาก cDNA library ของใบเลี้ยง
ของตนมันสําปะหลัง  โดยใชโพรบเปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover  พบวากจิกรรม
ของเอนไซมเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วระหวางทีม่ีการงอก  เอนไซมลินามาเรสประกอบดวยกรดอะมิโน 
532 ตัว (ภาพที่ 7)  จากลําดบันิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน พบบริเวณที่คาดวามีการเติม
น้ําตาล 5 บริเวณ  จากการศึกษาพบวาเอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลังเปนไกลโคโปรตีนที่มี
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  แสดงใหเห็นวากลูตาเมทตําแหนง 198 ทําหนาที่เปน acid/base catalyst 
(Keresztessy et al., 1994)   
 

ไดมีการทําใหเอนไซมลินามาเรสแสดงออกใน E.  coli โดยใช pGEX-2T fusion 
vector พบวา  รีคอมบิแนนทเอนไซมที่ไดไมมีการเติมน้ําตาล  ไมเสถียร  และมีการมวนพับทีไ่ม
ถูกตอง (Keresztessy et al., 1996)  จึงมีการทําใหเอนไซมลินามาเรสแสดงออกในยีสต S.  
cerevisiae  ซ่ึงมีกระบวนการเติมน้ําตาลแทน  จากการศึกษาพบวารีคอมบิแนนทเอนไซมที่ไดมี
กิจกรรม  มกีารเติมน้ําตาล  และมีความเสถียรเหมือนกับเอนไซมที่ไดจากพืช  สามารถตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซมลินามาเรสไดทั้งในเซลล  และในอาหารเลี้ยงเชือ้ 90 และ 10% ตามลําดับ  
นอกจากนี้ยังพบวารีคอมบแินนทเอนไซมสามารถสลายลินามาริน  และ pNP-Glc ไดเหมือนกับ
เอนไซมจากพชื (Keresztessy et al., 2001)   
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ภาพที่ 7  ลําดบันิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ตัวอักษรสีเขยีวแสดง 
 ตําแหนง start codon  ตัวอักษรสีฟาแสดงตําแหนง stop codon  และตัวอักษรสีชมพูแสดง  
 บริเวณที่คาดวานาจะเกิด N-glycosylation 

ที่มา: Hughes (1992) 
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3. ปฏิกิริยายอนการสลาย (reverse hydrolysis) และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส (transglucosylation)   
 
 โดยปกติเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเรงปฏิกิริยาการสลายสารประกอบเบตา-กลูโคไซด 
และโอลิโกแซคคาไรด  แตเมื่อในสภาวะที่เหมาะสมคือ มีความเขมขนของโมโนแซคคาไรดสูง 
(เชน 60-85%) และมี water activity ต่ํา  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสบางชนิดจะสามารถเรงปฏิกิริยา
ยอนการสลายไดดังภาพที่ 8 โดยสรางพันธะระหวางกลูโคสอิสระไดเปนไดแซคคาไรด              
ไตรแซคคาไรด  และโอลิโกแซคคาไรดได  นักวจิัยไดทําการทดลองบมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
กับโมโนแซคคาไรด 60% ใน sodium acetate buffer pH 5.0 นาน 1-20 วัน ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส  จากผลการทดลองพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูง สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรด
ไดภายในวนัแรก และสังเคราะหไตรแซคคาไรดไดภายในวันที่ 4 ของการบม  หลังจากการบมเปน
เวลา 20 วันแลวไดผลิตภณัฑทั้งหมดประมาณ 30% ของปริมาณกลูโคสตั้งตน (ไดแซคคาไรด 25% 
และ ไตรแซคคาไรด 5%) (Srisomsap et al., 1999)  เมื่อใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนด 
สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรด และไตรแซคคาไรดได 30% เมื่อใชกลูโคสเปนสับสเตรท 
(Ajisaka et al., 1987)  สําหรับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังสามารถสังเคราะห        
ไดแซคคาไรดไดเพยีง 5% เมือ่ใชกลูโคสเปนสับสเตรท  แสดงใหเห็นวาเอนไซมเบตา-                 
กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตตางกันมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอนการสลายตางกัน   
 

 
 

ภาพที่ 8  การเกิดปฏิกิริยาการสลาย  ปฏิกิริยายอนการสลาย  และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  D =  
 donor  R = หมู alkyl  E = enzyme 

ที่มา: Toonkool (2003) 
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นอกจากเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยายอน
การสลายไดแลว  เอนไซมเบตากลูโคซิเดสบางชนิดยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ซ่ึงคือ 
การยายกลูโคสจากตัวให เชน pNP-Glc ไปยังตัวรับตวัอ่ืนๆ เชน แอลกอฮอล ไดอีกดวย (ภาพที่ 8)  
ซ่ึงปฏิกิริยานี้สามารถนําไปใชในการสังเคราะหสารพวก alkyl glucosideได  แตอยางไรก็ตามไมมี
หลักฐานวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสในสิ่งมีชีวิต (Hommalai 
et al., 2005) นกัวิจยัไดทําการทดลองบมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังกับ pNP-Glc 
ความเขมขน 15 mM และแอลกอฮอลชนิดตางๆ (แอลกอฮอลปฐมภูมิ  แอลกอฮอลทุติยภูมิ และ
แอลกอฮอลตติยภูม)ิ ในบฟัเฟอร McIlvain pH 5.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
พบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังสามารถสังเคราะห alkyl glucoside ไดดีกับ
แอลกอฮอลทั้ง 3 ชนิด (Svasti et al., 2003)  ซ่ึงตรงขามกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง 
และอัลมอนดที่ไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมไิดเลย  แตสามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และ
แอลกอฮอลทุติยภูมไิดผลิตภัณฑ 70-90% และ 8-23% ตามลําดับ (Lirdprapamongkol and Savsti, 
2000)  นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาโดยใช glycosyl donor ตัวอ่ืนนอกจาก pNP-Glc เชน pNP-Fuc,   
เซลโลไบโอส  และเจนติโอไบโอส เปนตัวให และใช hexan-1-ol เปนตัวรับ พบวาเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง  พะยูง และอัลมอนดสามารถใช pNP-Fuc เปน donor ในการ
สังเคราะห hexyl glucoside ได  และทีน่าสนใจคือเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนดสามารถ
ใชทั้งเซลโลไบโอส และเจนติโอไบโอสเปนตัวใหได  ขณะที่เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยงูใช
เจนติโอไบโอสเปนตัวใหไดเพียงตวัเดยีว  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลังไม
สามารถใชเซลโลไบโอส และเจนติโอไบโอสเปนตัวใหไดเลย (Svastiet al., 2003) 

 
4. การศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส   
 
 ไดมีการทําการกลายพันธุในเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เพื่อทีจ่ะ
ศึกษาถึงความสําคัญของกรดอะมิโนในบริเวณเรง (Keresztessy et al., 2000)  และศกึษาถึงกลไกที่
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซม (Cicek et al., 2000) นอกจากนี้ยังทําเพื่อใหได
เอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย (Mayer et al., 2000)  ในการศึกษาถึง
ความสําคัญของกรดอะมิโน ที่มีความสําคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไดทําการศึกษา
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง โดยการเปลีย่นกลูตาเมทตาํแหนง 413 เปนไกลซีน 
(E413G)  เปล่ียนกลูตามีนตาํแหนง 339 เปนกลูตาเมท (Q339E)  เปล่ียนอะลานีนตําแหนง 201 เปน
วาลีน (A201V) และเปลีย่นฟนิลอะลานีนตาํแหนง 269 เปนแอสพาราจีน (F269N)  โดยเทคนิค 
site-directed mutagenesis พบวาการทําการกลายพันธุทีต่ําแหนง E413G และ Q339E ทําใหเอนไซม
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ไมทํางาน  แสดงใหเห็นวา กลูตาเมทตําแหนง 413 และกลูตามีนตําแหนง 339 นาจะเปน catalytic 
nucleophile และ catalytic diad ตามลําดับ  สําหรับการทําการกลายพันธุที่ตําแหนง A201V ทําใหคา 
pKa ของ กลูตาเมทตําแหนง 198 (acid/base catalyst) เปล่ียนแปลง  และทําใหคา Km ในการสลาย   
ลินามารินเพิ่มขึ้น  แสดงวาแขนงขางของกรดอะมิโนวาลีนอาจจะไปขัดขวางการจับกบัลินามาริน 
และการทําการกลายพันธุทีต่ําแหนง F269N ทําใหคา Km ในการยอยสลายลินามารินเพิ่มขึ้นมากถึง 
16 เทา  สวนใน pNP-Glc เพิ่มขึ้นเล็กนอย  แสดงใหเห็นวาฟนิลอะลานนีตําแหนง 269 นาจะ
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทที่เปนลินามารินมากกวา pNP-Glc (Keresztessy et al., 2001)    
 

ในการศึกษาถงึกลไกที่เกีย่วของกับความจาํเพาะตอสับสเตรท ของเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดส ไดมีการศึกษาโดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวโพด (maize β-glucosidase, 
Glu1)  และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวฟาง (sorghum β-glucosidase, Dhr1) เปนตนแบบ  
เนื่องจากเอนไซมทั้ง 2 ตัวนีม้ีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันถึง 70% แตมีความจําเพาะตางกันสูง โดย 
Glu1 สามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลายชนิด นอกเหนือจาก 2-o-β-D-glucopyranosyl-4-
hydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one (DIMBOA-Glc) ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของมัน แต
ไมสามารถยอยสลาย p-hydroxy-(s)-mandelonitrile-β-D-glucoside (dhurrin)  ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติของ Dhr1 ได  ขณะที่ Dhr1 สามารถยอยสลายไดเฉพาะ dhurrin ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติเพียงชนิดเดยีว  ภาพที่ 9  แสดงใหเห็นวาสวนที่ทําหนาที่กําหนดความจําเพาะของหมู    
อะไกลโคน จะแตกตางกันระหวางเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ (Verdoucq et al., 2004 )   

 

 
 

ภาพที่ 9  โครงสรางของ DIMBOA-Glc และ dhurrin 
ที่มา: Cicek (2000) 

 
นักวจิัยไดมีการศึกษาโดยการทําการแลกเปลี่ยนลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย C-

terminus ของ Glu1 ดวย Dhr1 (Glu1/Dhr1 chimeras)  และของ Dhr1 ดวย Glu1 (Dhr1/Glu1 
chimeras)  และจากการทดลองพบวา Glu1/Dhr1 chimeras สามารถยอยสลายสับสเตรทได
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เหมือนกับ Glu1  รวมทั้งยังสามารถยอยสลาย dhurrin ซ่ึง Glu1 ไมสามารถยอยสลายได ไดอีกดวย
ซ่ึงแสดงใหเหน็วา กรดอะมโินที่กําหนดการยอยสลาย dhurrin อยูทางดานปลาย C-terminus ของ 
Dhr1 คือกรดอะมิโน ซีรีนตาํแหนง 462  และตําแหนง 463  ฟนิลอะลานีนตําแหนง 469  ในทาง
ตรงกันขาม Dhr1/Glu1 chimeras สามารถยอยสลาย dhurrin ไดเพยีงอยางเดยีว  และยังมีคา 
catalytic efficiency ต่ํากวา Dhr1 อีกดวย  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนทีก่ําหนดการยอยสลาย 
DIMBOA-Glc ไมไดอยูทางดานปลาย C-terminus ของ Glu1 (Cicek  et al., 2000)  จากการทํา 
superimposition ของโครงสรางของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ พบความแตกตางของลักษณะธรรมชาติ
ของชองในบริเวณเรงคือ ใน Glu1 จะมีลักษณะเปนชองที่แคบ และยาว  ขณะที่ชองนี้ดูเหมือนจะ
กวาง และเล็กกวาใน Dhr1  นอกจากนี้พบวาในบริเวณชองจับสับสเตรทของ Glu1 จะถูกดัดแปลง
เพื่อใหเสถียรตอรูปรางของสับสเตรทที่แตกตางกัน และยังมีความยดืหยุนตอหมูอะไกลโคนที่
แตกตางกัน จงึทําให Glu1 มีกิจกรรมกับสับสเตรทไดหลายชนิด  ซ่ึงตรงขามกับ Dhr1 ที่บริเวณชอง
จับสับสเตรทของเอนไซม จะจําเพาะตอการจับกับสับสเตรทธรรมชาติของมันในรูปแบบที่มีการบดิ
เบี้ยว  ซ่ึงทําให Dhr1 มีความจําเพาะตอสับสเตรทสูง (Verdoucq et al., 2004)  นอกจากจะมี
การศึกษากลไกที่เกีย่วของกบัความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในพืชแลว 
ยังมีการศึกษาในจุลินทรียอีกดวย เชน ไดมีการแลกเปลีย่นกรดอะมิโน 58 ตัวทางดานปลาย C-
terminus ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Celvibrio gilvus ดวยกรดอะมิโน 60 ตัวทางดานปลาย 
C-terminus ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จาก Agrobacterium tumefaciens พบวาเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสจาก C. gilvus ที่มีกรดอะมิโน 60 ตัวทางดานปลาย C-terminus ของเอนไซมเบตา-      
กลูโคซิเดสจาก A. tumefaciens  แสดงความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก 
A. tumefaciens (Singh and Hayashi, 1995) 
 

สําหรับการทําการกลายพันธุเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพเอนไซมในการเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสนั้น  ปจจุบันการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดกําลังไดรับความสนใจเพิ่มขึน้ใน
อุตสาหกรรมยา เนื่องจากโอลิโกแซคคาไรดมีความเปนไปไดในการที่จะนําไปประยกุตใชในการ
รักษาโรค (Perugino et al., 2004)  ซ่ึงวิธีการดั้งเดิมในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดคือใชวิธีการ
ทางเคมี  ซ่ึงมีขอจํากัดในเรือ่งของความถูกตองของ stereochemistry ของผลิตภัณฑทีไ่ด  จึงมีการ
พัฒนามาใชระบบของเอนไซม เพื่อเอาชนะขอจํากดันี้ โดยการใชระบบของเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดสในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดผานปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  โดยการกาํจัด
ความสามารถของเอนไซมในการเรงปฏิกริิยาการสลายออกไป ซ่ึงจะเรียกเอนไซมนีว้า               
ไกลโคซินเทส (glycosynthase) ซ่ึงก็คือเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ทําการกลายพันธุ โดยการแทนที่
กรดอะมิโนทีท่ําหนาที่เปน nucleophile ดวยกรดอะมิโนที่ไมมีความสามารถเปน nucleophile  
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ไกลโคซินเทสตัวแรกไดมาจากการกลายพนัธุที่ตําแหนง nucleophile ของเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดส จาก Agrobacterium sp. โดยการแทนที่กลูตาเมทที่ตําแหนง 358 ดวยอะลานีน (E358A) 
ซ่ึงทําใหเอนไซมที่ไดสามารถสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากถึง 90% (Mackenzie et al., 
1998) แตอยางไรก็ตามเอนไซมที่ไดยังเกิดปฏิกิริยาไดชา  ดังนั้นจึงมกีารพัฒนาเอนไซมกลายพันธุ
ตัวใหมขึ้น ซ่ึงมีการแทนทีก่ลูตาเมทที่ตําแหนง 358 ดวยซีรีน (E358S) พบวาเอนไซมที่ไดมี
ความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดเพิ่มขึน้ถึง 24 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับ E358A  
นอกจากนี้ E358S ยังสามารถใช pNP-N-acetylglucosamine เปน acceptor ในการสังเคราะห pNP-
N-acetyllactose ได  แตใน E358A ไมสามารถใชไดอีกดวย (Mayer et al., 2000)  ตอมาไดมีการทํา 
saturation mutagenesis พบวา E358G มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสสูงกวา 
E358S  และ E358A 2 เทา  และ 50 เทา ตามลําดับ  เมื่อใช α-D-galactopyranosyl fuoride (GalF)  
และ pNP-glc  เปนตัวให  และตัวรับ ตามลาํดับ (Mayer et al., 2001)  นอกจากนีย้ังมีการศึกษา
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp. โดยการทําการกลายพันธุแบบสุมโดยใช 
AbgE358G เปนตัวเร่ิมตน  พบวาไดเอนไซมที่มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสสูง
คือ 1D12 (A19T, E358G) และ 2F6 (A19T, E358G, Q248R, M407V) ในการทําการกลายพันธุรอบ
ที่ 1 และ 2 ตามลําดับ ซ่ึงมีคา kcat/Km ในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสเปน 1:7:27 ใน AbgE358G : 
1D12 : 2F6 ตามลําดับ  เมื่อใช β-D-galactopyranosyl fluoride และ 4-nitrophenyl β-D-
glucopyranoside เปนสับสเตรท และนอกจาก 2F6 จะมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกริิยายายหมู
กลูโคสสูงแลว ยังสามารถยอยสลายสับสเตรทไดหลายชนิดอีกดวย  จากการวิเคราะหโครงสราง
ของ 2F6 แสดงใหเห็นวาการทําการกลายพันธุที่ตําแหนง A19T และ M407V ไมไดเกี่ยวของ
โดยตรงกับการจับกับสับสเตรท  แตมีผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของบริเวณเรง ทําใหโครงสราง
ของเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น  สําหรับ Q248R นั้นยังไมทราบเหตุผลที่แนชดัเนื่องจากตําแหนง
ของกรดอะมิโนวางอยูบนบริเวณผิวของโปรตีน (Kim  et al., 2004)  
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5. การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตนีใน P.  pastoris   
 

การผลิตโปรตีนสวนใหญนยิมที่จะใช E.  coli เปนเซลลเจาบาน  เนื่องจาก E.  coli เปน
ส่ิงมีชีวิตที่จัดการไดงาย  โตเร็ว  อาหารเลีย้งเชื้อเตรียมงาย  และราคาไมแพง  นอกจากนี้เรายังรูแผน
ที่จีโนมทั้งหมดของ E. coli แลว  แตอยางไรก็ตาม E. coli เปนโปรคารีโอท และไมมอีอแกเนล
ภายในเซลลเชน endoplasmic reticulum และ golgi apparatus ซ่ึงพบในยูคารโีอท และเปน           
ออแกเนลที่เกีย่วของกับการดัดแปลงโปรตีน  ดังนัน้จึงทําใหโปรตีนจากยูคารีโอท ที่ผลิตไดใน 
E. coli นั้นไมทําหนาที่ หรืออยูในรูปแบบที่ไมสมบูรณ  เนื่องจากขาดกระบวนการเติมน้ําตาล 
(glycosylation) หรือกระบวนการดัดแปลงหลังการถอดรหัส (post-translational modification) 
ดังนั้นนกัวจิัยจึงหันมาสนใจยีสต เพื่อใชในการผลิตโปรตีน (Cino, n.d.) 
 

