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Betaine Aldehyde Dehydrogenase 2 (BADH2) เกี่ยวข้องกับการสร้างสารหอมหลักชนิดหนึ่งในข้าว 

นั่นคือ 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) โดยพบยีน BADH2 อยู่ในบริเวณที่เกี่ยวข้องกับความหอม (fgr gene) บน

โครโมโซมคู่ที่ 8 ยีนดังกล่าวพบได้ทั้งในข้าวหอม และข้าวไม่หอมโดยในข้าวหอมพบว่าเกิดการขาดหายไปของ

นิวคลีโอไทด์ 8 นิวคลีโอไทด์ และเกิดการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ (single nucleotide polymorphisms, SNPs) 

3 ต าแหน่งในเอกซอนที่ 7 ท าให้เกิดการสูญเสียหน้าที่ของยีนไป ส่งผลให้ข้าวนี้มีการผลิตสารหอม 2AP ขึ้น 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ในข้าว โดยท าการกลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed 

Mutagenesis โดยการเพิ่มกรดอะมิโนไทโรซีนในต าแหน่ง 420 (Y420 insertion) และท าการกลายพันธ์ุ

แบบแทนที่ด้วยกรดอะมิโนอะลานีนที่ต าแหน่ง 162   260 และ  294 (N162A   E260A และ C294A) ตามล าดับ 

นอกจากนี้ยังทดลองท าการกลายพันธ์ุแบบสุ่มด้วยการส่องใต้แสงอลัตราไวโอเลตที่เวลา  10  30  วินาที  และ  1  นาที 

จากการทดลองพบว่าเมื่อน ายีนกลายพันธ์ุที่อยู่ในดีเอ็นเอพาหะ pET28b เข้าสู่ แบคทีเรีย Escherichia coli จากนั้นท า

การผลิตโปรตีน และท าบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีโดยใช้คอลัมน์ Ni-NTA พบว่าโปรตีนที่ได้มีความ

บริสุทธ์ิ จึงน าโปรตีนที่ได้ไปศึกษาประสิทธิภาพการจับกันอย่างจ าเพาะระหว่าง BADH2 กลายพันธ์ุกับ โคแฟกซ์เตอร ์

NAD+ และ NADH  เปรียบเทียบกับเอนไซม์รีคอมบิแนนท์ BADH2 ดั้งเดิม พบว่าการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง Y420   

N162A  และ  E260A ไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการจับกับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ และ NADH แต่ ท าให้การจับ

กับเอนไชม์กลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C294A มีประสิทธิภาพลดลง เมื่อจับกับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ และมี

ประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น เมื่อจับกับ NADH เมื่อเทียบกับ BADH2 ดั้งเดิม การศึกษาสมบัติทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ 

BADH2 กลายพันธ์ุต่อสับสเตรท aminobutyraldehyde (AB-ald) และ Betaine aldehyde (Bet-ald) (Km   kcat และ kcat/ Km) 

พบว่าเอนไซม ์BADH2 ดั้งเดิมท าปฏิกิริยากับสับสเตรททั้ง 2 ชนิดได้ดีกว่าเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 

แบบ  ซึ่งผลการท าปฏิกิริยาน ามาทดสอบหา  -aminobutyric acid (GABA) ด้วยเทคนิค Thin Layer 

Chromatography  (TLC) พบสาร GABA ในผลผลิตจากกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม เมื่อใช้ AB-ald 

เป็นสับสเตรท รวมถึง BADH2 กลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง Y420 และ N162A แต่ในปฏิกิริยาที่ใช้ Bet-ald ไม่พบสาร GABA 

ในเอนไซม์ทุกชนิด และจากผลการท ากลายพันธ์ุแบบสุ่มด้วยการส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่เวลา 10  30  วินาที 

และ 1 นาที พบว่า ไม่สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธ์ุโดยวิธีดังกล่าวได้ 
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 Betaine aldehyde dehydrogenase 2 (BADH2) is believed to be involved in an accumulation 
of 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) in rice. The BADH gene located on chromosome eighth has been found in both 
fragrant and non-fragrant rice. The 8 bp deletion and 3 single nucleotide polymorphisms (SNPs) at exon 7 of 
BADH2 gene resulted in loss of its function, which is suggested to be associated with 2AP accumulation in 
aromatic rice. In this study, BADH2 mutations were constructed by site-directed mutagenesis consisting of 
tyrosine insertion at residue 420 (Y420 insertion)  and alanine replacement at amino acid residues 162, 260 
and 294, respectively. Moreover, random mutagenesis was also carried out by exposing to ultraviolet at 10, 30 
seconds and 1 minute. The result showed that all mutants were successfully constructed in pET28b plasmid 
following by transformation into bacterial E. coli. The recombinant proteins were then over produced and 
purified by Ni+2-NTA affinity column chromatography. Then binding affinity between the purified 
recombinant proteins and cofactors, NAD+ and NADH, were examined. The results indicated that mutation of 
Y420, N162A and E260A did not show different binding affinity toward both NAD+ and NADH comparing 
to the wildtype. However, C294A mutant resulted in decrease of binding affinity toward NAD+ that 
contrasts to toward NADH with increasing.  The kinetic study  (Km   kcat and kcat/ Km) of the BADH2 mutants 
toward  aminobutyraldehyde (AB-ald) and Betaine aldehyde (Bet-ald) were then  performed. The results 
indicated that wild type BADH2 showed higher activities towards both substrates than all BADH2 mutants.   
In addition, Thin Layer Chromatography (TLC) was also performed to detect -aminobutyric acid (GABA), 
an expected product of the enzyme when AB-ald is used as a substrate. The GABA could be only observed in 
the reaction of wild type BADH2, Y420 and N162A with AB-ald as the substrate. Nevertheless, the random 
mutagenesis was not successfully constructed. 
 
 
 
 
 
 
 

     /  /  
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ค าอธิบายอักษรย่อสารเคมี 
 

EDTA                =            Ethylene diamine tetraacetic acid 
 HCl  = Hydrochloric acid 

HEPES-KOH     =           4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic                                      
                                                       acid potassiumhydroxide 
              IPTG  = Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside 
 PMSF  = Phenylmethylsulfonyl fluoride 
              SDS                    =           Sodium dodecyl sulfate 
 TAME  = Tosyl arginine methyl ester 
 Tris  = Tris hydroxymethyl aminomethane 
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การศึกษาเอนไซม์ BADH2 กลายพันธ์ุจากข้าว 
 

Characterization of BADH2 Mutants from Rice (Oryza sativa L.) 
 

ค าน า 
 

 ข้าวเป็นพืชอาหารหลักที่ได้รับความนิยมที่สุดอย่างหนึ่งของโลกและได้รับส่วนแบ่งทางการตลาด
อย่างสูง โดยข้าวแบ่งออกเป็น 2 ประเภทตามความหอมได้แก่ ข้าวหอมและข้าวไม่หอม โดยข้าวที่ได้รับ
ความนิยมมากที่สุดคือข้าวหอม เนื่องจากมีกลิ่นหอมอันเป็นเสน่ห์เฉพาะ จากการศึกษาสารให้กลิ่นหอมใน
ข้าวพบสารให้กลิ่นหอมในข้าว 114 ชนิดอาทิเช่น ไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ ฟีนอล เอสเตอร์ 
ไพริดีน ไพราซีน เป็นต้น (Yajima et al., 1978 )โดยสารหอมหลักคือ 2AP ซึ่งพบได้ในข้าวสายพันธุ์ indica  
jasmine และ basmati (Butter et al., 1982) จากการติดตามด้วย15N-proline พบว่า proline เป็นสารต้ังต้น
ของกลิ่นหอมในข้าว เน่ืองจากไนโตรเจนของ proline ใช้เป็นไนโตรเจนของสารกลิ่นหอม 2AP 
(Yoshihashi et al., 2002; Bradbury  et al., 2005; Vanavichit et al., 2006; Amarawathi et al., 2008)  จาก
การศึกษาพบว่า เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารหอมหลักดังกล่าว ได้แก่ Betaine aldehyde 
Dehydrogenase (BADH: 1.2.1.8) โดยเอนไซม์ดังกล่าวช่วยในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ 
betaine aldehyde เกิดเป็น glycine betaine โดยใช้ NAD(P)+ เป็นโคแฟกซ์เตอร์ (Rasario et al., 2009) 
เอนไซม์ BADH พบในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคาริโอตและโปรคาริโอต ในข้าวมีรายงานว่า พบเอนไซม์ BADH 
จ านวน 2 ไอโซฟอร์มได้แก่ BADH1 และ BADH2 โดยยีน BADH1 อยู่บนโครโมโซมที่ 4 เกี่ยวข้องกับ 
osmolytic stress ส่วนยีน BADH2 พบบนโครโมโซมที่ 8 เกี่ยวข้องกับสารความหอม (Bradbury et al., 2008) 
จากการรายงานโครงสร้างของยีน BADH2  ในข้าวพบว่าประกอบด้วย 15 เอกซอน และ 14 อินตรอน ยีน
ดังกล่าวจึงจัดเป็นยีนควบคุมความหอม (fgr gene) โดยในข้าวหอมพบว่า ยีน BADH2 เกิดการกลายพันธุ์ 
โดยมีการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์ 8 เบส รวมถึงพบเบสเปลี่ยน 3 เบส (single nucleotide 
polymorphisms, SNPs) ในบริเวณเอกซอนที่ 7 ของยีนดังกล่าว (Bradbury et al., 2005) ซึ่งการกลายพันธุ์ที่
เกิดขึ้นท าให้ยีน fgr ที่เป็นลักษณะทางพันธุกรรมด้อย  

 
 นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ในลักษณะต่างๆ ซึ่งท าให้เกิดความหอมขึ้นใน
ข้าว เช่น มีกรดอะมิโนไทโรซีนเพิ่มขึ้นในต าแหน่งที่ 420 (Kovach et al., 2009) ดังนั้น ผู้วิจัยจึงสนใจ
ศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวต่อกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 นอกจากนี้ยังสนใจศึกษากิจกรรม
ของเอนไซม์ BADH2 เมื่อกรดอะมิโนบริเวณเร่งถูกแทนที่ด้วยกรดอะมิโนอะลานีน 
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 งานวิจัยในคร้ังนี้ จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อท าการกลายพันธุ์ยีน BADH2 ด้วยวิธี Site Directed 
Mutagenesis และศึกษากิจกรรมของเอนไซม์กลายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับเอนไซม์ดั้งเดิม และตรวจสอบ
สารผลิตผลจากกิจกรรมของเอนไซม์ดังกล่าว นอกจากนี้ผู้วิจัย ยังสนใจศึกษาการกลายพันธุ์แบบสุ่มของยีน
ดังกล่าว ว่ามีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์หรือไม่ อย่างไร 
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วัตถุประสงค ์

 
 1.  เพื่อผลิตเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ 4 ชนิดโดยวิธี Site Directed Mutagenesis ได้แก่    
Y420   N162A   E260A และ C294A 
 
 2.  เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ ์Y420   N162A   E260A และ C294A 
 
 3.  เพือ่ผลิตเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์แบบสุ่มโดยวิธีสอ่งใต้แสงอัลตราไวโอเลต และ  
ด้วยวิธี Error prone PCR  
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การตรวจเอกสาร 

 
1.  ข้าว (Rice) 
 
 ข้าวจัดอยู่ในอาณาจักรพืช วงศ์ Poaceae สกุล Oryza ข้าวเป็นพืชใบเลี้ยงเด่ียว มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Oryza sativa L. 
 
              Kingdom:     Plantae 
            Division:       Angiosperms 
      Class:           Monocots 
          Order:             Poales 
     Family:          Poaceae 
         Genus:              Oryza 
      Species:           O. sativa 
 
 ข้าวเป็นพืชอาหารส าคัญอย่างหนึ่งของโลก ประเทศไทยได้ส่งออกข้าวทั้งในเอเชีย ยุโรป 
ออสเตรเลีย อเมริกา และตะวันออกกลาง โดยได้รับส่วนแบ่งจากตลาดโลกถึง 21 เปอร์เซ็นต์ ในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้มีผู้บริโภคข้าวมากถึง 76 เปอร์เซ็นต์ (Berner and Hoff, 1986; Reinke et al., 1991; 
Shobha et al., 2006) 
 

ข้าวแบ่งออกเป็นสองประเภทตามความหอม ได้แก่ ข้าวหอม และข้าวไม่หอม โดยข้าวหอมเป็น
ข้าวที่ได้รับความนิยมเนื่องจากมีกลิ่นหอมอันเป็นเสน่ห์เฉพาะ ท าให้มีมูลค่าการส่งออกในตลาดโลกสูง 
(Baishya et al., 2009) จากการศึกษาพบว่าสารที่ท าให้เกิดกลิ่นในข้าวมีมากกว่า 300 ชนิด โดยพบสารส าคัญ
กว่า 100 ชนิดในข้าวหอม เช่น สารประกอบไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ ฟีนอล เอสเตอร์ ไพริดีน 
ไพราซีน เป็นต้น (Yajima et al., 1978 ) ซึ่งสารส าคัญหลักที่ท าให้เกิดความหอมในข้าวหอมคือสาร 
2-Acetyl-1-pyrroline (2AP) (Petrov et al., 1996; Widjaja et al., 1996) 
 