ในระยะเวลา 15 ปที่ผานมายีสต P.  pastoris ไดรับการพัฒนาจนกลายเปนระบบทีป่ระสบ
ความสําเร็จในการผลิตเฮทเทอโรโลกัสโปรตีนที่หลากหลาย  การไดรับความนิยมทีเ่พิม่ขึ้นนี้
สามารถอธิบายไดดวยปจจยัหลายอยาง แตปจจัยที่เห็นเดนชัดคือ  (1) P. pastoris เปนยูคารีโอท
ชั้นสูงที่มีกระบวนการดัดแปลงหลังการถอดรหัส เชน กระบวนการเตมิน้ําตาล  การมวนพับของ
โปรตีน  และการสรางพันธะไดซัลไฟด คลายกับสิ่งมีชีวติชั้นสูง (Cereghino and Cregg, 2000)  (2) 
เล้ียงงาย  โตเรว็  อาหารเลี้ยงเชื้อราคาไมแพง (Invitrogen, n.d.)  และไมมีปญหา endotoxin เหมือน
ในแบคทีเรีย  หรือปญหาการปนเปอนจากไวรัสเหมือนในเซลลสัตว (Cino, n.d.)  (3) สามารถผลิต
โปรตีนไดในระดับสูงทั้งภายในเซลล หรือนอกเซลล  และ (4) สามารถหาซื้อเปนชุดเครื่องมือไดใน
การคา (Cereghino and Cregg, 2000) 

 
P. pastoris เปน methylotrophic yeast ที่สามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนได โดย

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลไปเปนฟอรมัลดีไฮดโดยอาศยัเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส 
(alcohol oxidase, AOX)  และในปฏิกิริยานีจ้ะมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเกิดขึน้ดวย  เอนไซม 
AOX ถอดรหัสมาจากยีน AOX1  และ  AOX2  ซ่ึงสวนใหญเอนไซม AOX ในเซลลจะถอดรหัสมา
จากยนี AOX1  เอนไซม AOX นี้อยูภายใน peroxisome รวมกับเอนไซมคะตาเลส (catalase) ซ่ึงทํา
หนาที่สลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดผลิตภัณฑเปนออกซิเจนกับน้ํา  สวนฟอรมัลดีไฮดจะออก
จาก peroxisome และถูกออกซิไดซไดผลิตภัณฑเปนฟอรเมทกับคารบอนไดออกไซดโดยเอนไซม 
ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) 2 ตัว ที่อยูในไซโตพลาสซึมตอไป  ซ่ึงกลไกนี้เปนแหลงพลังงาน
สําหรับการเจริญของ P. pastoris ที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน  สําหรับฟอรมัลดีไฮดที่เหลืออยู
ใน peroxisome จะรวมกับ xylulose 5-monophosphate โดยเอนไซม dihydroxyacetone synthase 
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(DHAS) ซ่ึงเปนเอนไซมชนดิที่ 3 ที่อยูใน peroxisome ไดผลิตภัณฑเปน glyceraldehydes 3-
phosphate และ dihydroxyacetone ซ่ึงจะออกจาก peroxisome และนํากลับไปสรางเปน xylulose 5-
monophosphate ใหม  โดยจะพบเอนไซม AOX และ DHAS ในระดับสูงเมื่อเล้ียงเซลลในเมทานอล  
แตจะไมตรวจพบเอนไซมทัง้ 2 ชนิดนี้ในเซลลที่เล้ียงในแหลงคารบอนตัวอ่ืนๆ เชน กลูโคส        
กลีเซอรอล  หรือเอทานอล  สําหรับโปรโมเตอรที่ควบคุมการผลิตเอนไซม alcohol oxidase คือ 
AOX1 ซ่ึงสามารถถูกเหนี่ยวนําใหแสดงออกดวยเมทานอล (Cereghino and Cregg, 2000) ดังนั้นจึง
มีการใชโปรโมเตอร AOX1 มาใชในการควบคุมการผลิต heterologous protein (Invitrogen, n.d.)  

 
การแสดงออกของเฮทเทอโรโลกัสโปรตีนใน P. pastoris ทําไดโดยการโคลนยีนที่สนใจ

เขาสูเวคเตอร  และถายโอนเวคเตอรเขาสูจโีนมของ P. pastoris โดยการเกิดโฮโมโลกัสรีคอม 
บิเนชัน จากนัน้ตรวจสอบความสามารถของ P. pastoris ในการสรางโปรตีน  ปจจุบนัมีเวคเตอร
มากมายที่ใชสําหรับการแสดงออกในยีสต P. pastoris  (Cereghino and Cregg, 2000)  เชน  
พลาสมิด pPICZαB (ภาพที ่10)  ซ่ึงประกอบดวยโปรโมเตอร AOX1 ที่ใชในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่สนใจ, α-factor secretion signal สําหรับการสงโปรตีนออกนอกเซลล, ยีนตาน
ยาปฏิชีวนะ zeocin, myc epitope เพื่อใชในการตรวจสอบโปรตีนโดย Anti-myc antibody, 
polyhistidine tag เพื่อใชในการทําใหบริสุทธิ์กับคอลัมน 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 ประกอบดวย จุดเริ่มตนในกระบวนการ 
   จําลองตัว (pUC ori) โปรโมเตอร (AOX1)  สัญญาณในการสงออกนอกเซลล (α-factor)   
  ตําแหนงตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ (multiple cloning site)  ยีนของโปรตีน  
  myc ซ่ึงเปนแอนติเจนสําหรับจับกับ anti myc antibody (c-myc-epitope)  ฮีสติดีน 6 ตัว  
  (6x His) และยีนตานยาปฏชิีวนะ zeocin (Zeocin) 

ที่มา: Invitrogen (n.d.) 
 
6. ประโยชนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสนอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาการสลายไดแลว ยังสามารถเรง
ปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดอีกดวย  ซ่ึงความสามารถของเอนไซมในการ
เรงปฏิกิริยาไดหลากหลายนี้ สามารถนําไปใชประโยชนในดานตางๆได ดังตัวอยางตอไปนี ้
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6.1 ปฏิกิริยาการสลาย 
 

 6.1.1 ยอยสลายเซลลูโลส 
 

การสลายเซลลูโลสเปนกลูโคสโดยใชเอนไซมเซลลูเลส จะไดกลูโคสเพียง
เล็กนอย  และไดผลิตภัณฑหลักเปนเซลโลไบโอส (ซ่ึงเปนไดเมอรของกลูโคส) โดยเซลโลไบโอส
จะเปนตัวไปยบัยั้งปฏิกิริยา  และทําใหการยอยสลายเซลลูโลสแยลง  นักวิจยัพบวา สามารถเติม
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อเรงปฏิกิริยาการสลายเซลโลไบโอสใหไดเปนกลูโคส  และเนื่องจาก
เซลโลไบโอสสามารถละลายน้ําได  เพราะฉะนั้นจึงอาจใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในรูปแบบที่มี
การตรึง  ซ่ึงสามารถนํากลับมาใชใหมได  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ถูกตรึงจะเสถียรที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส นานหลายเดือน  ทําใหสามารถใชยอยสลายเซลโลไบโอสอยางตอเนื่องโดยไม
สูญเสียประสิทธิภาพ  ดังนัน้จึงอาจเติมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการเตรียม commercial 
cellulase สําหรับการยอยสลายกระดาษหนงัสือพิมพ  หรือใชเปล่ียนเซลลูโลสเปนกลูโคส  
นอกจากนี้ยังสามารถนําเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ถูกตรึงไปใชประโยชนในดานอื่นไดอีก เชน ใช
ในการสังเคราะหกลูโคไซด และเซลโล-โอลิโกแซคคาไรด เปนตน (Esen, 1993) 

 
 6.1.2 ยอยสลายกลูโคไซดไอโซฟลาโวนในนมถั่วเหลือง   
 

ไอโซฟลาโวนเปนฮอรโมนจากพืช ซ่ึงมีโครงสราง และหนาที่คลายกับ
ฮอรโมนในมนุษย  และมีบทบาทสําคัญในการปองกันโรคมะเร็ง  โรคหัวใจ  โรคภาวะหมด
ประจําเดือน  และโรคกระดกูพรุน  ไอโซฟลาโวนจากถัว่เหลืองมีการศึกษามากที่สุดในบรรดา
ฮอรโมนพืชทั้งหมด  เนื่องจากมีการบริโภคถ่ัวเหลืองอยางมาก  กลูโคไซดไอโซฟลาโวนที่พบมาก
ในถ่ัวเหลืองคือ genistin และ daidzin  จะถูกดูดซึมไดนอยในลําไสเล็กเมื่อเปรียบเทยีบกบัสวน 
อะไกลโคนของมันซึ่งคือ genistein และ daidzein  เนื่องจากกลูโคไซดไอโซฟลาโวนมีขนาดใหญ
กวา และมีความมีขั้วมากกวา  นอกจากนี้กลูโคไซดไอโซฟลาโวนยังมกีิจกรรมทางชวีภาพนอยกวา
สวนอะไกลโคน  โดยกลูโคไซดไอโซฟลาโวนจากพืชเหลานี้จะถูกยอยสลายโดยกจิกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเชื้อแบคทีเรียในลําไส  แตกลไกการสลายยังไมทราบแนชัด  ดังนัน้
เพื่อเอาชนะขอจํากัดนี้ จึงมกีารศึกษาที่จะทําการยอยกลูโคไซดไอโซฟลาโวนใหไดเปน                
ไอโซฟลาโวนกอนที่จะมีการบริโภค  โดยใชแลคติกแอซิดแบคทีเรียทีม่ีการผลิตเอนไซมเบตา-   
กลูโคซิเดส เปนหัวเชื้อในการหมักนมถั่วเหลือง ซ่ึงจะทาํใหเราสามารถใชประโยชนจาก               
ไอโซฟลาโวนจากถั่วเหลืองไดอยางเต็มที่ (Pyo et al., 2005)   
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 6.1.3 สรางกลิ่นหอมในระหวางกระบวนการผลิตไวน 
 

การผลิตไวนเปนกระบวนการทางจุลชีววทิยาที่เกีย่วของกับยีสต และแลคติก
แอซิดแบคทีเรีย โดยนิยมใช S.  cerevisiae ในกระบวนการผลิตไวน  ความหอมของไวนเปนผลที่
ไดมาจากการเกิดปฏิกิริยากนัระหวางสารจากผลองุน  ซ่ึงสารเหลานี้จะมีการผลิตขึ้นระหวางการ
หมัก  โดยสารเทอรปน (terpene) เปนหนึ่งในสารประกอบหลักขององุนซึ่งชวยใหไวนมีกล่ินหอม  
ซ่ึงสารนี้จะอยูใน 2 รูปแบบคือ free volatile form และ nonvolatile sugar conjugated from โดย 
nonvolatile compound อาจจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสทําใหมีการปลดปลอย 
volatile terpene ออกมา  การยอยสลายระหวางกระบวนการทําไวนมีสาเหตุมาจากเอนไซมจากผล
องุน หรือจากจุลินทรียที่อยูในกระบวนการผลิต (Hernandez et al., 2003)  อยางไรกต็ามเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสในผลองุน มีความเสถียรต่ําภายใตสภาวะการผลิตไวน  ดังนั้นเพื่อที่จะเพิ่มกลิ่น
หอมของไวนจึงจําเปนตองใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเชื้อจุลินทรียรวมดวย ซ่ึงคาดวานาจะทาํ
ใหไวนที่ผลิตไดมีความหอมเพิ่มมากขึ้น  (Barbagallo et al., 2004) 
 

6.2 ปฏิกิริยายอนการสลาย   
 

6.2.1 สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดที่มีบทบาทเปนยา   
 

นักวจิัยไดใชปฏิกิริยายอนการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด ซ่ึงมีประโยชนสําหรับใชในการวิจัยในดานตางๆ ทั้งทางการแพทย  
เภสัชศาสตร ใชศึกษาพัฒนาเครื่องมือตรวจวินิจฉยัโรค  และการพัฒนายาตางๆ  ซ่ึงพบวามีน้ําตาล
หลายชนิดที่มบีทบาทสําคัญในการเปนยา เชน แลคตูโลส (lactulose) ซ่ึงเปนไดแซคคาไรด (ภาพที่ 
11) ใชเปนยารกัษาโรคทองผูกเรื้อรัง โดยการยอยสลายแลคตูโลสจะชวยดงึน้ําเขาไปยังลําไสทําให
มีการระบาย  นอกจากนี้แลคตูโลสยังชวยรักษาโรค Hepatic encephalopathy ไดอีกดวย (Geert-Jan 
Boons, 1996)   
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ภาพที่ 11  โครงสรางของแลคตูโลส 
ที่มา: Geert-Jan Boons (1996) 
 

6.2.2 สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดเพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
 

นักวจิัยไดใชปฏิกิริยายอนการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด  เนื่องจากโอลิโกแซคคาไรดเปนโพลีแซคคาไรดสายสั้นๆ  ซ่ึง
ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 2-10 โมเลกุล  โดยมคีุณสมบัติเฉพาะตัว 2 อยางคอื  ไมสามารถ
ถูกยอยไดดวยน้ํายอยในกระเพาะอาหาร  แตจะถูกยอยสลายไดโดยแบคทีเรียในลําไส เชน 
Bifidobacteria ซ่ึงเปน normal flora ที่มีอยูในลําไสใหญ   และดวยคุณสมบัติเฉพาะตวัของ 
โอลิโกแซคคาไรดทําใหมกีารนําโอลิโกแซคคาไรดมาใชเปนสารใหความหวานทีใ่หแคลอรี่ต่ํา โดย
ใชเปนสวนประกอบของอาหารตาง ๆ เชน คุกกี ้ ลูกกวาด  ธัญพืช  และน้ําอัดลม  (Tomomatsu, 
1994) นอกจากนี้ยังใชเปนสวนประกอบของ prebiotic food (M.E. Bruins et al, 2003) โดยโอลิโก
แซคคาไรดที่นิยมใชคือ ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (fructo-oligosaccharide)  ไซโลโอลิโกแซคคา
ไรด (xylo-oligosaccharides)  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด (galactooligosaccharides)  และ โอลิโก
แซคคาไรดจากถ่ัวเหลือง (soybean oligosaccharides) (ภาพที่ 12)   
 

สําหรับประโยชนโดยตรงของการบริโภคโอลิโกแซคคาไรดก็คือ  ชวยเพิ่ม
จํานวนของ Bifidobacteria และ Lactobacilli ซ่ึงเปน normal flora อยูในลําไส  สวนประโยชน
ทางออม ไดแก ชวยลดจํานวนของแบคทีเรียที่กอใหเกดิโรค  ชวยลดอาการทองผูก  ชวยลดระดับ
คลอเรสเตอรอลในเลือด  ชวยลดความดนัโลหิต  ชวยเพิ่มวิตามินบางชนดิ  ชวยลดปริมาณสารพิษ
และเอนไซมทีเ่ปนพิษจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย (Tomomatsu, 1994) 
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ภาพที่ 12  โครงสรางทางเคมีของโอลิโกแซคคาไรดบางชนิด 
ที่มา: Tomomatsu (1994) 
 

6.3 ปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
 

นักวจิัยไดมีการใชปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ในการ
สังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด (ใชน้ําตาล เปน acceptor) และอัลคิลกลูโคไซด (ใชแอลกอฮอลเปน
acceptor)  เนื่องจากสารประกอบไกลโคไซดมีลักษณะเปน amphipathic molecule คือมีหมูไกลโคน
ที่มีขั้ว  และอะไกลโคนที่ไมมีขั้ว  ซ่ึงมีลักษณะคลายกับสารลดแรงตึงผิว  ดังนั้นจึงมกีารใช 
ไกลโคไซดเปนสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงไกลโคไซดธรรมชาติบางตัว เชน saponin มีคุณสมบัติเปนสาร
ลดความตึงผิวธรรมชาติ  แตไมมีความปลอดภัยตอสุขภาพของผูใช  ดงันั้นจึงมีความสนใจที่จะใช
ไกลโคไซดที่สังเคราะหขึ้นเชน อัลคิลกลูโคไซด (Lirdprapamongkol, 1999)  จําพวก octyl β-D-
glucoside, decyl β-D-glucoside และ dodecyl β-D-glucoside (ภาพที่ 13)  เปนสารลดแรงตึงผิว
ประเภท non-ionic surfactants ชนิดใหม  เนื่องจากมันสามารถยอยสลายไดงายโดยจลิุนทรียใน
ธรรมชาติ  และมีการระคายเคืองตอตา และผิวนอย (Lirdprapamongkol, 1999)   
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ภาพที่ 13  อัลคิลกลูโคไซดที่ใชเปนสารลดแรงตึงผิว 
ที่มา: Wikipedia (2007) 
 

สารลดแรงตึงผิวมีบทบาทสําคัญในการนําไปประยกุตใช และใชเปนผลิตภัณฑได
หลายอยาง เชน ผงซักฟอก  สบู  น้ํายาปรับผานุม  ครีมนวดผม  สี  หมกึ  ยาฆาหญา  ยาฆาแมลง  
และอีมัลซิฟายเออร  
 