 ข้าวหอมแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตามสายพันธุ์ของข้าว ได้แก่ 1. Group V   2. Indica และ        
3. Tropical japonica  โดย กลุ่มหนึ่งได้แก่ ข้าวสายพันธุ์ Basmati และ Sadri  กลุ่ม Indica ได้แก่ ข้าวสายพันธุ์ 
Jasmin และกลุ่ม Tropical japonica ได้แก่ ข้าวสายพันธุ์ Tinawon และ Unoy (Kovach et al., 2009) 
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 จากการศึกษาพบว่า เอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับการสร้างสารหอมหลักดังกล่าว ได้แก่ 
Betaine aldehyde Dehydrogenase เอนไซม์นี้ พบในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคาริโอต และโปรคาริโอต ในข้าวมี
รายงานว่า พบเอนไซม์ BADH จ านวน 2 ไอโซฟอร์มได้แก่ BADH1 และ BADH2 ซึ่งยีน BADH2 จัดเป็น
ยีนควบคุมความหอม (fgr gene)  
 
2.  เอนไซม์ Betaine aldehyde Dehydrogenase (BADH2) 
  
 เอนไซม์ Betaine aldehyde Dehydrogenase เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Aldehyde dehydrogenase 
(ALDH) สามารถเร่งปฏิกิริยาการออกซิเดชั่นของ aldehyde เป็น carboxylic acid โดยใช้ NAD(P)+ 

เป็นโคแฟกซ์เตอร์ (Rasario et al., 2009) แสดงดังภาพที่ 1 
 
  
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  แสดงการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ BADH 
 
 เอนไซม์ BADH (BADH: 1.2.1.8) จัดอยู่ใน ALDH 3 กลุม่ (Sanche et al., 2007)  
ได้แก่ - ALDH 9  เป็นเอนไซม์ BADH ที่พบในสัตว์ แบคทีเรีย และเชื้อราบางชนิด 
 - ALDH 10  เป็นเอนไซม์ BADH ที่พบในพืช และเชื้อราบางชนิด   
 - ALDH 23  เป็นเอนไซม์ BADH ที่พบในแบคทีเรียเฟอมิคิว และแบคทีเรียแอคติโนมัยซิส  
โดยเอนไซม์ในกลุ่ม ALDH9 มีโครงสร้างเป็น tetrameric  ขณะที่กลุ่ม ALDH10 มีโครงสร้างเป็น dimeric 
(Weretilnyk et al., 1989; Falkenberg et al., 1990; Johansson et al., 1998; Valenzuela et al., 2003) 
 
 จากการศึกษา BADH เป็นเอนไซม์เร่งการเปลี่ยน betaine aldehyde (Bet-ald) เป็น glycine betaine ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการป้องกันการออสโมไลติก (Ishitani et al., 1993; Russell et al 1998; Shirasawa et al., 2006)  
อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่า BADH ในสิ่งมีชีวิตบางชนิดไม่สามารถเปลี่ยนสับสเตรท Bet-ald เป็น glycine 
betaine ได้ เช่น ในพืชตระกูลข้าว  (Ishitani et al, 1993; Nakamura et al., 1997; Mohanty et al., 2002; Niu 
et al., 2007) เน่ืองจากข้าวสูญเสียหน้าที่ของเอนไซม์ choline monooxygenase (CMO) บนโคโมโซมคู่ที่ 6 
ที่เปลี่ยน choline เป็น betaine aldehyde (Shirasawa et al., 2006; Bradbury et al., 2008) ซึ่งจาก
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การศึกษาที่ผ่านมาพบว่า BADHs ในพืชสามารถใช้สับสเตรท omega-aminoaldehydes ได้มีประสิทธิภาพ
มากกว่าใช้ Bet-ald (Trossat et al., 1997; Incharoensakdi et al., 2000; Livingstone et al., 2002; Oishi and 
Ebina, 2005) และจากการรายงานพบว่า เอนไซม์ aminoaldehyde dehydrogenase (ADD) ซึ่งเป็น homolog 
กับ BADH ไม่สามารถใช้สับสเตรท Bet-ald แม้จะเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มเดียวกัน (Sebela et al., 2000; 
Livingstone et al., 2002; Reumann, 2004) 
 
 BADHs สามารถเร่งปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทในกลุ่มแอลดีไฮด์ได้หลายชนิด เช่น  
3-aminopropionaldehyde (AP-ald) Betaine aldehyde (Bet-ald) และ -aminobutyraldehyde (AB-ald) 
เป็นต้น โดยพบว่า  AB-ald เป็นสารตัวกลางในกลไกของ  polyamine ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร 
-aminobutyric acid (GABA) และสารหอม 2AP ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นหอมหลกัในข้าวหอม (Moschou et al., 2008) 
 
 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบยีน Betaine aldehyde dehydrogenase (BAHD) ในข้าว (O. sativa) 2 ไอโซฟอร์ม คือ 
BAHD1 และ BAHD2 โดย BADH1 ตั้งอยู่บนโครโมโซมที่ 4 เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยน betaine aldehyde 
ไปเป็น glycine betaine ที่ช่วยป้องกันความเครียดต่อความเค็ม ความแห้งแล้งในพืช (salt and tolerance stress) 
(Bradbury et al., 2005) ส่วน BADH2 ตั้งอยู่บนโครโมโซมที่ 8 เกี่ยวข้องกับการสะสมสารหอม 2AP ใน
ข้าว โดยโครงสร้างของยีน BADH2 ในข้าวประกอบด้วย 15 เอกซอน และ 14 อินตรอน 
 
 การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ BADH อาศัยโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ หรือ NADP+ โดยโคแฟกซเ์ตอร์จะเข้า
ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ก่อน จากนั้นสับสเตรท aldehyde จะเข้าจับกับเอนไซม์บริเวณหมู่ไทออล (-SH) 
ของซีสทีอีนที่บริเวณเร่งปฏิกิริยา (Mann and Weiner, 1999; Costanzo et al., 2007) แสดงดังภาพที่ 2 โดยการ
เร่งปฏิกิริยาจะเกิดบริเวณที่เรียกว่า Rossman fold (Johansson et al.,1998) จากรายงานโครงสร้างสามมิติของ
เอนไซม์ BADHs (PsAMADHs) จากถั่วลันเตา (Pisum sativum) พบต าแหน่ง NAD+ binding site คือ
บริเวณ E393 G238 S239 T242 K245 T249 และ Q341 แสดงดังภาพที่ 3  และบริเวณ substrate channel 
ได้แก่กรดอะมิโนต าแหน่ง  N162 Y163 W170 I293 C294 S295 S453 และ W459   แสดงดังภาพที่ 4 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  แสดงล าดับการเข้าจับของโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ 
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ภาพท่ี 3  แสดงบริเวณจับของโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ของ BADH จากถั่วลันเตา ด้วยโปรแกรม PyMOL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  แสดงบริเวณจับของสับสเตรทของ BADH จากถั่วลันเตา ด้วยโปรแกรม PyMOL 
 