อุปกรณและวิธีการ 

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 เปนพลาสมิด pPICZαB ที่มียีนของเอนไซม 
ดัลโคชิเนส (ลําดับกรดอะมิโนเริ่มที่ VPPFN) ตอจากลําดบัเบสของฮิสติดีน 8 ตัว ดังภาพที่ 14 ซ่ึงมี
อยูในหองปฎบิัติการ (Toonkool et al., 2006) 
 

 
 

ภาพที่ 14  พลาสมิด pPICZ-His8-truncTRBG ประกอบดวย จุดเริ่มตนในกระบวนการจําลองตัว   
  (pUCori)  โปรโมเตอร (AOX1)  สัญญาณในการสงออกนอกเซล (α-factor)  ยีนของ                  
  ฮีสติดีน 8 ตัว (His8)  ยีนของเอนไซมดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนที่ลําดับกรดอะมิโน VPPFN  
  (N-terminally truncated dalcochinase)  และยีนตานยาปฏิชีวนะ zeocin (Zeocin) 
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2. สารเคมีและเอนไซม   
 

2.1 ดัลโคชินินกลูโคไซด (สกัดโดย นางสาวเพ็ญพร สูจิวัฒนารัตน  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) 

2.2 ดัลโคชิเนสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ ศาสตราจารย ดร. ม.ร.ว. ชิษณุสรร     
สวัสดิวัฒน  มหาวิทยาลัยมหดิล) 

2.3 ลินามาริน (สกัดโดย นางนสุรา ทองทับทิม  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) 
2.4 ลินามาเรสธรรมชาติ (หองปฏิบัติการของ 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 (หองปฏิบัติการ 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 ุ สารเคมีทุกรายการเปน analytical grade 
 

วิธีการ 

 
1. การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

1.1 การหาตําแหนงบนเอนไซมดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 
สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการเปลี่ยนกรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามี

ความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดลัโคชิเนส  เปนกรดอะมิโนของเอนไซม 
ลินามาเรส  ทําการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส  
และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มกีรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขา
ไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดูจากโครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชิเนส  และใน
การทดลองนี้จะทําการกลายพันธุ 4 ตําแหนง คือ  กรดอะมิโนไอโซลิวซีนในตําแหนง 185 ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส (I185A) กรด 
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อะมิโนวาลีนในตําแหนง 255 ของเอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโน                       
ฟนิลอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส (V255F)  กรดอะมิโนไกลซีนในตําแหนง 367 ของเอนไซม
ดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโนซีรีนของเอนไซมลินามาเรส (G367S)  และกรดอะมิโน 
กลูตาเมทในตาํแหนง 455 ของเอนไซมดัลโคชิเนส จะถูกแทนทีด่วยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนของ
เอนไซมลินามาเรส (E455I) 
 

1.2 ทําการกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะ   
 

ทําการออกแบบไพรเมอรของดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว โดยมหีลักการ ดังนี ้
- ไพรเมอรทั้ง 2 สาย ตองมีตําแหนงทีเ่กิดการกลายพันธุทีต่องการ  และจับกับสาย

ตนแบบที่ตําแหนงเดยีวกัน ของสายที่อยูตรงขามกัน 
- ไพรเมอรควรมีความยาวระหวาง 12 ถึง 45 เบส  และม ีmelting temperature (Tm) 

มากกวาหรือเทากับ 78 องศาเซลเซียส โดยคํานวณจากสูตร 
 Tm = 81.5 + 0.41(%GC) – 675/N - %mismatch 
 N คือ ความยาวของไพรเมอร 

-   ตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุควรจะอยูตรงกลางของสายไพรเมอร 
- ไพรเมอรควรมี %GC อยางนอย 40%  และที่ปลายของไพรเมอรควรเปนเบส 

cytocine (C) หรือ guanine (G) 1 ตัว หรือมากกวา 1 ตัว 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้แสดงในตารางที่ 1  เมื่อ

ออกแบบไพรเมอรไดแลวทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ โดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II 
Site-Directed Mutagenesis Kit ซ่ึงมีปฏิกิริยาของการทําพีซีอาร ดังนี้   



   

34 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (ปริมาณ 50 ng)  2 μl 
ฟอรเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)    5 μl 
รีเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)    5 μl 
2 mM dNTP mix     1 μl 
10x บัฟเฟอร     5 μl 
น้ํากลั่นฆาเชื้อแลว     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  ช่ือและลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 
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 ตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ 
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หลังจากทําปฏิกิริยาเสร็จแลว  นําผลิตภัณฑที่ไดมาตรวจสอบผล โดยการทําอะกาโรส
เจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1%  (ภาคผนวก ก ขอ 1)  จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดมา
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ DpnI (10 U/ μl) ปริมาตร 1 μl แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทันที 
นาน 1 ชั่วโมง  เพื่อยอยสายดีเอ็นเอตนแบบ  
 

1.3 การโคลนดัลโคชิเนสกลายพนัธุเขาสู E. coli (DH5α) 
 

เมื่อไดพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพันธุแลว ทําการถายโอนเขาสู competent E. coli 
(DH5α) โดยวธีิ electroporation  (ภาคผนวก ก ขอ 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 
เขมขน 25 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน  เมื่อไดโคโลนีแลวคัดเลือกโคโลนี
ที่ไดรับการถายโอนยีน โดยการสกัดพลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 4) แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI  จากนัน้ตรวจสอบผล โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1%  
(ภาคผนวก ก ขอ 1) 
 

เมื่อคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับการถายโอนยนีแลว นําโคโลนีที่ถูกตองมาสกัดพลาสมิด

โดยใชชดุสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป  NucleoSpin® Plasmid kit  จากนัน้นําพลาสมิดที่ไดไปหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบใหแนใจวาไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ถูกตองตามที่เราตองการ 
 

1.4 การโคลนดัลโคชิเนสกลายพนัธุเขาสู P. pastoris (GS115) 
 

นําโคโลนีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในเชื้อ E. coli  จากขอ 1.3 มาสกัด 
พลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 4) จากนั้นตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคนื  จากนัน้นําดีเอ็นเอที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 
(ภาคผนวก ก ขอ 5) และเตรยีมดีเอ็นเอใหไดปริมาณ 5 μg  ปริมาตร 10 μl  จากนั้นถายโอนดีเอ็นเอ
ที่ไดเขาสู competent P. pastoris (GS115) ดวยวิธี electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
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2. การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

2.1 การคัดเลือกโคโลนีที่สามารถผลิตเอนไซมไดปริมาณมาก 
 

เมื่อไดโคโลนีของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุใน P. pastoris แลว 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  
เขยาที่ความเรว็ 180-200 รอบตอนาที  นานขามคืน  แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 10 นาที  เอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลัน่  แลวหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําเซลลมาเลี้ยงในอาหาร 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  โดยใหไดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm  ประมาณ 10  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอนาที นาน
ขามคืน  แลวเติม 100% methanolใหไดความเขมขน 0.5%(v/v) ทุกๆ 24 ชั่วโมง  เล้ียงไปประมาณ 
4-6 วัน แลวนาํไปตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซม (ขอ 5.1) และเลือกโคลนที่มีกิจกรรมของเอนไซม
สูงที่สุดไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ Shake flask ตอไป 
  

2.2 การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุในระบบ Shake flask  
 

ในการเลี้ยงเซลลแบบ Shake flask นําโคโลนีมา 1 โคโลนีเล้ียงในอาหาร BMGH 
ปริมาตร 20 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  เล้ียงที่อุณหภูม ิ30  
องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอนาที นานขามคืน  จากนั้นนําเซลลแขวนลอยที่
ไดมา 20 ml เล้ียงในอาหาร BMGH ปริมาตร 130 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) 
histidine  เล้ียงเหมือนกับสภาวะแรกนานขามคืน  จากนัน้นํามาหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนของเหลวทิ้งเอาเฉพาะเซลลมาลางดวยน้ํากลั่น  แลวหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนัน้นําเซลลมาเลี้ยงในอาหาร BMMH ปริมาตร 
150 ml ที่มี 4x10-5%(w/v) biotin และ 4x10-3%(w/v) histidine  โดยใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 600 nm  ประมาณ 10  เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยาที่ความเร็ว 180-200 รอบตอ
นาที นานขามคืน  แลวเติม 100% methanol  ทุกๆ 24 ชั่วโมง  โดยใหอาหารมีความเขมขนของ    
0.5%(v/v) methanol เล้ียงไปประมาณ 10-15 วัน  วัดกจิกรรมเอนไซมในอาหารที่เล้ียงเซลลทุกๆ 2 
วัน (ขอ 5.1) จนกระทั่งกิจกรรมไมเพิ่มขึ้นอกีตอไป  นําเซลลแขวนลอยที่ไดมาหมนุเหวีย่งที่
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ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เก็บสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไวเพื่อแยกเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธิ์ตอไป (ขอ 3) 
 
3. การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ   
 

นําอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลดัลโคชิเนสกลายพันธุมาผาน ultrafiltration membrane ที่มี 
molecular weight cut off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อลดปริมาตร  จากนัน้เติม ammonium sulfateให
ไดความเขมขน 1 M  นําไปผานคอลัมน phenyl sepharose  ลางคอลัมนดวย 10 mM potassium 
phosphate pH 7 ที่มี 1 M ammonium sulfate และชะโปรตีนออกจากคอลัมนดวย 10 mM potassium 
phosphate pH 7 วัดกจิกรรมเอนไซม (ขอ 5.1) ทุก fraction  และเก็บ fraction ที่มีกิจกรรม 

 
นํา fraction ที่ไดจากการผานคอลัมน phenyl sepharose มาทําไดอะไลซิส (dialysis) กับ    

10 mM sodium phosphate pH 8 เพื่อกําจดั ammonium sulfate และปรับ pHใหได 8  จากนั้นนํามา
ผานคอลัมน Ni-NTA  โปรตีนชนิดอื่นจะไมจับกับนเิกิลไอออน และจะถูกชะออกมาจากคอลัมน  
แตโปรตีนที่เราตองการจะมี polyhistidine tag และจับกับนิเกิลไอออนทําใหติดอยูในคอลัมน  
จากนั้นลางคอลัมนดวย wash buffer (50 mM Sodium phosphate, pH 8, 300 mM NaCl)  แลวชะ
โปรตีนออกจากคอลัมนดวย elution buffer (50 mM Sodium phosphate, pH 8, 300 mM NaCl, 250 
mM imidazole)  เก็บ fraction ไวตรวจวดักจิกรรมเอนไซม  
 

นํา fraction ที่ไดจากการผานคอลัมน Ni-NTA มาผาน Amicon ultrafiltration ที่มี 
molecular weight cut off 30 กิโลดาลตัน  เพื่อกําจัด imidazole ออก  และละลายเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดดวย 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ปริมาตร 1 ml  นําเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดในแตละขั้นของการทําบริสุทธิ์ มาหาปริมาณโปรตีนโดยใช Coomasie 
Plus Protein Assay Reagent Kit แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคาปริมาณ
โปรตีน (mg/ml)  โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (ภาพผนวกที่ ข1) 
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4. การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได   
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธิ์  โดยการวิเคราะห
อิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-Polycrylamide 
Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) (ภาคผนวก ก ขอ 6)  การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน- 
ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-Polycrylamide Gel Electrophoresis, Non-
denaturing PAGE) โดยใชปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนส 0.2 unit แลวนําเจลที่ไดไปยอมดวย 1 mM 
4-methylumbelliferyl-β-D-glucose (4-MU-Glc) แลวตรวจสอบการเรืองแสงของแถบเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอลัตราไวโอเลต (ภาคผนวก ก ขอ 7)  และการทําเวส
เทอรนอิมมูโนวิเคราะห (Western blot)  โดยใช mouse monoclonal antibody against natural 
dalcochinase เปน primary antibody  และใช horseradish peroxidase-conjugated rabbit polyclonal 
antibody against mouse immunoglobulins เปน secondary antibody (ภาคผนวก ก ขอ 8)  
 
5. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

5.1 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์ 
 

การวัดกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่มีในอาหารเลี้ยงเชือ้กับสับสเตรท 
pNP-Glc ทําไดโดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อมาปริมาตร 250 μl เติมสับสเตรทใหไดความเขมขน 1 mM 
และเติม 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 500 μl  บมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  สําหรับในขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน pNP (ภาพผนวกที่ ข2) 

 
5.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 

  
บมเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ปริมาตรตางๆ รวมกับ 15 mM pNP-Glc ใน 0.1 M 

sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 100 μl  บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
5 นาที  แลวเตมิ 2 M sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  เพือ่หยุดปฏิกิริยา จากนั้นนําไปวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร นําคาการดดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณเพือ่เปล่ียนเปนคา
กิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐาน pNP (ภาพผนวกที่ ข3) 
 

5.3 การศึกษาคณุสมบัติทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat) 
 

นําเอนไซมทีท่ําใหบริสุทธิ์แลวมา 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 ใหไดปริมาตรรวม 50 μl  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  หยดุ
ปฏิกิริยาโดยนาํไปตมนาน 5 นาที และทําใหเยน็ทันที  จากนั้นเติม 2 mg/ml ABTS ปริมาตร 50 μl 
และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 
นาที และนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 นาโนเมตร  นําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
กลูโคส (ภาพผนวกที่ ข4)  และใชโปรแกรม KaleidaGraph (Synergy Software) ในการหาคา
จลนพลศาสตรโดยคํานวณจากสมการของ Michaelis-Menten 

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

5.4 การศึกษาคณุสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส 
 

ใชเอนไซมที่ทาํใหบริสุทธิ์แลว 0.1 unit ทําปฏิกิริยากับ 0.9 M short chain alkyl 
alcohols (C1-C4) ชนิดตางๆ (methanol, ethanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, 
sec-butanol และ tert-butanol)  เพื่อเปน glucosyl acceptor  และใช 10 mM pNP-Glc เปน glucosyl 
donor ใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 5.5 ใหไดปริมาตรรวม 100 μl  จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  นาน 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยนําไปตมนาน 5 นาที  จากนั้นนาํ
ปฏิกิริยาที่ไดไปวิเคราะหดวยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 
 

การวิเคราะห TLC จะนําตวัอยางมา 8 μl หยดบนแผน Silica gel 60 F254 aluminium 
แลวนําไปแชในสารละลาย A (ethyl acetate/methanol/water 16:6:1) ใหสารละลาย A วิ่งผานแผน 
TLC ประมาณ 4.25 เซนติเมตร ทํา 2 รอบ  จากนั้นนําไปแชในสารละลาย P (2-propanol/ethanol/ 
water 5:1:2)  และใหสารละลาย P วิ่งผานแผน TLC ประมาณ 1.75 เซนติเมตร ทํา 2 รอบ จากนั้นนาํ
แผน silica ไปจุมใน 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol  แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  125  
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สําหรับ standard marker จะประกอบดวยกลูโคส  pNP-Glc  และ
เมทิลกลูโคไซด ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol, 80 nmol  แลวนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑ

ที่ไดดวยเครื่อง GS-800 imaging densitometer (Bio-Rad, USA) โดยใชโปรแกรม Quantity One® 
 



ผลและวิจารณ 

 
1. การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 

1.1 การหาตําแหนงบนเอนไซมดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ 
 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคที่จะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการ
เปล่ียนกรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามีความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัล
โคชิเนส  เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงคาดวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงที่
สําคัญเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ได นาจะมีคณุสมบัติคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ 
สามารถสลายลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติขเองเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทํา
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย   

 
การหาตําแหนงเพื่อทําการกลายพันธุ ทําโดยการเปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ

เอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส ดังภาพที่ 15  และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มี
กรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขาไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดู
จากแบบจําลองโครงสรางสามมิติของดัลโคชิเนส ดังภาพที่ 16  และในการทดลองนี้จะทําการสราง
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิดคือ   

 
1.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A  เปนการแทนทีก่รดอะมิโนไอโซลิวซีนใน

ตําแหนง 185 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนอะลานีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงทั้ง
กรดอะมิโนไอโซลิวซีน (ภาพที่ 17ก) และอะลานีน (ภาพที่ 17ข) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีขัว้
เหมือนกนั แตกรดอะมิโนอะลานีนมีแขนงขางที่ส้ันกวา ซ่ึงอาจจะทาํใหเอนไซมดัลโคชิเนส    
กลายพันธุ I185A สามารถจับกับสับสเตรทที่มีหมูอะไกลโคนขนาดใหญ อยางเชน หมูอะไกลโคน
ของดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  และนาจะเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภมูิ 
และตติยภูมิเปนตัวรับไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติอีกดวย 
 

2.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เปนการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนใน
ตําแหนง 255 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานนีของเอนไซมลินามาเรส  
เนื่องจากกรดอะมิโนวาลีน (ภาพที่ 17ค) และฟนิลอะลานีน (ภาพที่ 17ง) เปนกรดอะมิโนประเภท
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ไมมีขั้วเหมือนกัน แตฟนิลอะลานีนมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก ซ่ึงมีขนาดใหญกวาแขนง
ขางของวาลีนซึ่งเปนประเภทอะลิฟาติก  ซ่ึงนาจะทําใหแขนงขางของฟนิลอะลานีนเขาถึงสับสเตรท
ที่มีหมูอะไกลโคนขนาดเล็ก อยางเชน หมูอะไกลโคนของลินามาริน และ pNP-glc ไดดีขึ้น  ดังนัน้
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F นาจะเรงปฏิกิริยาการสลายลินามาริน และ pNP-glc  และ
เกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 

3.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เปนการแทนที่กรดอะมิโนไกลซีนใน
ตําแหนง 367 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนซรีีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงกรดอะมิโน
ไกลซีน (ภาพที่ 17จ) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีขั้ว ขณะทีก่รดอะมโินซีรีน (ภาพที่ 17ฉ) เปน
กรดอะมิโนประเภทมีขัว้ และมีแขนงขางยาวกวากรดอะมิโนไกลซีนเล็กนอย  นาจะทําใหแขนงขาง
ของซีรีนเขาถึงสับสเตรทไดดีขึ้น  จึงคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ G367S นาจะเรง
ปฏิกิริยาการสลายสับสเตรท  และเกดิปฏิกริิยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
 

4.  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I  เปนการแทนทีก่รดอะมิโนกลูตาเมทใน
ตําแหนง 455 ของเอนไซมดลัโคชิเนสดวยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึง
กรดอะมิโนกลูตาเมท (ภาพที่ 17ช) เปนกรดอะมิโนที่มปีระจุลบ  ขณะที่กรดอะมิโนไอโซลิวซีน 
(ภาพที่ 17ก) เปนกรดอะมิโนประเภทไมมขีั้ว  ซ่ึงจะเปนการเพิ่มความเปน hydrophobic ใหกับ
สภาพแวดลอมในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคน  จึงนาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
E455I สามารถจับกับหมูอะไกลโคนของสับสเตรทที่เปน hydrophobic เหมือนกนั  เชน  หมูอะไกล
โคนของดัลโคชินินกลูโคไซด  ลินามาริน  และ pNP-Glc รวมถึงการจบักับแอลกอฮอลไดดีขึ้น  
ดังนั้นเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I นาจะเรงปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทที่มีหมู              
อะไกลโคนเปนชนิดไมมีขัว้  และเกดิปฏิกริิยายายหมูกลูโคสไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
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ภาพที่ 15  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส   
                 TRBG = เอนไซมดัลโคชิเนส  CVLM = เอนไซมลินามาเรส  ตัวอักษรสชีมพู =  
                 ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ  ขดีเสนใต = ตําแหนงอนุรักษอยางมากในไกลซิล 
                 ไฮโดรเลส แฟมิลี 1  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  แบบจําลองโครงสรางสามมิติของดัลโคชิเนสที่แสดงใหเหน็ตําแหนงของ I185 (สี 

                 เหลือง), V255 (สีแดง), G367 (สีชมพู)  และ E455 (สีเขียว) 
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ภาพที่ 17  โครงสรางกรดอะมิโน  (ก) ไอโซลิวซีน  (ข) อะลานีน  (ค) วาลีน  (ง) ฟนลิอะลานีน  (จ)  
   ไกลซีน  (ฉ) ซีรีน  (ช) กลูตาเมท 

 
1.2 การทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (Site-directed mutagenesis) 

 
เมื่อออกแบบไพรเมอรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดไดแลว ดังวิธีการ

ทดลองขอ 1.2  ทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ โดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II Site-
Directed Mutagenesis Kit  และตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยการทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโต 
โฟเรซิส โดยใชความเขมขนเจล 1% เปรียบเทียบกับ DNA standard ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 18  พบ
แถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดมากกวา 3 กิโลเบส  ซ่ึงคาดวานาจะเปนแถบดีเอน็เอของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุทั้ง 4 ชนิด คือ I185A, V255F, G367S และ E455I  ซ่ึงจากผลการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโต
โฟเรซิสนี้ ไมสามารถระบุขนาดของแถบดีเอ็นเอไดแนชัด เนื่องจากดเีอ็นเอมาตรฐานที่ใชมีขนาด
ไมเหมาะสม ดังนั้นควรเลือกใช DNA standard ที่มีขนาดเหมาะสมมากกวานี ้เชน ดีเอ็นเอของ
ฟาจนแลมดาที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
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ภาพที่ 18  ผลการทําการกลายพันธุที่ตําแหนงจําเพาะ (1 = ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  2 =  
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  3 = ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  4 =  ดัลโคชิเนส     
                 กลายพันธุ E455I  M = DNA standard)  

 
1.3  การโคลนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E. coli (DH5α) และ P. pastoris 

(GS115) 
 

เมื่อทําการถายโอนพลาสมิด ที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 
ชนิด เขาสู competent E. coli (DH5α) โดยวิธี electroporation แลว  พบวาไดโคโลนจีํานวน 7, 2, 5 

และ 7 โคโลนี สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ  
เมื่อไดโคโลนีแลวคัดเลือกโคโลนีที่ไดรับการถายโอนยนี โดยการสกดัพลาสมิดจากโคโลนีของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตัว  แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  จากนัน้ตรวจสอบ
ผล โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟเรซิส  โดยใชความเขมขนเจล 1% เปรียบเทยีบกับ DNA 
standard  ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 19  พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาดประมาณ 3.8 กิโลเบส และ 1.4 
กิโลเบส ตามที่คาดไว ในทกุๆ โคโลนีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A, V255F, G367S 
และ E455I  แสดงวาโคโลนีที่ไดเปนโคโลนีที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดทั้งหมด   
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ภาพที่ 19  ผลการตัดพลาสมิดที่คาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ดวย 
   เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  (ก) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  (ข) เอนไซม 
   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  (ค) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  (ง) เอนไซม 
   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I  หมายเลขบนรูป = หมายเลขโคโลนีของพลาสมิดที่สกัดได  
   และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  M = DNA standard 

 
จากนั้นเลือกโคโลนีจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุแตละชนิดมา 1 โคโลนี คือ 

โคโลนีที่ 7, 1, 5 และ 1  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 

ตามลําดับ เพื่อนําไปสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป (NucleoSpin® Plasmid kit)  
จากนั้นนําพลาสมิดที่ไดไปหาลําดับนวิคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบใหแนใจวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
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กลายพันธุที่ไดมีตําแหนงที่เกิดการกลายพนัธุในตําแหนงที่ถูกตอง  ผลการหาลําดับนวิคลีโอไทด
แสดงดังภาพที่ 20-23  และแสดงผลอยางละเอียดในภาคผนวก ค-ฉ  จากผลการหาลําดับ                
นิวคลีโอไทดของพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพันธุแตละชนิด  พบวาประสบความสําเร็จในการสราง
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด ซ่ึงแสดงใหเห็นไดจาก ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการ
เปล่ียนแปลงไปอยางถูกตอง ในตําแหนงทีต่องการ คือ เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A มีการ
เปล่ียนลําดับนวิคลีโอไทดจาก ATC (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอน
ของกรดอะมิโนอะลานีน) (ภาพที่ 20)  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีการเปลี่ยนลําดับ   
นิวคลีโอไทดจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโน       
ฟนิลอะลานีน) (ภาพที่ 21)  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S มีการเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทด
จาก GGA (โคดอนของกรดอะมิโนไกลซนี) ไปเปน TCT (โคดอนของกรดอะมิโนซีรีน)  (ภาพที่ 
22)  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I มีการเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดจาก GAG (โคดอนของ
กรดอะมิโนกลูตาเมท) ไปเปน ATT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน)  แตเนือ่งจากผลการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดใชรีเวิรสไพรเมอร ดังนั้นผลที่ไดจึงแสดงออกมาเปน AAT  (ภาพที่ 23) 
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ภาพที่ 20  เปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม           
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  ลําดับนิวคลีโอไทด ATC ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 ไอโซลิวซีน เปล่ียนเปน GCT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน  วงกลมสีแดง 
                 แสดงตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ  
 

 
 
 
 
 

(ก)

(ข)
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ภาพที่ 21  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ลําดับนิวคลีโอไทด GTT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 วาลีน เปล่ียนเปน TTT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนฟนลิอะลานีน  วงกลมสีแดง 
                 แสดงตําแหนงทีท่ําการกลายพนัธุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)

(ข)
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ภาพที่ 22  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม            
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ลําดับนิวคลีโอไทด GGA ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโน 
                 ไกลซีน เปล่ียนเปน TCT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนซีรีน  วงกลมสีแดงแสดง  
                 ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)

(ข)
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ภาพที่ 23  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ (ก) ยีนดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ (ข) เอนไซม 

   ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ลําดับนิวคลีโอไทด GAG ซ่ึงเปนโคดอนของ 
   กรดอะมิโนกลูตาเมท เปล่ียนเปน ATT ซ่ึงเปนโคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน  (แต 
   เนื่องจากผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดทีไ่ดใชรีเวิรสไพรเมอร ดังนัน้ผลที่ไดจึงแสดง 
   ออกมาเปน AAT) วงกลมสีแดงแสดงตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 

 

(ก)

(ข)
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เมื่อนําโคลนของ E. coli ที่มีพลาสมิดดัลโคชิเนสกลายพนัธุทั้ง 4 ชนิดที่ได มาสกัด 
พลาสมิด  และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  แลวถายโอนดีเอ็นเอที่
ไดเขาสู competent P. pastoris (GS115) ดวยวิธี electroporation พบวาไดโคโลนีจํานวน 8, 14, 6 
และ 20 โคโลนี สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 
ตามลําดับ 
 
2. การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ   
 
 เมื่อไดโคโลนขีองเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดแลว นําโคโลนีที่ไดทั้งหมดมา 
เล้ียงในอาหาร BMGH นานขามคืน และเลีย้งในอาหาร BMMH  ที่มี 0.5%(v/v) methanol  ทุกๆ 24 
ช่ัวโมง นาน 6 วัน แลวนําไปตรวจวดักจิกรรมของเอนไซม ดังวิธีการทดลองขอ 5.1  ผลที่ไดแสดง
ดังตารางที่ 2-5  และเลือกโคโลนีที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุแตละชนดิ ไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ shake flask ตอไป  โดย
เลือกโคโลนีที่ 1, 13, 5 และ 13 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ 
E455I ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 2  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 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  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 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  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 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  กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I 
 

โคโลนี คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 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. การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ   
 
 นําโคโลนีที่มีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสสูงที่สุดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย 
พันธุแตละชนดิ ไดแก โคโลนีที่ 1, 13, 5 และ 13 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, 
V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ มาเลี้ยงในระบบ shake flask ดังวิธีการทดลองในขอ 2.2  
เนื่องจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุจะถูกหล่ังออกมาอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนั้นจะนําสวน
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปแยกใหบริสุทธิ์ตอไป   
 

ในการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธิ์ จะนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปผาน 
ultrafiltration membrane, คอลัมน phenyl sepharose, คอลัมน Ni-NTA และ amicon ultrafiltration 
ตามลําดับ ดังวิธีการทดลองในขอ 3  ซ่ึงในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์จะมกีารหากิจกรรม
ของเอนไซม  และปริมาณโปรตีน  โดยผลการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดให
บริสุทธิ์แสดงดังตารางที่ 6-9 
 
ตารางที่ 6  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร 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  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร 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  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร 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  การแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ใหบริสุทธิ์ตอปริมาตร 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 

 
ผลจากการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุใหบริสุทธิ์พบวา ไดเอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณ 1.56, 7.16, 2.09 และ 
3.96 U ตอ ปริมาตร culture  1 L ตามลําดับ  จากตารางการแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุให
บริสุทธิ์จะพบวาปริมาณโปรตีนที่ไดในขั้นการทํา amicon centrifugal (10.23, 9.55, 3.98 และ 5.17 
mg ตามลําดับ) มีคานอยกวาในขั้นตอนที่ผานคอลัมน Ni-NTA (30.98, 29.02, 8.45 และ 23.01 mg 
ตามลําดับ) มาก ซ่ึงจริงๆ แลวนาจะมีคาใกลเคียงกัน เพราะในขัน้การทาํ amicon centrifugal มี
จุดประสงคเพือ่จะลดปริมาตร และกําจดั imidazole ที่ใชเปนตัวชะโปรตีนออกเทานัน้  แตที่ไดผล
เชนนี้อาจเปนเพราะมีการปนเปอนเอนไซมโปรติเอสในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  จึงทําให
โปรตีนถูกเอนไซมโปรตีเอสยอยจนมีขนาดเล็กกวา 30 กโิลดาลตัน จึงหลุดผานเมมเบรนที่มี 
molecular weigh cut off  เทากับ 30 ไปได  หรืออาจจะมกีารรั่วของเมมเบรนจึงทําใหโปรตีนที่
ตองการหลุดผานเมมเบรนไปได  ซ่ึงจะทําใหไดคาปริมาณโปรตีนหลังการทํา amicon centrifugal ลด
นอยลง   
 

สําหรับคา specific activity ซ่ึงปกติแลวคานี้จะตองมีคาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่อผานขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น เนือ่งจากคากิจกรรมของเอนไซม (total activity) ในแตละขั้นตอนของ
การทําใหบริสุทธิ์ควรมีคาเทาเดิม หรือลดลงเล็กนอย  ขณะที่คาปริมาณโปรตีน (total protein) ควร
จะมีคานอยลงเรื่อยๆ เพราะมีการกําจัดโปรตีนที่ไมตองการออกไปมากขึ้น  แตในการทดลองนี้
พบวาคา specific activity ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A, V255F และ E455I ใน
ขั้นตอนที่ผานคอลัมน Ni-NTA (0.07, 0.37 และ 0.29 unit/mg ตามลําดบั) จะมีคานอยกวาในขัน้ 
phenyl sepharose (0.10, 0.40 และ 0.34 unit/mg ตามลําดบั) ซ่ึงอาจเปนเพราะวาในขัน้ตอนที่ผาน
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คอลัมน Ni-NTA มีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมเยอะ แตปริมาณโปรตีนไมไดลดลงเยอะตาม
ไปดวย  ดังนัน้จึงทําใหไดคา specific activity นอยลง  และการที่กิจกรรมของเอนไซมลดลงไป
เยอะนั้น อาจเนื่องมาจากเอนไซมมีการเสียสภาพในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  ซ่ึงอาจเกิด
จากมีการปนเปอนเอนไซมโปรติเอส  หรืออุณหภูมิของตูเย็นทีใ่ชในการทําใหบริสุทธิ์ไมเย็นพอ  
นอกจากนี้  และจากการที่คา specific activity ในขั้น Ni-NTA นอยลงนั้นก็จะสงผลถึงคา 
purification fold ดวย 
 

และเพื่อที่จะแกไขปญหาตางๆ ในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  ผูทําการทดลองควรจะทาํ
ความสะอาดอปุกรณตางๆ รวมถึงตูเยน็ที่จะใชในการทําใหบริสุทธิ์ใหสะอาดกอนการใชงานทุก
คร้ัง เพื่อปองกันการปนเปอนของเอนไซมโปรติเอส  และควรใชตูเย็นที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสม 
(ประมาณ 4 องศาเซลเซียส) เพื่อปองกันการเสียสภาพของเอนไซม  นอกจากนี้ควรวดัคากิจกรรม
และปริมาณโปรตีนของเอนไซมใหมีความแมนยํา เพื่อใหไดขอมูลที่ถูกตองที่สุด 
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4. การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได   
 
 เมื่อแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดไดแลว นํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดย 
การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และตรวจสอบวาเอนไซม 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดเปนเอนไซมดัลโคชิเนสจริง โดยการทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห 
โดยใช mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase เปน primary antibody  ผลที่ได
แสดงดังภาพที่ 24  จากผลการทดลองพบวา  เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุที่แยกไดเปนเอนไซม 
ดัลโคชิเนสจริง เนื่องจากปรากฏแถบบนแผนฟลมในการทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห  และมี
ขนาดใกลเคยีงกับเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  คือมีขนาด
ประมาณ 66 กโิลดาลตัน  แตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุจะมีลักษณะเปนปน และมขีนาดใหญ
กวาเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติเล็กนอย  ซ่ึงคาดวาเกดิจากกระบวนการเติมหมูน้ําตาลของยีสตที่
มีความหลากหลายและมีมากกวาของพืช  (Carlsson, 1993) 

 
ภาพที่ 24  การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของดัลโคชิเนสกลายพันธุที่แยกได  (ก) SDS-PAGE  
                 ที่ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot ที่แสดงผลบนแผนฟลม  (1 =  
                 เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  2 = รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  3 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  4 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  5 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  6 = เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 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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นอกจากนี้ยังมกีารตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบื้องตน โดยการวิเคราะหอิเล็คโตร
โฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมด โดยใชปริมาณเอนไซมดัลโคชิเนส 0.2 unit  และ
ตรวจสอบการทํางานของเอนไซมโดยยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose (4-MU-
Glc) ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 25  จากผลการทดลองพบวา  เมื่อพิจารณาจากเจลที่ยอมดวย4-MU-Glc 
(ภาพที่ 25ข) พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนดิ มีความสามารถในการสลายสับสเตรท  
4-MU-Glc ไดแตกตางกัน  ซ่ึงจะพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีกิจกรรมสูงที่สุด 
(ภาพที่ 25ข lane 4) ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนนอยที่สุดเมือ่พิจารณาจากเจลที่ยอมดวย Coomassie 
brilliant blue  (ภาพที่ 25ก lane 4)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มี
ความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดดทีี่สุด  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ 
G367S มีกิจกรรมนอยที่สุด (ภาพที่ 25ข lane 3 และ 5 ตามลําดับ) ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
(ภาพที่ 25ก lane 3 และ 5)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ G367S มี
ความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดแยที่สุด  ขณะทีเ่อนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I มี
กิจกรรมใกลเคียงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส (ภาพที่ 25ข lane 
6, 1 และ2 ตามลําดับ) แตมีปริมาณโปรตีนนอยกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส (ภาพที่ 25ก lane 6, 1 และ2 ตามลําดับ)  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
E455I มีความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมี
ความสามารถในการสลายสบัสเตรท 4-MU-Glc ไดใกลเคียงกัน  จากการที่แถบโปรตีนของรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I มีลักษณะ
เปนปน  อาจเปนเพราะกระบวนการเติมหมูน้ําตาลที่แตกตางกันในพชืกับในยีสตดงัที่กลาวมาแลว
ขางตน  นอกจากนี้การทีแ่ถบโปรตีนของรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส และเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุทุกชนิด เคลื่อนที่ไดเร็วกวาเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ อาจเปนเพราะประจุ หรือ รูปราง
ของเอนไซมที่ผลิตไดจากยีสตมีความแตกตางจากเอนไซมที่ผลิตไดจากพชื 
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ภาพที่ 25  การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมด  (ก) เจลที่ยอม 
                 ดวย Coomassie brilliant blue  (ข) เจลที่ยอมดวย 4-MU-Glc แลวตรวจสอบการเรืองแสง 
                 ของแถบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอลัตราไวโอเลต (1 =  
                 เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  2 = รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  3 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  4 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  5 = เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  และ 6 = เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I) 