 กลไกการท างานของเอนไซม์ BADH พบว่าโคแฟกซ์เตอร์จะเข้าท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ก่อน 
จากนั้นสับสเตรท aldehyde จะเข้าจับกับเอนไซม์บริเวณหมู่ไทออล (-SH) ของซีสทอีีนซึ่งเป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยา 
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โดยซีสทีอีนที่บริเวณเร่งปฏิกิริยาจะถูกดึงโปรตอน (deprotonate) จากกลูตาเมตซึ่งเปลี่ยน ซีสทีอีน ในภาวะไม่
ท างาน ให้อยู่ในสภาวะพร้อมที่จะท าปฏิกิริยากับสับสเตรท หลังจากที่คาร์บอนของแอลดีไฮด์จับกับหมู่ไทออล   
ของซีสทีอีนในบริเวณเร่งปฏิกิริยาแล้วจะเกิดกระบวนการ acylation และเกิดการจัดเรียงตัวของสับสเตรท     
ให้อยู่ในรูป thiohemiacetal intermediate โดยในขั้นตอนนี้ เอไมด์ไนโตรเจนของแอสปาราจีนจะสร้าง
พันธะไฮโดรเจนกับสับสเตรท เพื่อท าให้โครงสร้างของสับสเตรทเกิดความเสถียร (Gonzalez-Segura et al., 2008) 
และจะเกิดการถ่ายทอดไฮไดด์ไปสู่วงนิโคตินาไมด์ของ NAD+ ให้กลายเป็น NADH จากนั้นกลูตาเมตที ่
กล่าวมาก่อนหน้านี้ จะไปรับไฮโดรเจนจากน้ า และน้ าจะไปจับบริเวณคาร์บอนของสับสเตรท ท าให้เกิด
กระบวนการ deacylation และเกิดการจัดเรียงตัวของสับสเตรทให้อยู่ในรูป Tetrahedral intermediate โดยผลผลิต
จากปฏิกิริยาจะหลุดออกไป จากนั้นเอนไซม์ไปจับกับสับสเตรทตัวอ่ืนต่อไป แสดงดังภาพที่ 5 
 

 
ภาพท่ี 5  แสดงกลไกการท างานของเอนไซม์ BADHs 
 
 ปัจจุบันมีรายงานโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADHs จากสิ่งมีชีวิตหลายชนิดในฐานข้อมูล
ของโปรตีน (Protein Data Blank: PDB) ได้แก่ เอนไซม์ BADH จากตับของปลาคอด (cod PDB: 1A4S) 
(Johansson et al., 1998) จาก E.coli (cod PDB: 1WNB) (Gruez et al., 2004) จาก Pseudomonas aeuginosa 
(cod PDB:) (Gonzalez-Segura et al., 2008) และจากถั่วลนัเตา (cod PDB: 3IWJ) (Tylichova et al., 2010) 
โดยโครงสร้างของเอนไซม์จาก 3 สิ่งมีชีวิตแรกมีลักษณะเป็น Tetrameric แต่โครงสร้างเอนไซม์จากถั่วลันเตา
เป็น Dimeric  จากการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ BADHs จากที่กล่าวมาโดยใช้โปรแกรม 
ClustalW2 ดังแสดงตามภาพที่ 6 พบว่าล าดับกรดอะมิโนของ BADH2 จากข้าวมีความคล้ายกับ BADH 
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จากตับปลาคอด  E.coli  P.aeuginosa  และถั่วลันเตาร้อยละ 35  35  37 และ 76  ตามล าดับ โดย BADH 
จากถั่วลันเตา มีความคล้ายกบั BADH2 ในข้าวมากที่สุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แสดงการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของยีนในกลุ่ม ALDHs 
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 โครงส ร้ า งของ เอนไซ ม์  B A D H s  ของปลาคอด  ประกอบด้ วย  3  โด เมน  ได้ แก่     
1 .  oligomerization domain  2. NAD+ binding domain และ 3. substrate binding domain (ภาพที่ 7)  โดย
โดเมนทั้ง 3 มีหน้าที่ดังนี้  NAD+ binding domain เป็นต าแหน่งที่เอนไซม์จับกับโคแฟกซ์เตอร์ ส่วน 
Oligomerization domain เป็นส่วนที่ช่วยรวมตัวของสับยูนิตต่างๆ และ Substrate binding domain เป็น
บริเวณที่จับกับสับสเตรท (Johansson et al., 1998; Rasario et al., 2009)  โดย NAD+ binding domain และ 
substrate binding domain คือบริเวณ α/β ของ Rossman fold ขณะที่ oligomerization domain คือ
บริเวณ β-strand 3 เส้นที่บริเวณปลายคาร์บอกซิล และจากรายงานโครงสร้างสามมิติของ BADH จากถั่วลันเตา 
พบบริเวณที่มีความส าคัญต่อความเสถียรของเอนไซม์คือ cation binding site (Tylichova et al., 2010)   ดังแสดง
ตามรูปที่ 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  แสดงโครงสร้างของเอนไซม์ในกลุ่ม ALDHs ประกอบด้วย 3 โดเมน โดยใช้โปรแกรม PyMOL 

บริเวณสีเขียว คือ NAD+binding domain  บริเวณสีน้ าเงิน คือ substrate binding domain บริเวณสีชมพู คอื 
oligomerization domain และบริเวณสีแดง คือ โคแฟกซ์เตอร์ NAD+  
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ภาพท่ี 8  แสดงบริเวณจับของ cation ของ BADH จากถั่วลันเตา ด้วยโปรแกรม PyMOL โดยลูกบอลสีเขียว 

คือ Na+   
 
 จากหลักฐานทางพันธุศาสตร์พบว่าสาเหตุที่ท าให้ข้าวหอม  เนื ่องจากสูญเสียหน้าที ่ของ
เอนไซม์ BADH2 เช่น เกิดการขาดหายไปของล าดับนิวคลีโอไทด์ 8 เบส และเกิดการเปลี่ยนแปลงเบส
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ 3 เบส ในเอกซอนที่ 7 ของยีน BADH2 ท าให้เอนไซม์สูญเสียหน้าที่ไป ท าให้ข้าว
สร้างสารหอมขึ้น (Lorieux et al., 1996; Garland et al., 2000; Jin et al., 2003) โดยภาพที่ 9  แสดงการขาด
หายไปของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน BADH2 เมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนจะได้สายพอลิเพปไทด์ที่สั้นลง 
โดยมีกรดอะะมิโน 251 ตัว ซึ่งต่างจาก BADH2 ปกติที่มีความยาว 503 กรดอะมิโน (ภาพที่ 10) และ
นอกจากนี้ยังพบข้าวหอมสายพันธุ์อื่นๆ ที่มีลักษณะการขาดหายหรือล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไป
ในต าแหน่งอื่นบนยีน BADH2 เช่น ข้าวหอมสายพันธุ์ basmati พบว่าบริเวณเอกซอนที่ 8 มีการขาดหายไป
ของนิวคลีโอไทด์ 5 เบส (Amarawathi et al., 2008;    Shi et al., 2008) 
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ภาพท่ี 9  แสดงโครงสร้างของยีน BADH2 จากข้าว 
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ภาพท่ี 10  แสดงการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของยีน BADH1 และ BADH2 ในข้าวหอม และ   