 

5. การศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตร (Km, Vmax และ kcat)  
 
 เมื่อนําเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ลินามาเรส  และ 
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดมาศึกษาคาจลนพลศาสตรกับสับสเตรท 3 ชนิดคือ pNP-Glc  
ดัลโคชินินกลูโคไซด  และลินามาริน  โดยใชวิธีการดังการทดลองที่ 5.3  และคํานวนจากสมการ
ของ Michaelis-Menten  คาจลนพลศาสตรพรอมคา standard error (S.E.) ที่ได แสดงในตารางที่ 10-
11  และกราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกับสับสเตรทแตละชนิดแสดงในภาคผนวก ช 

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

(ก) (ข) 
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ตารางที่ 10  คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส   
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 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 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 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  คาจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส   
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 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 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 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. = ไมสามารถหาคาได 
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ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลาย pNP-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรส  พบวาไดคา Km (3.92, 3.91 และ 0.72 mM ตามลําดับ)  
แตกตางจากที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้เล็กนอย (5.37, 5.78 และ 0.35 mM ตามลําดับ)
(Srisomsap et al., 1996; Keresztessy et al., 2001; Toonkool et al., 2006)  ซ่ึงอาจเปนเพราะใช
วิธีการหาคาจลนพลศาสตรที่ตางกัน  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา Km ใกลเคียงกับ
เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ แสดงวาเอนไซมที่ผลิตไดจากยีสตมีคณุสมบัติทางจลนพลศาสตร
เหมือนกับเอนไซมที่ผลิตไดจากธรรมชาติ  เมื่อเปรียบเทยีบคา Km  ในการสลาย pNP-Glc ของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดกบัเอนไซมลินามาเรส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุทั้ง 4 ชนดิ มีคา Km สูงกวาเอนไซมลินามาเรส  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุมี
ความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  และเมื่อเปรียบเทียบกับ         
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ E455I มีคา Km (14.33 
mM และ 11.83 mM ตามลําดับ) สูงขึ้นประมาณ 3 เทาของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (3.91 mM) 
แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 2 ชนิดนี้มีความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดนอย
กวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงการแทนที่ไอโซลิวซีนดวยอะลานนีที่เปนกรดอะมิโนที่มีแขนง
ขางสั้นกวา ในกรณีของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A นาจะทาํใหเอนไซมมี hydrophobic 
interaction ที่นอยลงในการจับกับสวนอะไกลโคนของ pNP-Glc  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ E455I ท่ีมีการแทนทีก่รดอะมิโนกลูตาเมทซึ่งเปนกรดอะมิโนทีม่ีประจุลบ ดวยไอโซลิวซีนซึ่ง
เปนกรดอะมิโนประเภทไมมขีั้ว นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ E455I สามารถจับกับ 
pNP-Glc ไดดขีึ้น เพราะเปนการเพิ่มความเปน hydrophobic ใหกับสภาพแวดลอมในบริเวณชองจับ
กับหมูอะไกลโคน  แตผลที่ไดกลับตรงกนัขาม ซ่ึงอาจเปนเพราะ คณุสมบัติของกรดอะมิโน     
กลูตาเมทที่มีประจุลบในตําแหนงนี้  อาจจะมีความสําคัญในการจับกบัหมูไนโตรเจนไดออกไซด 
(NO2) ของ pNP-Glc และเมื่อมีการแทนที่ดวยกรดอะมิโนประเภทไมมีขั้ว จึงอาจมีผลกระทบทําให
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I มีความเหมาะสมในการจับกับ pNP-Glc ไดนอยลง  
นอกจากนี้ขนาดและรูปรางของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน อาจจะไมเหมาะสมในการจบักับ pNP-Glc 
อีกดวย  สวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F และ G367S มีคา Km (2.67 และ 5.53 mM 
ตามลําดับ) เปล่ียนแปลงเล็กนอย เมื่อเปรยีบเทียบกับรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส (3.91 mM)  โดยคิด
เปน 0.7 และ 1.4 เทา ของคา Km ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสตามลําดับ  แสดงวาเอนไซม         
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F และ G367S มีความสามารถในการจับกับ pNP-Glc ไดดพีอๆ กับ      
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงชี้ใหเห็นวาการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนตําแหนง 255 ดวยกรด        
อะมิโนฟนิลอะลานีน  และไกลซีนตําแหนง 367 ดวยกรดอะมิโนซีรีน ไมนาจะมีความสําคัญในการ
จับกับ pNP-Glc 
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เมื่อพิจารณาคา Vmax ในการสลาย pNP-Glc พบวาเอนไซมทุกชนิดมีคา Vmax ใกลเคียงกัน 
ยกเวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  ที่เปนเชนนี้เนื่องจากในการทดลองนี้ใชปริมาณ
เอนไซมที่มีกจิกรรมตอ pNP-Glc เทากัน คือ 0.1 U  จึงทําใหคา Vmax ที่ไดมีคาใกลเคียงกัน หรือ
แตกตางกันเลก็นอย  แตคา Vmax นี้ไมสามารถบอกถึงประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมแตละ
ชนิดได  เพราะในเอนไซม 0.1 U มีจํานวนโมเลกุลของเอนไซมไมเทากัน  ดังนัน้จึงควรพิจารณา
ประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมแตละชนิดจากคา kcat และ  kcat / Km  เมื่อพิจารณาคา kcat   
พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา kcat  ใกลเคียงกัน 
(261.09 และ 237.01 s-1 ตามลําดับ)  และใกลเคียงกับคา kcat ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่เคย
มีการรายงานมากอน (307 s-1) (Srisomsap et al., 1996)  และมีคามากกวาคา kcat  ของเอนไซม         
ลินามาเรส (131.91 s-1)  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส มี
ความสามารถในการสลาย pNP-Glc ไดมากกวาเอนไซมลินามาเรส สําหรับคา kcat / Km ของเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  พบวาไดคาใกลเคียงกนั (66.61 และ 
60.62 mM-1.s-1 ตามลําดับ)  เมื่อคํานวณคา kcat / Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติจากคาที่เคยมี
การรายงานไว  พบวาไดคา kcat / Km ( 57.17 mM-1.s1) ใกลเคียงกับการทดลองในครั้งนี ้ และมีคา
นอยกวาคา  kcat / Km ของเอนไซมลินามาเรส (183.20 mM-1.s-1) มาก  ทั้งนี้เพราะเอนไซมลินามาเรส
มีคา  Km ตอ pNP-Glc ต่ํามาก  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนท               
ดัลโคชิเนส มีประสิทธิภาพในการสลาย pNP-Glc ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  ในกรณีของ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด พบวามีคา kcat  และ kcat / Km นอยกวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรสมาก  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ทุกชนิด มีประสิทธิภาพในการสลาย pNP-Glc ไดนอยลง    
 

ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของรีคอมบิแนนท       
ดัลโคชิเนส  พบวาไดคา Km เทากับ 1.51 mM ซ่ึงใกลเคียงกับที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้ (1.48 
mM) (Toonkool et al., 2006) ขณะที่คา Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (0.83 mM) มีคานอย
กวาที่เคยมีการรายงานไวประมาณ 2 เทา (1.68 mM) (Svasti et al., 1999)  สําหรับเอนไซม             
ลินามาเรสสามารถสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดนอยมาก  อาจเปนเพราะดัลโคชินินกลูโคไซดมี
หมูอะไกลโคนขนาดใหญกวาลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสมาก  
จึงอาจทําใหโครงสรางในบริเวณชองจับกบัหมูอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส มีลักษณะไม
เหมาะสมที่จะจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด  จึงไมสามารถสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดดี  และเมื่อ
เปรียบเทยีบคา Km  ในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนดิ
กับรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ชนิดมีคา Km ลดลงเปน   
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0.3, 0.16, 0.14 และ 0.43 เทา ของคา Km ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I ตามลําดับ  แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ทั้ง 4 ชนิด สามารถจับกับดลัโคชินินกลูโคไซดไดดกีวารีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ซ่ึงจริงๆ แลว
คาดวาการแทนที่กรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส ไม
นาจะมีผลทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุจับกับดัลโคชินินกลูโคไซดไดดีขึ้น  แตอาจจะ
เปนไปไดวาการทําการกลายพันธุใน 4 ตําแหนงนี้ อาจจะทําใหเอนไซมที่ไดมีโครงสรางที่
เหมาะสมมากขึ้นในการจับกับดัลโคชินินกลูโคไซด   

 
เมื่อพิจารณาคา kcat   ของการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนส 

ธรรมชาติ  และเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคา  kcat  (40.34 และ 27.55 s-1 ตามลําดับ) 
ใกลเคียงกัน แตมีคานอยกวาคาที่เคยมีการรายงานไวมากสําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ 
(328.05 s-1) (Svasti et al., 1999)  ซ่ึงความแตกตางนี้อาจเกิดจากเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ใชมี
ความบริสุทธิ์ตางกัน เนื่องจากมีการแยกใหบริสุทธิ์ในเวลาที่ตางกัน  นอกจากนีย้ังใชวิธีการหาคา
จลนพลศาสตรที่ตางกันอีกดวย  สําหรับคา kcat / Kmพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และ
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสมีคาตางกัน (48.60 และ 18.24mM-1.s-1 ตามลําดับ) เพราะคํานวณ
จากคา Km ที่ตางกัน และเมื่อคํานวณคา kcat / Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติจากคาที่เคยมีการ
รายงานไว  พบวาไดคา kcat / Km (195.27 mM-1.s1) แตกตางจากการทดลองในครั้งนี้มาก  เนื่องจากคา 
kcat ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้  มีคาแตกตางจากคาที่เคยมีการ
รายงานไวมาก จึงทําใหคา kcat / Km มีความแตกตางกันดวย  เมื่อเปรียบเทยีบคา kcat   และ kcat / Km   
ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด กับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส พบวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดมีคา 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) สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I 
ตามลําดับ ซ่ึงนอยกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส แสดงวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทกุ
ชนิด มีประสิทธิภาพในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซดไดนอยลง  และการทําการกลายพันธุอาจทาํ
ใหโครงสรางในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมมีความเหมาะสมนอยลงในการ
สลายดัลโคชินินกลูโคไซด 

 
ผลจากการหาคาจลนพลศาสตรในการสลายลินามารินของเอนไซมลินามาเรสพบวา ไดคา 

Km, kcat และ kcat / Km เทากับ 2.28 mM, 40.91 s-1 และ 17.94 mM-1.s1 ตามลําดับ  ซ่ึงมีคาแตกตางจาก
คาที่เคยมีการรายงานไวกอนหนานี้มาก (1.05 mM, 0.026 s-1 และ 0.025 mM-1.s1 ตามลําดับ)  
(Keresztessy et al., 2001) เพราะใชวิธีในการหาคาจลนพลศาสตรที่ตางกัน นอกจากนีเ้อนไซม       
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ลินามาเรส และลินามารินที่ใชในการทดลองก็มีความบริสุทธิ์ตางกัน เนือ่งจากมีการแยกใหบริสุทธิ์
ในเวลาที่ตางกนั สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  และเอนไซม  
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด สามารถสลายลินามารินไดนอยมากจนไมอาจคํานวณคา
จลนพลศาสตรได  ในกรณขีองเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A คาดวานาจะสามารถสลาย    
ลินามารินได  เนื่องจาก Keresztessy et al. (2003) ไดทําการทดลองพบวา  เมื่อมีการแทนที่กรด    
อะมิโนอะลานีนตําแหนง 201 ของเอนไซมลินามาเรสดวยกรดอะมิโนวาลีน (A201V) มีผลทําใหคา 
Km สูงขึ้น 5 เทา  และ คา kcat นอยลง 1.6 เทา ในการสลายลินามาริน  แสดงวากรดอะมโินอะลานีน
ตําแหนง 201 ของเอนไซมลินามาเรส ซ่ึงตรงกับไอโซลิวซีนตําแหนง 185 ของเอนไซมดัลโคชิเนส  
เปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอการจับ และการสลายลินามาริน  ดังนั้นเอนไซมดลัโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A นาจะสามารถสลายลินามารินได  แตที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุอีก 3 ชนิด ไมสามารถสลายลินามารินได  อาจเปนเพราะการแทนที่
ดวยกรดอะมิโน A201, F271, S384 และ I473 ของเอนไซมลินามาเรส ไมชวยใหเอนไซม              
ดัลโคชิเนสกลายพันธุสามารถสลายลินามารินได  หรือการทําการกลายพันธุเพียงตําแหนงเดยีว ยัง
ไมสามารถทําใหโครงสรางในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
เหมาะสมเพยีงพอ ที่จะจับกบัลินามาริน และสลายลินามารินได  และการที่เอนไซมดลัโคชิเนส 
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ไมสามารถสลายลินามารินได  อาจเนื่องจากโครงสราง
ในบริเวณชองจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส ไมเหมาะสมกบัลินามาริน ซ่ึงมีหมู  
อะไกลโคนขนาดเล็กกวาดลัโคชินินกลูโคไซด ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  
และลินามารินยังมีโครงสรางที่มีหมูแทนที ่3 หมู ติดอยูกบัอะตอมของคารบอน ซ่ึงโครงสราง
ลักษณะนี้อาจไปขัดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมดัลโคชิเนส 
 

เนื่องจากการหาคา Km ตองการความแมนยําสูง และคา Km มีการเปลี่ยนแปลงไดงายถามี
ความคลาดเคลื่อนในการทดลองเพียงเล็กนอย  ดังนั้นคา Km ที่ไดจากการทดลองนี้อาจมีความ
คลาดเคลื่อนบาง  แตอยูในระดับที่เชื่อถือได  เนื่องจากผูทําการทดลองไดเลือกใชคาจลนพลศาสตร
จากกราฟ Michaelis Menten (ภาคผนวก ช) ที่มีคา R2 มากกวา 0.99 ขึน้ไป  ความคลาดเคลื่อนใน
การทดลองอาจเกิดจาก ผูทําการทดลองไมมีความแมนยําในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาแตละขั้น เชน 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา  ปริมาตรในการปเปตสาร และเอนไซมอาจไมแมนยํา เปนตน  กจิกรรม
ของเอนไซม glucose oxidase ที่ใชในการทําปฏิกิริยาก็มคีวามสําคัญมากเชนกนั ถากจิกรรมของ
เอนไซมนี้ลดลง จะทําใหคา Vmax ที่ไดไมถูกตอง และจะมีผลตอคา kcat  ซ่ึงอาจแกปญหาโดยการวัด
กิจกรรมของเอนไซมนี้กอนทําการทดลองทุกครั้ง  สับสเตรทที่ใชในการทําปฏิกิริยาตองมีความ
บริสุทธิ์สูง  แตในการทดลองนี้สับสเตรทดัลโคชินินกลูโคไซดที่ใชมีความบริสุทธิ์นอย  จึงอาจทาํ
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ใหไดคาจลนพลศาสตรที่คลาดเคลื่อน  นอกจากสับสเตรทแลวเอนไซมที่ใชก็ตองมคีวามบริสุทธิ์ 
และควรใชเทคนิคในการหาปริมาณโปรตีนที่มีความแมนยํา จึงจะไดคา kcat ที่ถูกตองแมนยํา 
 
6. การศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส   
 
 จากการศึกษาการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนส  ลินามาเรส  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 4 ตัว โดยใช 10 mM pNP-
Glc เปน glucosyl donor และใช short chain alkyl alcohols (C1-C4) ชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 0.9 M 
เปน glucosyl acceptor  ดังวธีิการทดลองในขอ 5.3 และตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดโดยการวเิคราะห 
TLC ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 26-29 
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ภาพที่ 26  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M methanol และ (ข) 0.9 M ethanol เปน  
                 glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60 nmol, 80  
                 nmol ตามลําดับ  1-7  = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนส กลายพันธุ E455I  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส 
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 27  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M n-propanol และ (ข) 0.9 M iso-propanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                  nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 28  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M n-butanol   และ (ข) 0.9 M iso-butanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                 nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 29  ผลการวิเคราะห TLC เมื่อใช (ก) 0.9 M sec-butanol และ (ข) 0.9 M tert-butanol  
                 เปน glucosyl-acceptor (S1-S4 = standard marker ที่ปริมาณ 20 nmol, 40 nmol, 60  
                 nmol, 80 nmol ตามลําดับ  1-7 = ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ I185A   
                 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S  เอนไซม 
                 ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  เอนไซมดัลโคชิเนส  
                 ธรรมชาติ  และเอนไซมลินามาเรส ตามลําดับ) 
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เมื่อนําแผน TLC ไปวัดปริมาณของผลิตภณัฑที่ไดดวยเครื่อง scanning densitometer และ
นําคาที่ไดมาคาํนวณตามวิธีที่ไดรายงานโดย Svasti et al., 2003  ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 12-13  
จากผลการทดลองพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุสามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช
แอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิได  แตยังไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมไิด (ตาราง
ที่ 13) และเอนไซมลินามาเรสสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีที่สุดในแอลกอฮอลเกือบทุกชนิด 
ยกเวนใน n-propanol, n-butanol และ iso-butanol ที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ 
V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดกีวา 

 
เมื่อพิจารณาการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ  (ตารางที่ 

12)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติและรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ในแอลกอฮอลปฐมภูมิทุกชนดิ  โดยผลิตได
มากกวาประมาณ 1.5 เทา ใน methanol  และประมาณ 1.2 เทาใน ethanol, n-propanol, n-butanol 
และ iso-butanol  นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ยังสามารถผลิต alkyl glucoside 
ไดดีใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรสเมื่อใช ethanol เปนตัวรับ  และผลติ alkyl glucoside ไดดีกวา
เอนไซมลินามาเรสเมื่อใช n-propanol, n-butanol และ iso-butanol เปนตัวรับ   สําหรับเอนไซม    
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซมดัลโคชิเนส  
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ในแอลกอฮอลปฐมภูมิเกือบทุกตัวประมาณ 1.2 เทา  
ยกเวนใน methanol  และ ethanol  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S และ E455I 
สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีใกลเคียงกับเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนท 
ดัลโคชิเนส  ยกเวนใน methanol และ iso-butanol สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพนัธุ G367S 
และ E455I ตามลําดับ ที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทัง้ 2 ชนิดนี้สามารถผลิตไดมากกวา   
 

เมื่อพิจารณาการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับ  (ตารางที่ 
13)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A และ V255F สามารถผลิต alkyl glucoside ได
มากกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในแอลกอฮอลทุติยภูมิทุกตัว  
โดยเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ผลิตไดมากกวาประมาณ 4 เทา และ 2 เทา สําหรับ iso-
propanol และ sec-butanol ตามลําดับ  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ผลิตไดมากกวา
ประมาณ 3.5 เทา และ 2 เทา สําหรับ  iso-propanol และ sec-butanol ตามลําดับ สําหรับเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I และ G367S สามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีใกลเคียงกับเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  อยางไรก็ตามเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
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ทั้ง 4 ชนิดยังผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  เมื่อใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปน
ตัวรับ 

 
ตารางที่ 12  เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของแอลกอฮอล 
                    ปฐมภูมิกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ลินามาเรส  และ 
                    ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด 
 

แอลกอฮอลปฐมภูม ิ
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 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 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 
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ตารางที่ 13  เปอรเซ็นต alkyl glucoside ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของแอลกอฮอล  
                    ทุติยภูมิ  และตติยภูมกิับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส          
                    ลินามาเรส  และดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด 
 

แอลกอฮอลทุติยภูม ิ แอลกอฮอลตติยภูม ิ
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 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 3.89 11.89 0 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 4.37 12.31 0 

ลินามาเรส 60.11 65.15 34.84 
 

จากการศึกษานี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F  สามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทกุตัวเปนตัวรับไดดีกวาเอนไซม      
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโน
วาลีนดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่มีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก ซ่ึงมีขนาดใหญกวา  
นาจะทําใหแขนงขางของฟนลิอะลานีนเกดิ hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดดี  และทํา
ใหเอนไซมมีโครงสรางที่เหมาะสมมากขึน้ ในการเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอล
ปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทกุตัวเปนตัวรับ  นอกจากนี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A ยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิ
เปนตัวรับ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ยกเวนใน 
methanol และ ethanol ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโนไอโซลวิซีน ที่มีแขนงขางยาวดวย
กรดอะมิโนอะลานีนที่มีแขนงขางสั้นลง  นาจะทําใหแขนงขางของกรดอะมิโนอะลานีนไมไป
ขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม  จึงอาจทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A สามารถจับกับแอลกอฮอลปฐมภูมิที่มีคารบอนสายยาวมากกวา 2 อะตอม  และแอลกอฮอล
ทุติยภูมิซ่ึงมีแขนงขางเกะกะไดดีขึ้น   
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คาที่ไดจากการวัดปริมาณผลิตภัณฑดวยเครื่อง scanning densitometer ดังแสดงในตารางที่ 
12-13 นั้นอาจมีความคลาดเคลื่อนเล็กนอย  แตอยูในระดบัที่เชื่อถือได  โดยพิจารณาจากคา R2 ที่ได
จากกราฟมาตรฐานของแอลกอฮอลแตละชนิด ซ่ึงควรมคีามากกวา 0.90 ขึ้นไป  โดยความคลาด
เคลื่อนในการทดลองนั้น ขึน้อยูกับปจจัยหลายอยาง เชน ปริมาตรของสารที่จุดลงบนแผน TLC อาจ
ไมแมนยํา เนื่องจากอาจมีสารติดคางอยูในอุปกรณที่ใช  การเตรียมสารละลาย A และ P ที่ใชเปนตวั
ชะ ตองมีการผสมอยางดีเพือ่ใหสารผสมเปนเนื้อเดยีวกนั  และควรวางกระดาษกรองในภาชนะทีใ่ช
ในการทําการทดลอง เพื่อใหสารละลายกระจายไปทั่วภาชนะ  นอกจากนี้ลักษณะของจุดบนแผน 
TLC ควรมีรูปรางกลม  และมีความเขมภายในจุดสม่ําเสมอ เพื่อใหการคํานวณดวยเครื่อง scanning 
densitometer มีความแมนยํามากขึ้น แตเนือ่งจากในการทดลองนี้ตองใชบัฟเฟอร ซ่ึงมีเกลือเปน
สวนประกอบเปนสวนหนึ่งในการทําปฏิกิริยา จึงอาจทําใหจุดที่ไดมีรูปรางไมกลมมากนัก  และการ
ที่จะไดความเขมภายในจดุสม่ําเสมอนั้น ตองใช sulfuric acid ที่มีความเขมขนสูงพอ ซ่ึงในการ
ทดลองนี้ใช 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol   
  

สําหรับการพัฒนาที่นาจะทาํใหเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมไิด  ควรจะทําการกลายพันธุที่มากกวา 1 ตําแหนง  เพื่อใหผลของ
การกลายพันธุในแตละตําแหนงชวยสงเสรมิกัน เพื่อใหเกดิการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคสโดยใช
แอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับได ซ่ึงจากการทดลองนี้พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
และ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตวัรับไดดีกวา
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดังนั้นงานวิจยัในอนาคตควรจะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุที่มีตําแหนงกลายพนัธุ 2 ตําแหนงคือ 185A และ V255F ซ่ึงเปนตําแหนงที่คาดวานาจะมี
ความสําคัญในการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคส  เพื่อใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดสามารถ
เรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ  หรือแอลกอฮอลที่มีสายยาวเปนตัวรับได   
 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคที่จะสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ โดยการเปลี่ยน
กรดอะมิโนบางตําแหนงที่คาดวามีความสําคัญในการจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  
เปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงคาดวาถาทําการกลายพันธุในตําแหนงทีสํ่าคัญ เอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไดนาจะมีคุณสมบตัิคลายกับเอนไซมลินามาเรส คือ สามารถสลาย             
ลินามาริน ซ่ึงคือสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสได  และนาจะทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไดดีขึ้นอีกดวย  โดยในการทดลองนี้ไดสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด คือ 
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, V255F, G367S และ E455I  โดยเลือกตําแหนงที่จะทําการ
กลายพันธุจากการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสกับเอนไซมลินามาเรส 
และเลือกตําแหนงที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิด มกีรดอะมิโนทีต่างกัน  และเปนตําแหนงทีม่ีแขนงขางชี้เขา
ไปในบริเวณเรงของเอนไซมดวย โดยดูจากโครงสรางสามมิติของแบบจําลองดัลโคชเินส  จากนัน้

ทําการกลายพนัธุที่ตําแหนงจําเพาะโดยใชชุดสําเร็จรูป QuikChange®II Site-Directed Mutagenesis 
Kit 

 
เมื่อไดโคลนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนดิแลว ใหมีการแสดงออกของ

เอนไซมใน Pichia pastoris ซ่ึงเอนไซมที่ผลิตไดจะหล่ังออกสูอาหารเลี้ยงเชื้อ  ดังนัน้จะนําสวน
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปแยกใหบริสุทธิ์โดยผาน ultrafiltration membrane, คอลัมน phenyl sepharose, 
คอลัมน Ni-NTA และ amicon ultrafiltration ตามลําดับ  ซ่ึงจะไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใน
ปริมาณที่เพียงพอสําหรับการวิเคราะหในขั้นตอนตอไป  นําเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 
ชนิดที่แยกไดมาวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และทําเวสเทอรน 
อิมมูโนวิเคราะหพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทีแ่ยกไดเปนเอนไซมดัลโคชิเนสจริง  
นอกจากนี้ยังมกีารตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบื้องตน โดยการวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล โดยยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose 
(4-MU-Glc)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนดิมีกิจกรรมตอสับสเตรท 4-MU-Glc  ซ่ึง
จะพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F มีกิจกรรมสูงที่สุด  และมีกิจกรรมสูงกวาเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส  ขณะที่เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
และ G367S มีความสามารถในการสลาย 4-MU-Glc ไดนอยที่สุด  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ E455I มีกิจกรรมใกลเคียงกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนส 
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จากการศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิด  
เปรียบเทียบกบัเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  และลินามาเรส  โดยใช
สับสเตรท pNP-Glc  ดัลโคชินินกลูโคไซด  และลินามารนิ พบวาการแทนที่กรดอะมโินของ
เอนไซมดัลโคชิเนสดวย A201, F271, S384 และ I473 ซ่ึงเปนกรดอะมโินของเอนไซมลินามาเรส 
ไมชวยทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ชนิดสามารถสลายลินามารินได ซ่ึงอาจเปนเพราะ
การกลายพันธุเพยีงตําแหนงเดียว อาจจะทําใหไดเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุที่ไมมี
ความสามารถเพียงพอที่จะสลายลินามาริน  และการกลายพันธุในตําแหนง I185A  V255F  G367S 
และ E455I นาจะมีความสําคญัตอคา Km ในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  โดยพบวาเอนไซม    
ดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 ตวัสามารถจับกบัดัลโคชินินกลูโคไซดไดดขีึ้น  สําหรับการสลาย pNP-
Glc พบวาการกลายพันธุที่ G367S และ V255F ไมนาจะมคีวามสําคัญตอคา Km ในการสลาย pNP-
Glc แตการกลายพันธุที ่I185A และ E455I ทําใหคา Km ในการสลาย pNP-Glc เพิ่มขึน้  อยางไรก็
ตามเมื่อพิจารณาคา kcat / Km พบวาการทําการกลายพันธุทัง้ 4 ตําแหนงนี ้ทําใหเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุที่ไดมีประสิทธิภาพในการสลายดัลโคชินินกลูโคไซด  และ pNP-Glc ลดลงมาก   
 

การศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรท ในสวนของหมูอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส  
นอกจากจะศกึษาโดยการทําการทดลองดังงานวิจยันี้ไดแลว  ยังสามารถทํานายไดจากคอมพิวเตอร
โดยใชโปรแกรม Modelling และ Molecular docking ไดอีกดวย โดยดจูากคาพลังงานของเอนไซม
ที่ใชในการจับกับสับสเตรท  ซ่ึงการใชโปรแกรมคอมพวิเตอรจะชวยใหสามารถทํานายความ 
สัมพันธไดลวงหนา  และอาจจะชวยใหการวิเคราะหผลการทดลองงายขึ้น  แตอยางไรก็ตามตองมี
การทําการทดลองจริง เพื่อยนืยันผลที่เกดิขึ้น เพราะสภาพแวดลอมในธรรมชาติที่แทจริง อาจแตก 
ตางจากสภาพแวดลอมที่จําลองขึ้นในโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 
ผลจากการศึกษาการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทั้ง 4 

ชนิด พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุทุกชนิด สามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยใช
แอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับได  แตยังไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภมูิ
เปนตัวรับได  โดยพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิทุกตัวไดดีกวาเอนไซมรีคอมบิแนนท           
ดัลโคชิเนส  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนที่กรดอะมิโนวาลีนดวยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่มีแขนง
ขางเปนวงแหวนอะโรมาตกิซึ่งมีขนาดใหญกวานาจะทําใหแขนงขางของฟนิลอะลานีนเขาถึง
สับสเตรทไดด ี และทําใหเอนไซมมีโครงสรางที่เหมาะสมมากขื้นในการเกิดปฏิกิริยายายหมู
กลูโคส  นอกจากนี้เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ยังสามารถเกิดปฏิกิริยายายหมูกลูโคส
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โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ  และแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
ธรรมชาติ  และรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ยกเวนใน methanol และ ethanol  ซ่ึงอาจเปนเพราะ
แขนงขางที่ส้ันลงของกรดอะมิโนอะลานนี นาจะทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
สามารถจับกับสับสเตรทที่มีขนาดใหญไดดีขึ้น   
 

อยางไรก็ตามการที่จะพัฒนาใหเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับไดนั้น  ควรจะทําการกลายพันธุที่มากกวา 1 ตําแหนง
เพื่อใหผลของการกลายพันธุในแตละตําแหนงชวยสงเสรมิกันเพื่อใหเกดิการเรงปฏิกริิยายายหมู
กลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตวัรับได  ซ่ึงจากการทดลองนี้พบวาเอนไซมดลัโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A และ V255F สามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปน
ตัวรับไดดีกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  ดังนั้นงานวิจยัในอนาคตควรจะสรางเอนไซม  
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ ที่มีตําแหนงกลายพนัธุ 2 ตําแหนงคือ 185A และ V255F ซ่ึงเปนตําแหนงที่
คาดวานาจะมคีวามสําคัญในการเรงปฏิกริิยายายหมูกลูโคส  เพื่อใหเอนไซมดัลโคชิเนส กลายพนัธุ
ที่ไดสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ  หรือแอลกอฮอลที่มีสายยาวเปน
ตัวรับได 
 
 



เอกสารและสิ่งอางอิง 

 
Ajisaka, K., H. Nishida and H. Fujimoto.  1987.  The synthesis of oligosaccharides by the 

reversed hydrolysis reaction of β-glucosidase at high substrate concentration and at high 
temperature.  Biotechnol. Lett. 9: 243-248 

 
Barbagallo, R., G. Spagna, R. Palmeri, C. Restuccia and P. Giudici.  2004.  Selection, 

characterization and comparison of β-glucosidase from mould and yeast employable for 
enological applications.  Enzyme Microb. Technol. 35: 58-66 

 
Barrett, T., G. C. Suresh, S. Tolly, E. Dodson and M. Hughes.  1995.  The crystal structure of a 

cyanogenic β-glucosidase from white clover, a family 1 glycosyl hydrolase.  Structure 
3: 951-960 

 
Boons, G.  1996.  Synthetic oligosaccharides: recent advances.  Res. Foc. 1: 331-342 
 
Burmeister, W. P., S. Cottaz, H. Driguez, I. Renato, S. Palmieri and B. Henrissat.  1997.  The 

crystal structure of Sinapis alba myrosinase and a covalent glycosyl-enzyme intermediate 
provide insight into the substrate recognition and active-site machinery of an S-
glycosidase.  Structure 5: 663-675 

 
Carl, S. R. and W. G. Stephen.  2000.  Glycosidase mechanisms.  Curr. Opin. Chem. Biol. 4: 

573-580 
 
Cereghino, L. J. and J. M. Cregg.  2000.  Heterologous protein expression in the methylotrophic 

yeast Pichia pastoris.  FEMS Microbiol. Rev. 24: 45-66  
 
Chi, Y. I., A. L. Martinez, J. Jancarik, V. R. Swanson, E. D. Robertson and S. Kim.  1999.  

Crystal structure of the β-glycosidase from the thermophile Thermophaera aggregans: 
insights into its activity and thermostability.  FEBS Lett. 445: 375-383 



   

80 

Cicek, M., D. Blanchard, D.R. Bevan and A. Esen.  2000.  The aglycone specificity-determining 
site are different in 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one (DIMBOA)-
glucosidase (Maize β-glucosidase) and Dhurrinase (Sorghum β -glucosidase).  J. Biol. 
Chem. 275: 20002-20011 

 
Cino, J. n.d.  High Yield Protein Production from Pichia pastoris Yeast: A Protocol for Benchtop 

Fermentation. Pichia pastoris Protocol for Growth in Fermemtor, pp. 1-2. Invitrogen 
Company Limited. 

 
David L. Zechel and Stephen G. Withers.  2000.  Glycosidase mechanisms: anatomy of a finely 

tuned catalyst.  Acc. Chem. Res. 33: 11-18 
 
Davies, G. and B. Henrissat.  1995.  Structure and mechanism of glycosyl hydrolases.  Structure 

3: 149-154 
 
Eksittikul, T. and M. Chulavatnatol.  1988.  Characterization of cyanogenic b-glucoside  

(linamarase) from cassava (Manihot esculenta Crantz).  Arch. Biochem. Biophys. 266: 
263-269 

 
Esen, A.  1993.  β-glucosidase: overview.  In β-Glucosidase Biochemistry and Molecular  

Biology. (A. Esen, Ed.), pp. 1-14.  American Chemical Society, Washington D.C. 
 
Hughes, A. M., K. Brown, A. Pancoro, B. S. Murray, E. Oxtoby and J. Hughes.  1992.  A  

molecular and biochemical analysis of the structure of the cyanogenic β-glucosidase 
(linamarase) from cassava (Manihot esculenta Cranz).  Arch. Biochem. Biophys. 295: 
273-279 

Hakulinen, N., S. Paavilainen, T. Korpela and J. Rouvinen.  1999.  The crystal structure of β- 
glucosidase from Bacillus circulans ssp. alkalophilus: ability to from long polymeric 
assemblies.  J. Struct. Biol. 129: 69-79 

 
 



   

81 

Henrissat, B.  1991.  A classification of glycosyl hydrolases based on amino acid sequence  
similarities.  Biochem. J. 280: 309-316 

 
Henrissat, B., I. Callebaut, S. Fabrega, P. Mornon and G. Davies.  1995.  Evolution: conserved  

catalytic machinery and the prediction of a common fold several families of glycosyl 
hydrolases.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 92: 7090-7094 

 
Henrissat, B. and A. Bairoch.  1996.  Updating the sequence-based classification of glycoside  

hydrolases.  Biochem. J. 316: 695-696 
 
Hernandez, L. F., J. C. Espinosa, M. Fernandez-Gonzalez and A. Briones.  2003.  β-glucosidase  

activity in a Saccharomyces cerevisiae wine strain.  Int. J. Food. Micro. 80: 171-176 
 
Tomomatsu H.  1994.  Health Effects of Oligosaccharides.  Food Tech. 48: 61-65 
 
Hommalai, G., P. Chaiyen and J. Svasti.  2005.  Studies on the transglucosylation reactions of  

cassava and Thai reosewood β-glucosidases using 2-deoxy-2-fluoro-glycosyl-enzyme 
intermediates.  Arch. Biochem. Biophys. 442: 11-20 

 
Hughes, M. A.  1992  Molecular Genetics of Plant Cyanogenic β-glucosidases.  In β- 

Glucosidase Biochemistry and Molecular Biology. (A. Esen, Ed.) pp. 153-169. 
American Chemical Society, Washington D.C. 