ไม่หอม โดยใช้โปรแกรม ClustalW บริเวณสีฟ้า คือ บริเวณอนุรักษ์ และบริเวณสีเหลือง คือ 
สัญญาณกรดอะมิโน SKL ที่ปลาย 

 
3.  สาร 2-Acetyl-1-pyrroline  
 
 ในข้าวหอมพบกลิ่นหอมมากกว่า 114 ชนิด เช่น สารประกอบไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ 
ฟีนอล เอสเตอร์ ไพริดีน ไพราซีน เป็นต้น (Yajima et al., 1978) โดยสารหอมหลักในข้าวหอม คือ  
2-Acetyl-1-pyrroline (2AP) (ภาพที่ 11) นอกจากพบในข้าวแล้วยังพบในธัญพืชบางชนิด ใบเตย ข้าวโพดคั่ว 
แฮม ชีส ชาเขียว แบคทีเรีย และราบางชนิด (Buttery et al., 1983; Schieberle, 1995; Romanczyk et al., 
1995; Zehentbauer and Grosch, 1998; Costello et al., 2001; Carrapiso et al., 2002; Kumazawa and 
Masuda, 2002; Rungsardthong and Noomhoom, 2005; Snowdon et al., 2006; Adams and De Kimpe, 2007)  
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โดยสาร 2AP พบได้ในทุกส่วนของข้าวยกเว้นราก ซึ่งสาร 2AP สร้างมาจากกลไกของ polyamine  โดย 
L-proline เป็นสารต้ังต้นที่ใช้ผลิตสารหอม 2AP ในข้าว (Bradbury et al., 2008) 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  แสดงโครงสร้างของ 2AP 
 
 กลไกของ polyamine ในการสร้างสาร 2AP ในข้าวหอม ที่ศึกษาในเมล็ด และต้นอ่อนของข้าว 
ทดลองโดยติดฉลากด้วย15N-glycine และ proline-1-13C พบว่าไนโตรเจนที่ใช้สร้าง 2AP มาจาก proline 
หรือ ornithine (Buttery et al., 1983; Lorieux et al., 1996; Widjaja et al., 1996; Yoshihashi, 2002) แต่หมู ่
acetyl ไม่ได้มาจาก proline (Yoshihashi et al., 2002) ซึง่จากการทดลองพบว่าหมู่ acetyl ของ 2AP ใน 
Lactobacillus hilgardii ได้มาจากน้ าตาลฟรุกโตสที่เหลือจากการสร้างเอททานอล หรือ acetyldehyde 
(Costello et al., 2001) ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่า 1-pyrroline ผลิตจากกลไกของ polyamine โดย 1-pyrroline 
เป็นสารต้ังต้นของ 2AP และหมู่ acetyl ได้มาจาก acetyl CoA หรือ acetaldehyde ในปฏิกิริยาเคมี จาก
กลไกของ polyamine โมเลกุลของ proline จะเปลี่ยนเป็น ornithine โดยเอนไซม์ ornithine 
aminotransferase (OaAT) หลังจากนั้น ornithine จะถูก decarboxylation เป็น putresine และเปลี่ยนเป็น 
spermidine และ spermine ตามล าดับ โดยใช้เอนไซม์ onithine decarboxylase (ODC) หลังจากนั้น 
putresine spermidine และ spermine จะถูกเปลี่ยนเป็น -aminobytyradehyde (AB-ald) โดยใช้เอนไซม์ 
diamine oxidase (DAO)  และ polymine oxidase (PAO) ซึ่ง  aminoquanidine-HCl (AG) และ 
3-hydroxyethyl drodine (HEH) เป็นตัวยับยั้งการท างานของ DAO และ PAO ตามล าดับ จากการศึกษา
พบว่า AB-ald เป็นสารต้ังต้นในการสร้าง GABA และ 1-pyrroline โดย  1-pyrroline เป็นสารต้ังต้นของ 
2AP (ภาพที่ 12) และจากกลไกการสร้าง 2AP ใน Bacillus cereus  พบว่าจะผ่านกระบวนการ acetylation ของ 
1-pyrroline (Adams and De Kimpe, 2007) อย่างไรก็ตามกลไกการสร้าง 2AP ยังไม่ชัดเจน 
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ภาพท่ี 12  กลไกการสร้าง 2-Acetyl-1-pyrroline และ ૪-Aminobytyric acid ผ่าน polyamine 
 
 จากที่กล่าวมาพบว่าสาร 2AP ถูกสร้างโดยปฏิกิริยาการเปลี่ยน AB-ald เป็น 1-pyrroline และ 2AP 
ตามล าดับ จากการศึกษาพบว่า เอนไซม์ BADH2 เร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน AB-ald เป็น GABA (ภาพที่ 13) ซึ่ง
การท างานของเอนไซม์ BADH2 นี้ ท าให้ปริมาณของ AB-ald ซึ่งเป็นสารต้ังต้นของสารหอม 2AP ลดลง 
ในข้าวไม่หอมพบว่า เอนไซม์ BADH2 สามารถเร่งปฏิกิริยาดังกล่าวได้ดี จึงไม่ก่อให้เกิดการสะสมสาร
หอม ซึ่งแตกต่างจากในข้าวหอม ที่พบว่า เอนไซม์ BADH2 มีกิจกรรมน้อยลง เน่ืองจากยีน BADH2 ใน
ข้าวหอมมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไป ดังอธิบายข้างต้น 
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ภาพท่ี 13  แสดงกลไกการสังเคราะห์ 2AP 
 
4.  สาร ૪-aminobytyric acid  (GABA) 
 

สาร ૪-aminobytyric acid  หรือ GABA มีโครงสร้างคล้ายกรดอะมิโน (ภาพที่ 14) พบในสิ่งมีชีวิต
หลายชนิด  
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  แสดงโครงสร้างของ GABA 
 

GABA ในพืช และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจะท าหน้าที่แตกต่างกัน โดยในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
GABA เป็นสารยับยั้งสารสื่อประสาท พบในระบบประสาทส่วนกลาง (centeal nervous system) ซึ่งช่วยลด
ความดันโลหิต ช่วยท าให้ผ่อนคลาย (create relaxing) ลดอาการเกร็งชัก เป็นต้น (Manyam et al., 1981; Srivong et 
al., 2007) ส่วนในพืช GABA มีหน้าที่ควบคุมการท างานภายในเซลล์พืชผ่านกลไก shut (shut pathway) 
โดยควบคุมสมดุลของคาร์บอนและไนโตรเจนในเซลล์พืช ช่วยควบคุม cytosolic pH ช่วยควบคุม
ความเครียดต่างๆในพืช เช่น ความเครียดต่อความเค็ม ป้องกันการกัดกินของแมลงต่อต้นพืช และเป็น 
osmoregulator รวมทั้งเป็นตัวควบคุมสัณญาณต่างๆในเซลล์พืช (Bouche and Fromm et al., 2004) 
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5.  กรดอะมิโนท่ีส าคัญของเอนไซม์ BADH2 
 

ในปี 2008 Gonzalez-Sagura และคณะได้ศึกษาโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH 
จาก P. aeruginosa พบต าแหน่ง catalytic triad ที่ประกอบด้วยต าแหน่ง C286 N153 และ E253 ซึ่ง
บริเวณดังกล่าวเป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserve region) โดย BADH จากตับของปลาคอด พบ C297 N166 
และ E263 (Johansson et al., 1998) ใน E.coli พบ C280 N149 และ E246 (Gonzalez-Sagura et al., 2008) ใน
ถั่วลันเตาพบที่ต าแหน่ง C294 N162 และ E260 (Tylichova et al., 2010)  

 
หน้าทีข่องกรดอะมิโน 3 ต าแหน่งบริเวณ catalytic triad ของเอนไซม์ BADH จาก E.coli พบว่า 

หมู่ไทออล (-SH) ของ C280 ท าหน้าที่จับกับแอลฟาคาร์บอนของสับสเตรท โดยเอไมด์ไนโตรเจนของ 
N149 จะสร้างพันธะไฮโดรเจนกับสับสเตรทขณะที่จับกับซีสทีอีน บริเวณเร่งปฏิกิริยา ท าให้โครงสร้าง
ของสับสเตรทเกิดความเสถียร และ E246 มีหน้าที่ดึงโปรตอน จากซีสทีอีนที่ต าแหน่ง 280 จากสถานะที่ไม่
สามารถท าให้สับสเตรทเข้ามาจับกับซีสทอีีน กลายเป็นให้เข้ามาจับได้ โดยตกผลึกเอนไซม์ BADH จาก 
E.coli กับ betaine aldehyde และ NADH (PDB code: 1WNB) (Gruez et al., 2004) แสดงดังภาพที่ 15  และ
จากโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH จากถั่วลันเตา พบว่าต าแหน่ง C294 อยู่ระหว่างต าแหน่ง NAD+ 
และ substrate binding site ส่วนต าแหน่ง N162 และ E260 อยู่บริเวณ substrate channel (Tylichova et al., 2010)  
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ภาพท่ี 15  แสดงบริเวณ catalytic triad ของเอนไซม์ BADH จาก E.coli 
 

ในปี 2009 Kovach และคณะได้ส ารวจต้นก าเนิด และวิวัฒนาการความหอมของข้าวหอม 
(O.sativa) ทั่วทวีปเอเชียพบข้าวหอม 10 แบบ โดยเมื่อน ามาตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าข้าวหอม
ทั้ง 10 แบบ ได้แก่ badh 2.1   2.2   2.3   2.4   2.5 2.6   2.7   2.8   2.9 และ 2.10  มีล าดับนิวคลีโอไทด์
ของข้าวหอมบางแบบที่มีการขาดหายไป หรือมีการเพิ่มขึ้น หรือมีการเปลี่ยนแปลงโดยการแทนที่
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ เอกซอนต่างๆ แสดงดังภาพที่ 16   
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ภาพท่ี 16  แสดงต าแหน่งกลายพันธุ์ในข้าวหอม 
 
 จากที่กล่าวมาข้างต้น ท าให้ผู้วิจัยสนใจศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงล าดับกรดอะมิโนบางต าเหน่ง ดังนั้นผู้วิจัยจึงทดลองท ากลายพันธุ์เอนไซม์ BADH2 ด้วยวิธ ี
Site Direct Mutagenesis หรือการกลายพันธุ์เฉพาะต าแหน่ง การกลายพันธุ์โดยส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
และการกลายพันธุ์โดยวิธี Error prone PCR เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการพัฒนาประสิทธิภาพของเอนไซม์ 
 
 1.  การท ากลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis โดยเพิ่มนิวคลีโอไทด์ 3 เบสในต าแหน่ง 
Y420 เพื่อเลียนแบบล าดับนิวคลีโอไทด์ในข้าวหอมพม่า (badh 2.8) และแทนที่ล าดับกรดอะมิโนที่บริเวณ 
catalytic triad ที่ต าแหน่งทั้ง 3 ได้แก่ C294  N162  และ  E260  ด้วยกรดอะมิโนอะลานีน เพื่อศึกษากิจกรรมและ
ความจ าเพาะต่อการจับสับสเตรทของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์เปรียบเทียบกับ BADH2 ดั้งเดิม 
 
      1.1  การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis โดยเพิ่มนิวคลีโอไทด์ 3 เบสใน
ต าแหน่ง Y420  
 
         จากการส ารวจต้นก าเนิด และวิวัฒนาการของความหอมทั่วทวีปเอเชียพบข้าวหอมมี
ล าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันถึง 10 แบบ (แสดงดังภาพที่ 16 ) จากรายงานยังไม่ระบุต าแหน่งที่กลายพันธุ์
ของข้าวทีช่ัดเจน แตง่านวิจัยนี้ได้รับความอนุเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ทราบต าแหน่งที่ชัดเจนของการ
กลายพันธุ์ badh2.8 จาก รองศาสตราจารย์ ดร. อภิชาติ วรรณวิจิตร หัวหน้าศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
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เทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ทางการเกษตร วิทยาเขต
ก าแพงแสน ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์แสดงดังภาพที่ 17 คือมีการเพิ่มขึ้นของ 3 นิวคลีโอไทด์ (TAT) ซึ่ง
แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนไทโรซีน 
 

 
ภาพท่ี 17  แสดงการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เพิ่มขึ้นมา 3 เบสของ ยีน badh 2.8 จากข้าว    
                 หอมพม่าและยีน BADH2 จากข้าวไม่หอม โดยใช้โปรแกรม ClustalW 
 
 ผู้วิจัยได้ท า Homology modeling  ของ badh2.8 ซึ่งมีต าแหน่งที่กลายพันธุ์โดยการเพิ่มของ
ต าแหน่งกรดอะมิโนไทโรซีนที่ต าแหน่ง 420 โดยงานวิจัยนี้จะเรียกว่า  BADH2_Y420 เปรียบเทียบกับ 
BADH จากถั่วลันเตา (PDB code: 3IWK)  ด้วยโปรแกรม SWISS Model และแสดงภาพด้วยโปรแกรม 
PyMOL แสดงดังภาพที่ 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  แสดงโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 โดยท า Homology 

modeling ระหว่างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 กับ BADH จากถั่วลั่นเตา 
(PDB code: 3IWJ) โดย (ก) โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ (ข) 
โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 

 