 
Keresztessy, Z., L. Kiss and M. A. Hughes.  1994.  Investigation of the active site of the  

cyanogenic β-D-glucosidase (linamarase) from Manihot esculenta Crantz (cassava). II. 
Identification of Glu-198 is an active site carboxylate group with acid catalytic function.  
Arch. Biochem. Biophys. 315: 323-330 
 

Keresztessy, Z., J. Hughes, L. Kiss and A. M. Hughes.  1996.  Co-purification from E. coli of a  
plant β-glucosidase-GST fusion protein and the bacteria chaperonin GroEL.  Biochem J. 
314: 41-47 



   

82 

Keresztessy, Z., K. Brown, M.A. Dunn and M.A. Hughes.  2001.  Identification of essential 
active-site residues in cyanogenic β-glucosidase (linamarase) from cassava (Manihot  
esculenta Crantz) by site-directed mutagenesis.  Biochem. J. 353: 199-205 

 
Ketudat-Cairn, J.R., V. Champattanachai, C. Sriromsap, B. Wittman-Liebold, B. Thiede and J.  

Svasti.  2000.  Sequence and expression of thai rosewood β-glucosidase/β- 
fucosidase, a family 1 glycosyl  hydrolase glycoprotein.  J. Biochem. 128: 999-1008 

 
Kim, Y.W., S. S. Leet, R. A. J. Warren and S.G. Witherst.  2004.  Directed Evolution of a  

glycosynthase from Agrobacterium sp. Increase its catalytic activity dramatically and  
expands its substrate repertoire.  J. Biol. Chem. 279: 42787-42793 

 
Lirdprapamongkol, K. and J. Svasti,  2000.  Alkyl glucoside synthesis using thai rosewood β- 

glucosidase.  Biotechnol. Lett. 22: 1889-1994 
 
Mackenzie, L.F., Q. Wang, R. A. J. Warren and S.G. Withers.  1998.  Glycosynthase: Mutant  

Glycosidases for Oligosaccharide Synthesis.  J. Am. Chem. Soc. 120: 5583-5584 
 
Mayer, C., D.L. Zechel, S.P. Reid, R. A. J. Warren and S. G. Withers.  2000.  The E358S mutant 

of Agrobacterium sp. β-glucosidase is greatly improved glycosynthase.  FEBS Lett.  
466: 40-44 

 
Mayer, C., D. L. Jakeman, M. Mah, G. Karjala, L. Gal, R. A. J. Warren and S. G. Withers.  2001.   

Directed evolution of new glycosynthases from Agrobacterium β-glucosidase: a general  
screen to detect enzymes for oligosaccharide synthesis.  Chem. Biol. 8: 437-443 
 

Perugino, G., A. Trincone, M. Rossi and M. Moracci.  2004.  Oligosaccharide synthesis by  
glycosynthases.  Trends Biotechnol. 22: 31-37 

 
Pyo, Y., T. Lee and Y. Lee.  2005.  Enrichment of bioactive isoflavones in soymilk fermented  

with β-glucosidase-producing lactic acid bacteria.  Food Res. Int. 38: 551-559 



   

83 

Sanz-Aparicio, J., A. J. Hermoso, M. Martinez-Ripoll, L. J. Lequerica and J. Polaina.  1998.   
Crystal structure of β-glucosidase A from Bacillus polymyxa: insight into the catalytic 
activity in family 1 glycosyl hydrolases.  J. Mol. Biol. 275: 491-502 

 
Selmar, D.  1993  Apoplastic Occurrence of Cyanogenic β-Glucosidases and Consequences  

for the Metabolism of Cyanogenic Glucosides.  In β-Glucosidase Biochemistry and  
Molecular Biology. (A. Esen, Ed.) pp. 191-204. American Chemical Society,   
Washington D.C. 

 
Surarit, R., J. Svasti, C. Srisomsap, W. Suginta, S. Khunyoshyeng, S. Nilwarangkoon, P.  

Harnsakul and E. Benjavongkulchai.  1995.  Screening of glycohydrolase  
enzyme in Thai plant seeds for potential use in oligosaccharide synthesis.  J. Sci.  
Soc. Thailand. 21: 293-303 

 
Surarit, R., H. Matsui, S. Chiba, J. Svasti and C. srisomsap.  1996.  Chemical modification of β- 

glucosidase/ β-fucosidase from Dalbergia cochinchinensis Pierre by conduritol B 
epoxide.  Biosci. Biotech. Biochem. 60: 1265-1268 

 
Surarit, R., H. Matsui, S. Chiba, J. Svasti and C. srisomsap.  1997.  Evidence for a single active  

site in β-glucosidase/ β-fucosidase from Dalbergia cochinchinensis seeds.  Biosci. 
Biotech. Biochem. 61: 93-95 

 
Srisomsap, C., J. Svasti, R. Surarit, V. Champattanachai, K. Boonpuan, P. Sawangareetrakul, P.  

Subhasitanont and D. Chockchaichamnankit.  1996.  Isolation and characterization of and 
enzyme with β-D-glucosidase/β-D-fucosidase activities from Dalbergia cochinchinensis 
Pierre.  J. Biochem. 119: 585-590 

 
Srisomsap, C., P. Subhasitanont, S. Techasakul, R. Surarit and J. Svasti.  1999.  Synthesis of  

homo- and hetero-oligosaccharides by thai rosewood β-glucosidase.  Biotechnol. Lett. 
21: 947-951 

 



   

84 

Svasti, J., C. Srisomsap, S. Techasakul and R. Surarit.  1999.  Dalcochinin-8’-0-β-D-glucoside  
and its β-Glucosidase enzyme from Dalbergia cochinchinensis.  Phytochemistry 50: 
739-743 

 
Svasti, J., T. Phongsak and R. Santhima.  2003.  Transglucosylation of tertiary alcohols using  

cassava β-glucosidase.  Biochem. Biophys. Res. Commun. 305: 470-475 
 
Toonkool, P., J. Ketudat-Cairns and J. Svasti.  2003.  β-glucosidase from Thai Plants.   

Srinakarinwirot University Science Journal. 19: 1-10 
 
Toonkool, P., P. Metheenukul, P. Sujiwattanarat, P. Paiboon, N. Tongtubtim, M. Ketudat-Cairns,  

J. Ketudat-Cairns and J. Svasti.  2006.  Expression and purification of dalcochinase, a β-
glucosidase from Dalbergia cochinchinesis Pierre, in yeast and bacteria hosts.  Protein 
Expres. Purif. 48: 195-204 

 
Trimbur, D. E., A. J. Warren and S. G. Wither.  1992.  Region-directed mutagenesis of residues  

surrounding the active site nucleophile in a β-glucosidase from Agrobacterium faecalis.  
J. Biol. Chem. 267: 10248-10251 

 
Verdoucq, L., J. Morinieres, D. R. Bevan, A. Esen, A. Vasella, B. Henrissat and M. Czjzek.   

2004.  Structural determinants of substrate specifity in family 1 β-glucosidases.  J. Biol. 
Chem. 279: 31769-31803 

 
Weismann, C., W. Hengstenberg and E. G. Schulz.  Crystal structure and mechanism of 6- 

phospho-β-galactosidase from Lactobacillus lactis.  J. Mol. Biol. 269: 851-860 
 
 
 



ภาคผนวก 



   

86 

ภาคผนวก ก  
เทคนิคทางรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ 

 



   

87 

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  ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 50-55 องศา
เซลเซียส  แลวจึงเทลงในถาดสําหรับเทเจล เสียบหวีลงไป ปลอยใหเจลแข็งตัวที่อุณหภูมหิอง  เมื่อ
เจลแข็งตัวแลวคอยๆ ดึงหวอีอก  นําเจลใสลงในเครื่องสําหรับทําอิเล็กโตโฟเรซิส  ใส 1X TAE 
buffer ใหทวมเจล  ดูดสารละลายดีเอน็เอผสมกับ loading buffer (50 mM EDTA, pH 8.0, 
0.4%(w/v) bromphenol, 5% (w/v) glycerol) แลวหยอดลงไปในชองในแผนเจลที่เตรียมไว  ตอ
กระแสไฟฟาเขากับเครื่อง แลวเปดกระแสไฟฟา โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต  เมื่อ loading 
buffer เคลื่อนที่ไดประมาณ 3 ใน 4 ของเจลจึงปดเครื่อง  จากนั้นนําเจลมายอมใน 0.5 μg/ml 
ethidium bromide แลวลางดวยน้ําเปลา 10 นาที  นําเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 

2. การเตรียม competent E. coli (DH5α) และ การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู 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 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที 
นานขามคืน  ดูดเซลลแขวนลอยที่ไดมาปรมิาตร 2 ml เล้ียงในอาหารเหลว LB  ปริมาตร 200 ml บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาทีจนกวาจะไดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.5-1.0 เมื่อไดคาการดูดกลืนแสงตามที่เราตองการแลวเก็บ
เซลลแขวนลอยที่ไดใสหลอด แลววางบนน้ําแข็ง 15-30 นาที นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  เอาสวนของเหลวออก ละลายตะกอน
เซลลดวยน้ํากล้ันที่ฆาเชื้อแลวที่เยน็ปริมาตร 200 ml นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั้นที่ฆาเชื้อแลวที่เย็น
ปริมาตร 100 ml  นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย 10%(v/v) glycerol ที่เย็นปริมาตร 40 ml นําไปหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย 10%(v/v) glycerol ที่เย็น
ปริมาตร2.5 ml   
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การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E. coli โดยวิธี electroporation  ทําโดยนํา competent cell 
ปริมาตร 40 μl  ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 1-10 ng วางบนน้ําแข็งนาน 1 นาที  ดูดเซลลทั้งหมดใสใน 
cuvette แลววางในเครื่อง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัด  
200 โอหม  2.5 กิโลโวลต  จากนั้นกดปุมทีเ่ครื่อง electroporation เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน  แลว
เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 1 ml ทันที  ยายเซลลแขวนลอยที่ไดมาใสหลอดทดลอง  นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาที นาน 1 ชั่วโมง  นําเซลลแขวนลอยทีไ่ด
ไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลวออก 800 μl 
ผสมตะกอนเซลลใหเขากัน และดูดเซลลแขวนลอยมา 200 μl  เล้ียงบนอาหารแข็ง LB pH 7.5 ที่มียา
ปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 

 

3. การเตรียม competent P. pastoris (GS115) และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยวิธี 
electroporation   
 
 เล้ียงเชื้อยีสตในอาหารเหลว YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose)   
ปริมาตร 5 ml บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน  ดูด
เซลลแขวนลอยปริมาตร 1 ml ใสในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 ml บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นานขามคืน  จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 5,000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  เพื่อเก็บเซลล แลวเอาสวนของเหลว
ออก  ลางเซลลดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวทีเ่ย็นปริมาตรเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทําซ้ํา 2 คร้ัง เอาสวน
ของเหลวออก  แลวลางเซลลดวย 1 M sorbitol ที่เย็นปรมิาตรเทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปหมุน
เหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เอาสวน
ของเหลวออก  เติม1 M sorbitol ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตรเทากับ 100 
 

การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยวธีิ electroporation  ทําโดยนํา competent cell 
ปริมาตร 80 μl   ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 5 μg ปริมาตร 10 μl   วางบนน้ําแข็งนาน 5 นาที  ดูดเซลล
ทั้งหมดใสใน cuvette แลววางในเครื่อง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 
ไมโครฟารัด  200 โอหม  1.5 กิโลโวลต  จากนั้นกดปุมทีเ่ครื่อง electroporation เพื่อให
กระแสไฟฟาทํางาน  แลวเตมิ 1 M sorbitol ปริมาตร 1 ml ทันที  จากนัน้นําไปหมนุเหวีย่งที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลวออก 800 μl  ผสมตะกอนเซลล
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ใหเขากนัและดูดเซลลแขวนลอยมา 200 μl  เล้ียงบนอาหารแข็ง YPDS (1% yeast extract, 2% 
peptone, 2% dextrose, 1M sorbitol)  ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 100 μg/ml  บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นานประมาณ 3-4 วัน  
 
4. การสกัดพลาสมิดโดยวิธี Miniprep   
 
 เล้ียงเชื้อในอาหารเหลว LB pH 7.5 ปริมาตร 3 ml ที่มียาปฏิชีวนะ zeocin เขมขน 25 
μg/ml บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที นานขามคนื  ดูดเซลล
แขวนลอยทีไ่ดมาปริมาตร 1.5 ml ใสลงใน eppemdrof  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที นาน 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล และนําสวนของเหลวทิ้งไป  เตมิสารละลาย 1 (50 mM 
กลูโคส, 25 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA) ปริมาตร 100 μl ผสมใหเขากัน  บมที่อุณหภูมิหอง 
นาน 5 นาที  เติมสารละลาย 2 (1% SDS, 0.2 M sodium hydroxide) ปริมาตร 200 μl  ผสมใหเขากัน  
วางบนน้ําแข็ง นาน 5 นาที  แลวเติมสารละลาย 3 (3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) ที่เย็น
ปริมาตร 150 μl  ผสมใหเขากัน  วางบนน้ําแข็ง นาน 5 นาที  และนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว
13,000 รอบตอนาที นาน 3 นาที  ดูดสวนของเหลวใส eppendrof ใหม  จากนั้นเติม 100% ethanol 
ปริมาตร 2 เทา แลวบมที่อุณหภูมหิอง นาน 2 นาที  นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 นาที  นําสวนของเหลวทิ้งไป  แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 70%(v/v) ethanol 
ปริมาตร 150 μl   นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 นาที  นําสวน
ของเหลวทิ้งไป  ทําใหตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดแหง  แลวละลายดวย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris 
HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 30 μl 
 
5. การตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล   
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอมาเติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร 
ทั้งหมด  แลวเติม 100% ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรทั้งหมด  วางบนน้ําแข็ง นาน 10 นาที  
จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เอาสวนของเหลวออก  
ลางตะกอนดเีอ็นเอดวย 70%(v/v) ethanol  แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 1-3 นาที  ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว 
 
 
 



   

90 

6. การวิเคราะหอิเล็คโตโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-   
Polycrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) 
 
 เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel  ดังตารางผนวกที่ ก1 
 
ตารางผนวกที่ ก1  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม 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 
 
ละลายตัวอยางใน 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)  ตมเปนเวลา 10 นาที  
หยอดตวัอยางลงในชองพอลิอะคริลาไมดเจล  หลังจากนั้นตออุปกรณเครื่องอิเล็คโตรโฟเรซิส  โดย
ใชกระแสไฟฟา 30 mA ใน 1X running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine, 0.1%(w/v) 
SDS)  เปนเวลา 90 นาที  จากนั้นนําเจลที่ไดไปแชใน 50%(v/v) methanol นาน 30 นาท ี แลวยอม
ดวย staining solution (0.125%(w/v) Coomassie blue R, 45%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic acid) 
นาน 2-3 ช่ัวโมง  จากนั้นลางสีออกดวย destaining solution (25%(v/v) methanol, 10%(v/v) acetic 
acid) นาน 15-30 นาที 
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7. การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดแีนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-
Polycrylamide Gel Electrophoresis, Non-denaturing PAGE 
 
 เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gelดังตารางผนวกที่ ข2 
 
ตารางผนวกที่ ก2  ปริมาณสารที่ใชในการเตรียม 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 
 
ละลายตัวอยางใน 1X sample buffer (12.5%(w/v) bromophenol blue, 1.25 mM Tris, pH 6.8, 10% 
(w/v) glycerol)  หยอดตัวอยางลงในชองพอลิอะคริลาไมดเจล  ตออุปกรณเครื่องอิเล็คโตรโฟเรซิส  
โดยใชกระแสไฟฟา 15 mA ใน 1X running buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine) นาน 2 
ชั่วโมง จากนัน้นําเจลที่ไดไปยอมดวย 1 mM 4-methylumbelliferyl-β-D-glucose แลวตรวจสอบ
การเรืองแสงของแถบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มีกิจกรรมภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 
8. การทําเวสเทอรนอิมมูโนวิเคราะห (Western blot)   
 
 นําเจลที่ไดจากการทําอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (จากขอ 6) มา 
แชใน transfer buffer (10 mM Tris, 100 mM glycine) นาน 20 นาที  ตัดเมมเบรนชนิด 
polyvinylidene fluoride ใหมีขนาดใหญกวาเจลเล็กนอยจํานวน 1 แผน แชใน methanol นาน 5 
วินาที แลวนําไปแชใน transfer buffer นาน 10 นาที  สําหรับกระดาษกรองตัดใหมขีนาดเทากับเมม
เบรนจํานวน 6 แผน แชใน transfer buffer นาน 5 นาที จากนั้นทําการยายโปรตีนโดยวางกระดาษ
กรอง 3 แผน ตามดวยเมมเบรน  เจล  และกระดาษกรองอีก 3 แผน ตามลําดับ และใชเครื่อง Trans-
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Blot®Semi-Dry (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 10 V นาน 30 นาที จากนั้นนาํเมมเบรนมา
แชใน 5%(w/v) skim milk  ที่ละลายอยูใน 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 แลวลางดวย PBST 2 
คร้ัง แลวบมกบั mouse monoclonal antibody against natural dalcochinase (primary antibody) นาน 
1 ช่ัวโมง  แลวลางดวย PBST 2 คร้ัง แชเมมเบรนใน PBST นาน 15 นาที 1 คร้ัง แลวแชใน PBST 
คร้ังละ 5 นาที จํานวน 3 คร้ัง  จากนั้นบมกับ horseradish peroxidase-conjugated rabbit polyclonal 
antibody against mouse immunoglobulins (secondary antibody) นาน 1 ชั่วโมง  แลวลางดวย 
PBST 2 คร้ัง แชเมมเบรนใน PBST นาน 15 นาที 1 คร้ัง แลวแชใน PBST คร้ังละ 5 นาที จํานวน 3 
คร้ัง  จากนั้นนาํเมมเบรนมาบมกับ ECL plus Western Blotting Detection System นาน 5 นาที แลว
นําไปประกบกับแผนฟลม นาน 1 นาที แลวแชแผนฟลมใน developer, fixer และน้ํากล่ันตามลําดบั 
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ภาคผนวก ข  
กราฟมาตรฐาน 
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1. กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ใหมีความเขมขน 0-25 μg/ml  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 500 μl  และเติม Coomasie Plus Reagent ปริมาตร 1 ml  บมที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที  
จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐาน BSA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 595 nm
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2. กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิ  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0-0.1 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 500 μl บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate 
ปริมาตร 1 ml นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสใน 