(ก)                                                                       (ข) 
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 จากผลการท า Homology modeling ของ BADH2_Y420 กับ BADH จากถั่วลันเตา พบว่าต าแหน่ง 
Y420 ที่เพิ่มขึ้นมาอยู่ในบริเวณ catalytic triad ซึ่งจากการท านายกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2_Y420 โดย
การกลายพันธุ์ดังกล่าวอาจจะส่งผลต่อความสามารถของเอนไซม์ต่อการจับกับสับสเตรท เนื่องจาก
ต าแหน่ง Y420 ที่เพิ่มขึ้นมาอยู่ใกล้กับ E260 ซึ่งหน้าที่ในการท าให้ C294 พร้อมที่จะให้สับสเตรทจับ 
ดังนั้นต าแหน่ง Y420 ที่เพิ่มขึ้นมาอาจมีผลต่อความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อชนิดของสับสเตรทที่
เปลี่ยนแปลงไป และรวมทั้งต าแหน่ง Y420 อยู่ใกล้กบัต าแหน่ง NAD+ binding site อาจส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการจับกับโคแฟกซ์เตอร์ แสดงดังภาพ 18 (ข) 
 
        1.2  การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis โดยแทนที่ล าดับกรดอะมิโนที่บริเวณ 
catalytic triad ที่ต าแหน่งทั้ง 3 ได้แก่ C294  N162  E260 ด้วยกรดอะมิโนอะลานีน 
 
          ผู้วิจัยได้ท า Homology modeling  ของ BADH2 ซึ่งมีต าแหน่งที่กลายพันธุ์โดยการ
แทนที่ล าดับกรดอะมิโนที่บริเวณ catalytic triad ทั้ง 3 ต าแหน่ง ได้แก่ C294  N162  E260 ด้วยกรดอะมิโน   
อะลานีนเปรียบเทียบกับ BADH จากถั่วลันเตา (PDB code: 3IWK)  ด้วยโปรแกรม SWISS Model และ
แสดงภาพด้วยโปรแกรม PyMOL โดยจะเรียกบริเวณที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง C294  N162  และ E260 ด้วย
กรดอะมิโนอะลานีน ว่า BADH2_C294A  BADH2_N162A และ BADH2_E260A ตามล าดับ 
 
            จากการท า Homology modeling ของ BADH2_N162A กับ BADH จากถั่วลันเตา 
พบว่าต าแหน่ง N162A อยู่ในบริเวณ substrate channel ซึ่งจากการท านายกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2_ N162A 
โดยการกลายพันธุ์ดังกล่าวอาจจะส่งผลต่อความสามารถของเอนไซม์ต่อการจับกับสับสเตรท เนื่องจาก
ต าแหน่ง N162 มีหน้าที่ในการท าให้สับสเตรทเกิดความเสถียร ในระหว่างการท ากิจกรรมของเอนไซม ์
รวมทั้งต าแหน่ง N162 อยู่ใกล้กับต าแหน่ง NAD+ binding site อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพในการจับกับ   
โคแฟกซ์เตอร์ หากแทนที่ด้วยกรดอะมิโนอะลานีน โดยแขนงด้านข้างจากเดิมเป็นแอสปาราจีน เกิดหดสั้น
ลงเป็นอะลานีน แสดงดังภาพที่ 19  (ข) 
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ภาพท่ี 19  แสดงโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง N162A โดยท า Homology 

modeling ระหว่างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง N162A กับ BADH จากถั่วลั่นเตา 
(PDB code: 3IWJ) โดย (ก) โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ (ข) โครงสร้าง
สามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง N162A 

 
     จากการท า Homology modeling ของ BADH2_ E260A กับ BADH จากถั่วลันเตา 
พบวา่ต าแหน่ง E260A อยู่ในบริเวณ substrate channel ซึ่งจากการท านายกิจกรรมของเอนไซม ์ BADH2_ E260A 
โดยการกลายพันธุ์ดังกล่าวอาจจะส่งผลต่อความสามารถของเอนไซม์ต่อการจับกับสับสเตรท เนื่องจาก
ต าแหน่ง E260 มีหน้าที่ในการท าให้ C294 พร้อมที่จะให้สับสเตรทจับ หากต าแหน่ง E260 ถูกเปลี่ยนโดย
แทนที่ด้วยอะลานีนท าให้ C294 ก็ไม่สามารถให้สับสเตรทจับได้  รวมทั้งต าแหน่ง E260 อยู่ใกล้กับ
ต าแหน่ง NAD+ binding site อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพในการจับกับโคแฟกซ์เตอร์ หากแทนที่
ด้วยอะลานีน แสดงดังภาพ 20  (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                       (ข) 
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ภาพท่ี 20  แสดงโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง E260A โดยท า Homology   
                modeling ระหว่างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง E260A กับ BADH จากถั่วลั่นเตา   
                 (PDB code: 3IWJ) โดย (ก) โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ (ข) โครงสร้าง

สามมิติของเอนไซม์ BADH2กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง E260A 
 
 จากการท า Homology modeling ของ BADH2_ C294A กับ BADH จากถั่วลันเตา 
พบว่าต าแหน่ง C294 อยู่ระหว่างบริเวณ NAD+ binding site และ substrate channel ซึ่งจากการท านาย
กิจกรรมของเอนไซม์ BADH2_C294A โดยการกลายพันธุ์ดังกล่าวอาจจะส่งผลต่อความสามารถของ
เอนไซม์ต่อการจับกับสับสเตรท เนื่องจากต าแหน่ง C294 เป็นต าแหน่งที่จับสับสเตรท โดยหมู่ไทออลของ
ซีสทอีีนจะจับกับคาร์บอนของสับสเตรท หากเปลี่ยนเป็นอะลานีนสับสเตรทจะไม่สามารถจับกับเอนไซม์
ได้ รวมทั้งต าแหน่ง C294 อยู่ระหว่างต าแหน่ง NAD+ binding site กับ substrate channel อาจส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการจับกับโคแฟกซ์เตอร์ โดยแขนงด้านข้างของกรดอะมิโนหดสั้นลงจากเดิมที่เป็นซีสทีอีน 
แทนทดี้วยอะลานีน  แสดงดังภาพ 21  (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                       (ข) 
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ภาพท่ี 21  แสดงโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง C2940A โดยท า 

Homology modeling ระหว่างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง C294A กับ BADH จาก
ถั่วลั่นเตา (PDB code: 3IWJ) โดย (ก) โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ (ข) 
โครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง C294A 