              อาหารเลี้ยงเชื้อ และในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm
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R2 = 0.9934
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3. กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส
เพื่อใชศึกษาคณุสมบัติของเอนไซม   
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0-0.1 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
100 μl  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที  แลวเติม 2 M sodium carbonate ปริมาตร 
1 ml  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  
 

 
ภาพผนวกที่ ข3  กราฟมาตรฐาน pNP ที่ใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสเพื่อใช 

              ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 400 nm

y = 7.1773x
R2 = 0.9989
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4. กราฟมาตรฐานกลูโคส   
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสใหมีปริมาณ 0-0.06 μmol  โดยใหมีปริมาตรรวม 
เทากับ 50 μl  เติม 2 mg/ml ABTS ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 
μl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน  410 นาโนเมตร 
 

 
ภาพผนวกที่ ข4  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm 
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ภาคผนวก ค  
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A 
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1. ผลการหาลําดบัเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
GACTTTTACGACNACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATT 
TTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAA
ACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTT
TTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCAT
GCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCG
TACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAG
ATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATC
ATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGGTA
GGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGGCC
AATGGCATAACCCCCATTTGTAACCATTTTTCATTGGNATCTTCCCCAAGCCTNGGNGGANGAGTACGG
GGGGCTTCTTNAANNNAANCGGTGGNAAANGATTTCCAAANCTANGNGGGATTTTGNCTNCCANTTNTT
GGGAANNGGGNAAAGCNTTGGGATTTCCCTAANGNGCCCNCNNCTTTCCCCCGAANGGGTAGCCCNCGG
NATGTTTGCCCCNGGNC 

Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
TCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATAT 
CCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGAT
ATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCA
ACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCA
CTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAG
TACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTA
TTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCA
TACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGA
ACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGG
GAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTN
CAAATAGCACATCANATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCNCATGTGGATGGTTTATGGACC
CNCTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGANATCGATTGCCTAAGTTTACTA
CAAATCAGCCNAATNANTAANGGTTCATTTGATTTTTNGGACTAAACTNTACCCCCTACTTGCTNCCAA
TCAAAGGGTCAACTGNTGCCCCCTAGTACNCNAAAATCCCAGTCCTCCTACGCACNAAGGGGCCTTAAG
GCNGGNCCCCNGANGGNGGCTTNNCNAAGACTCANATTTTGCTTTTCA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
TTTGGAGATAGGGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCAT 
ACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAA
CAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGA
AGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAA
ATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAG
ATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTA
CCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGC
AACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTC
GAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATA
GATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTGGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTAT
TATCGGCCATCTCTTTTATGTTCGANATGCAATTAGGNCNNGGCGCNAANNGGGAAAGGATTTTTTGCA
TGGNCATGNTNGGAAAACTTNNANNGGGCTGAGGGTTAACNTCCNGGATTTGGATTTATTTTGGGAACT
ACNCACTTGNAAAA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
ANGCCAAATTAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAA 
ATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACG
CAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATGA
GAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCG
TCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATT
GTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTAC
TTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGC
TAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAGACAAAA
CCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGTA
CGTAGAATTCACGTGGCCCAGCNGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCCAGCTTT
TCTAAAACAAAACTCATCTCAAAAAAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCNTCATGGA
ANTTGNAGCCCTANACATGACTGTNCCCCAGTTCAGGTNGGGCCNTTACNAAAAAAACGGGCTTGCTAN
ATCTAATCAAAGGAGGCCNAAAGCCNTTNGC 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
GACTTTTACGACAACTTGAGAAGNTCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATT 
TTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAA
ACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTT
TTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCAT
GCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCG
TACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAG
ATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATC
ATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGG
GTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCCCTGGNCAAT
GGCATAACACCATTTTGTAACCATTTTTNCATTGGGNATCTTNCCNNAGNCCTTGGGAGGATGAGTACG
GGGGCTTCTTAAATCATAAGCGNTGGNAAANGATTTCCAAGACTATGCGGGATTTTGNCTTCCAATTAT
TTGGGAAAAAGGGGTAAAGCNTTGGGNTTANCNTAANGGNNCCNTCAANCTTCCCCGCGAANGGGTNTG
CNNCNGGTTGTTTGNCCCCAGGCNNNGTTCCCCCNNNNANAACC 
 

Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
GGGCGCATCCTCCTCGTCCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCAC 
CAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAG
AAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATT
CTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAAT
GAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAG
GATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTC
CAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGG
TATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT
GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCACCTGTCCANGTGTAC
AAAAGGAAGTATCAGGAACATCANAANGNACNATAGGCATTTCCTTGCNCGTATTTNGGGTTATACCGC
TTTCNAATAGCCCATCNNATCAAATGCTNCCNGCGATTCTGNANTCCCAGGGGANGGNTTAGGNACCCC
TTACGCNGGAAGGNNCCCAAAGCNNGNANNTCNAGTGGAANCGATGNCCAANTTNNACAAATN 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
GGAGATAGGGTAAGCATTGGATTCACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGG 
GGAGATAGGGTAAGCATTGGATTCACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGG
TATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGA
GACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTA
TCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAG
CACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTAC
AGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCA
AGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAA
ATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACG
CAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGA
TTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGNAAAATGGTATAGATG
AGAAGAATGGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGAAAGACACTTTATAGAATTGANAGTTATTA
CGCCANCNCNTTTANGTNCNAAATGCAATTAGGNCTGGNNCAANNNGAAANGNNTTTTTGCNNGGNCNT
GGTTGGACAANTTGAANGGGNTGAAGGGTTNNACNCNCGAATTGGNATNANATTTGGGGAANNNCCANC
TTGA 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
GNTCTCGNTCAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACT 
ATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCT
TACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAG
GACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATG
GTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATA
GTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTG
CATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTATTGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGA
ACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATC
AAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAA
GAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCNCTAGTGNANTCNCGG
CCGCCTGCAGTACGTAAAATNCCGNGGCCCAGCCGGCCGNNCGGATCGGTACCCNAGCCNGGGGGCCCC
NGCTTTCTANANAAAACNNTCNCAAAAAGANCGGAAACNCCCCCACNNNCCCCCCNNCATGAGTNGGAC
CNTAAAAAGANGTCCCATCAGTGGGCNTNCAAAAACCGGCCTGCTAATCTACAAAAGGGCCAAGCCNTN
NCCGAAANCNGCCNTTTGACTTTTTTGACCCAAAAAAGATTTTTGCCTNNTTNCCNCANCGCCNCACC 
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Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ V255F ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
TCCGTTATATACAACTTTTCTACGACAACTTCGACGAAGATCAATAAACAACTAATTATTCGAAACGAT 
GAGATTTCCTTCTATTTTTACTGCTGATTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACAC
TACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGA
TTTCGATGTTGCTGATTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTAT
TGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCAACA
TCCCCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCATATTTCATTTTTGG
GACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGAGAGGGTAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCA
CCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACCGAGATGTTGCAGCTGACCAATTTCACCGTTATAA
GAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGACCTAGAAT
TCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACTACAGGCTCATCCA
TGAGACACTGGAAAATGGCATAACACCATTTGTAACCATCTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGA
GGATGAGTACCGTGGCTTCCTAAATCATAGCGTTGTAAAAGATTTACAAAAACTATTCCGATCTTTGCT
ACCAAATATCTGGAGATAGGGCAAAGCATCGGATTAACTAAATGAACCATCAATCTCCCCCCAAATGGG
TACCCTACCGAATGATTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCTAAAATTAAATTCGACCCGGGGGGATGTT 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
AAGAAAATTTTTAAAAAGCATACAACCTCGTACAGTATGAATGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGTG 
GATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAA
TTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATC
TCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTAC
AACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTT
CCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTAT
GCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATC
TTCACCGCAAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACT
TGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCA
ACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTA
GTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACA
TGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCACGAAGGTATCCAGATAGCATGCTATATCTAGTTGGAGAT
CGAATGCCTAACTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTAATTGGACTAAA
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CCATTACACCACTAACTATGCTACCCAAATCAAATGCGTTAACATTGCTGCTCCACCCAATTTACCCCC
CCACATCCTCCAAGGCC 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
CCCAAATTTTCTTATTTTGTGAGATAGCGGCTAAAGCATCTGGATTACACTAAACTGAGCCATCCATCT 
TCACCGCGAATGGGTATGCATACCGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTT
GCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCCCATGCAGCAA
CTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACCATAGGCATTTCCTTGCACGTAG
TTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACAT
GTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATC
GATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAACCCAAATTACTTAAGGGTTCATTTCACTTTATTGGACTAAACT
ATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATC
CTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCATCTTGCATGT
GCATTTATCCCAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCCAGGAAAAGTATAACCATCCTTTGGTTT
ACATCACTGAACATGCCATAGATGACAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACA
CTTATAGAATTGATAGTTATTATCCCTCCCCTCCTTTATGTTCCATATGCCATTAGGCCTGGCCCCAAC
GCCAAACGATCCCTCGCCTGCTCTTTGTTGGACAACTCCCCACGGGCTGAGGGTTATACCTCACCATTT
CCATTACCTTTTCGTAAACCCCCCCACTCCC 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
NCAGTTAGCAATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACC 
AAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAA
CGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCATCTTGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGA
GATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGAT
GAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCA
TTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACT
ACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATGGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGT
GCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGATCAAGGAAGAAAAGACA
AAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGTCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCATCT
TTCTATAACAAAAA 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ G367S ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 
 
                                                                         



   

121 

 
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 โดยใชไพรเมอร AOXF   
 
NCTTTCGANTTTNNCNGACTTTNACNGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGA 
TGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACA
CTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTA
TTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACC
ATCACCATCATCACCATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTG
GGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCC
ACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATA
AGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGA
ATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATC
AATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTGGTAACCATTTTTCATNGGGATCTNCCCNAGCCTTGG
AGGATGAGTACGGNGGCTCTTAAATCATAGCGTTGGTAATGATTCCAANATATGCGGATCTTGGCTNCA
NTTNTTGGAGATNGGGTAAGCNTNGGNTTCNCTAATGANCCNCANCTTCCCNNNAANGGGTTNCTNCGG
NNGTTGNCCNNGNNA 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF1   
 
ATCTTTTTGGGCAGCATCCTCCTCGTTCCAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAA 
CTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCA
CCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTG
GCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAG
GCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACA
AGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGA
TCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCAC
CGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCAC
AGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGT
CCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCNCATGTGGA
TGGTTTATGGACCNCTTCNGCAGGAGGTATCNGATAGCATGCATATCTAGTTGGAAACGATGCCTAGTT
NCTANGATCAGCCATTANTANGGTCNTTGATTTTTGNCTACTTNNCCCTACTTGCTCCATCGAGCNCAC
TGCTNCCCTATTCCCCAATCCAGTCCNNTNACACCANGGGCTNAGNCNGGCCCCCGNGNNGCTTCCAAG
CTCGNTTTGTTCTCNGAAANNNCNTGTNNCCGAGGNAAGANAGGCCCNCNGGACNGACCTAAAAATTCC
CTTTCAAANCGCAGNNTTGNTG 
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Query: ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF2   
 
CTTGCTTCNATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGC 
GAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGG
TGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCA
AGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTGGGT
TATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATG
GTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCC
TAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACAC
CACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGT
CACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTA
TCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCAC
TGAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGA
ATTGATAGTTATTATCGTCATCTCNTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGGCNAATGGGAAGGATT
TTTGCATGGNCTTGNTGGACACNTTGANGGGCTATGGTTAACCNCCGATTGGATATTTTTGGGAACCAC
CTANTNGAAAAATCCCAGCCCNCGCACTGGTCAGNTTTCGGCCNNNTCANAANGCTATTGGANTTNCCC
AGGCANNGGCTTCNCGTTTCAGGNAAAANACCCGGGGCTGAGNTTGANAANTACNAGANCCGCCCGNAA
AAATCNGCCNCGCCTGATGCCCGCC 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร TRF3   
 
NNANNNCGNTCCTACNGANTCANGCCAAANTTAGTTACGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTAT 
NNANNNCGNTCCTACNGANTCANGCCAAANTTAGTTACGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTAT
TACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGNTTACCTCACAGATCC
TCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTG
CATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTA
CATCACTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACAC
TTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGT
GAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAATGGGCTATNGGTTATACATCACGATTTGG
ATTATATTTNGTGAACTACACTACTTGGAATAGATATCCCAAGCTCNCTGCACCATGGTTCAAGTATTT
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TCTGGCCCGTGATCAANANAGTGCTAAATTGGGAANTTTNNGCCCCNAGGGNANANGGGGCTTTTCACN
ATGATCANGGANNAAANNCNAANCCCAGGGGGGNTTGANGGNTTGGANCCAAANCNNACCCCNNGGANT
CCCGGNCCCCGGCNNACNTNAANTCCNNGGNCCNNCNGCCNTCGNNTNGNNCCCACCCNGGGGGNNCNN
TTTTTAAAAAACCCNCCCNAANNGGTNNNANCCCCCCCCCCNNCNNNCNCCCNGGGGNNGGCCCNAAAA
NGNGCCCCNNNNNGGGGNNNNAAAANCCNCNNNNNTNNNNNAANGNNANNCNNNNNNNAANNNNNCNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNCNNCNCNCCNCNNNNNNNNNNGGGGNNNNNNNNN
NNNNNCCCCNNNNNNNNNNNNCNCCNNNNNNNNNNNNNNN 

 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 โดยใชไพรเมอร AOXR   
 
CNCTTCCANTTANAATNGTAGCAANGACCNGGNTCTTCTCGNTAAGTGCCCAACTTGAACTGAGGAACA 
GTCATGTCTAAGGCTACAAACTCAATGATGATGATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTC
TGAGATGAGTTTTTGTTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCCGCGGCTCGAGGTACCGATCCGAGACGGCCGGC
TGGGCCACGTGAATTCTACGTACTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAAGATCTAGATCAAAAG
CCTTCAATGCCCCACTTGGGTTTTGTCTTTTCTTCCTTGATCATCGTTGATAAGCTCCATCTTGCCTTT
GGTGCTAAAATTTCCAATTTAGCACTCTCTTGATCACGTGCCAGAAAATACTTGAACCATGTTGCAGAG
AGCTTGGGATATCTATTCAAAGTAGTGTAGTTCACAAAATATAATCCAAATCGTGATGTATAACCAATA
GCCCATTCAAAGTTGTCCAACAATGACCATGCAAAAAATCCTTTCACATTTGCGCCAGACCTAATTGCA
TATCGAACATAAAAGAGATGACGATAATAACTATCAATTCTATAAGTGTCTATCAAGGATTCCTCAAGT
GATAGTGATGCATCATTCTTCTCATCTATACCATTTTCAGTGATGTAAACCAAAGGATTGTTATACTTT
TCCTTGAAGTAAGCAACAATCTCGAAGTCCTTTTGGATAATGCACATCCATCCTGAGGGAGTCACTGGA
CNTATAAGACCCCATTGCGTTGCTGTAAAAANTGACTTNAGGATCTGNGAGGTACTAGGTGGGCAGNAT
GTTGACCNTCTGATTNGGNANNTANTTNGGGGGNTANANTTNNNCAANNAANNAANGACCCTTANTANT
GGGNNGANNNGNNNAANNT 
 
Query: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่คาดวานาจะเปน 
Sbjct: ลําดับเบสของยีนดลัโคชิเนสกลายพันธุ E455I ที่วิเคราะหโดยใชไพรเมอร 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 ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาตใินการสลาย pNP-Glc 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช1  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติในการสลาย 
              pNP-Glc 

 
2. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในการสลาย pNP-Glc 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช2  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสในการสลาย  
              pNP-Glc 
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3. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช3  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc 
 

 
4. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลาย pNP-Glc 
  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช4  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
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5. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลาย pNP-Glc 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช5  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
 
 

6. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลาย pNP-Glc 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช6  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
              สลาย pNP-Glc 
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7. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลาย pNP-Glc 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช7  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 
              สลาย pNP-Glc 

 
8. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช8  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
              สลายดัลโคชินินกลูไซด 
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9. กราฟ Michaelis Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช9  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 

              สลายดัลโคชินินกลูไซด 
 

10. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช10  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
                สลายดัลโคชินินกลูไซด 
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11. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลาย 
ดัลโคชินนิกลูโคไซด 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ช11  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 
                สลายดัลโคชินินกลูไซด 

 
12. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมลินามาเรสในการสลายลินามารนิ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช12  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมลินามาเรส ในการสลายลนิามาริน 
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13. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการสลายลินามาริน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ช13  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ในการ 
                สลายลินามาริน 

 
 
14. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการสลายลินามาริน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ช14  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ V255F ในการ 

                สลายลินามาริน 
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15. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการสลายลินามาริน 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ช15  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ G367S ในการ 
                สลายลินามาริน 

 
 
16. กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ช16  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ E455I ในการ 

                สลายลินามาริน 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวชมพนูุท พรเจริญนพ 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 22 สิงหาคม 2525 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ. สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกลาเจาคณุทหารลาดกระบัง 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 
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