 
 2.  การกลายพันธุ์โดยส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต และใช้เทคนิค Error prone PCR เป็นการกลายพันธุ์
แบบสุ่มเพื่อศึกษาผลต่อการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรม  และความจ าเพาะต่อการจับสับสเตรท 
เมื่อเปรียบเทียบกับ BADH2 ดั้งเดิม โดยคาดว่า ผลจากท ากลายพันธุ์ด้วยวิธีนี้จะท าให้เอนไซม์ BADH2 
เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่ม ซึ่งอาจส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์เกิดการเปลี่ยนแปลง โดยเอนไซม์อาจมี
กิจกรรมมากขึ้น หรือลดลง ซึ่งจากกลไกการท างานของ polyamine พบว่าหากเอนไซม์ BADH2 ท างานใน
สภาวะปกติจะเปลี่ยนสับสเตรท AB-ald เป็นสาร GABA และหากเอนไซม์ BADH2 เกิดสูญเสียหน้าที่การ
ท างานเดิมไป จะท าเกิดการสะสมสารหอม 2AP ขึ้น ดังนั้นจากงานวิจัยนี้จึงท าการกลายเอนไซม์ BADH2 
เพื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ที่อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                       (ข) 
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6.  การกลายพันธุ์ 
 

6.1  การกลายพันธุ์ของยีน 
 

                   การกลายพันธุ์ของยีนพบว่าเกิดจากหลายสาเหตุ โดยสามารถแบ่งตามสาเหตุการเกิดได้ 2 
แบบ คือแบบที่เกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติ หรือเกิดโดยการชักน า เช่น จากรังสี และสารเคมี ซึ่งท าให้เกดิ
การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ และทางเคมีภายในยีน โดยการกลายพันธุ์จะส่งผลในระดับโมเลกุล เช่น เกิด
การกลายพันธุ์เพียงจุดเดียว (Point mutation) การกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเพิ่ม หรือการขาดหายไปของ    
นิวคลีโอไทด์ (Insertion mutation and Deletion mutation) การกลายพันธุ์โดยเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโน 
(Missense mutation) การกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดรหัสของกรดอะมิโนหยุดปลอม (Nonsense mutation) การ
กลายพันธุ์โดยเกิดการแทนที่เบส (Base substitution) และการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2 ที่ส่งผลให้แก้ผลของการ
กลายพันธุ์ในครั้งแรก (Reversion mutation) 
 

Direct Evolution เป็นวิธีทางพันธุวิศวกรรมวิธีหนึ่ง เพื่อก าหนดทิศทาง และคุณสมบัติตามที่
มนุษย์ต้องการ สามารถท าได้ 4 วิธี คือ  

1. การกลายพันธุ์โดยใช้แบคทีเรียสายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ (mutator strain) เช่น 
E.coli XL red ที่มีความผิดปกติของยีนที่ท าหน้าที่ในการซ่อมแซม เมื่อยีนเกิดกลายพันธุ์  
 2. การกลายพันธุ์ด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (UV irradiation) เช่น การใช้แสงจากหลอดยูวีฆ่าเชื้อ
โรค  (germicidal lamp) โดยแสง  UVC ที่ความยาวคลื่น 253.7 นาโนเมตร 

3. การกลายพันธุ์โดยสารเคมี (Chemical method)  เช่น Deamination Alkalation และ 
Base-Analog mutagens เป็นต้น 

4. การกลายพันธุ์โดยใช้พีซีอาร์ (PCR method) ซึ่งการกลายพันธุ์โดยใช้พีซีอาร์ท าได้ 3 วิธีคือ 
1. DNA shuffling   2. Site Directed Mutagenesis  3. Error prone PCR  เป็นต้น 
 

โดยในงานวิจัยนี้สนใจท าการกลายพันธุ์ 3 วิธีคือ 
 1.  Site-Directed Mutagenesis   
 2.  การกลายพันธุ์ยีนด้วยแสงอัลตราไวโอเลต  
 3.  Error prone PCR 
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 6.2  การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis  
 
        การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis หรือการกลายพันธุ์เฉพาะต าแหน่ง เป็นวิธี
กลายพันธุ์ที่เกิดในหลอดทดลอง ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยวัตถุประสงค์ของการ
กลายพันธุ์เฉพาะต าแหน่งเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ของหน้าที่ และโครงสร้างของโปรตีน ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 
 
 1.  ไพรเมอร์ที่ท าการออกแบบทั้ง 2 สาย มีต าแหน่งที่ต้องการท ากลายพันธุ์อยู่ตรงกลางของสาย
ไพรเมอร์ประมาณ 10-15 เบส และมีล าดับเบสคู่สมกันกับล าดับเบสของยีน BADH2 ที่อยู่บนสายของพลาสมิด 
 
 2.  ไพรเมอร์ที่ท าการออกแบบควรมีความยาวประมาณ 25 ถึง 45 เบส  ไพรเมอร์ที่มีความยาว
มากกว่านี้ อาจจะน ามาใช้ได้ แต่จะท าให้เกิดการสร้างเป็นโครงสร้างทุติยภูมิของไพรเมอร์  ซึ่งอาจจะมีผล
ต่อประสิทธิภาพของปฏิกิริยาการกลายพันธุ์ 
 
 3.  ไพรเมอร์ที่ท าการออกแบบมีค่า melting temperature (Tm)  78 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นค่าที่
เหมาะสมในการท ากลายพันธุ์ โดยค่า Tm หาได้จากสูตรด้านล่าง 

Tm = 81.5+0.41(%GC)-675/N-% mismatch 
โดยที่ N คือ จ านวนเบสของไพรเมอร์  
 
 4.  ไพรเมอร์ที่ดีควรมี % GC อย่างน้อยประมาณ 40 % และควรมีเบส C หรือ G จ านวน 1 เบส 
หรือมากกว่านั้น อยู่ทางด้านปลาย 3׳ ของไพรเมอร์ 
 
 หลังจากท ากลายพันธุ์โดยพีซีอาร์เสร็จ จะก าจัดดีเอ็นเอทิ้ง ด้วยเอนไซม์ DpnI ที่จะตัดล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่มีหมู่เมททิลบริเวณ GATC ของดีเอ็นเอแม่แบบซึ่งไม่พบในผลิตภัณฑ์ แสดงดังภาพที่ 22 
 
        โดยข้อดีของการกลายพันธุ์วิธีนี้คือ สามารถท าได้ง่าย และเมื่อกลายพันธุ์แล้วสามารถบอก
ความสัมพันธ์ของหน้าที่ และโครงสร้างของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปได้ แต่ข้อจ ากัดคือ ไม่เหมาะกับยีนที่
มีขนาดใหญ่มากกว่า 10 กิโลเบส 
 
 มีงานวิจัยที่ได้กลายพันธุ์โดยวิธี Site Directed Mutagenesis เช่น การกลายพันธุ์ของเอนไซม ์
Alkaline protease ที่ต าแหน่ง H176 และ E177 เป็น L และ Q ตามล าดับ ซึ่งเป็นต าแหน่งเร่งปฏิกิริยา โดย
ผลของการกลายพันธุ์ดังกล่าวท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ในการจับกับ Zn ได้ดีขึ้น (Miyajima et al., 1997)  
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และ การกลายพันธุ์ยีน MurG โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนบริเวณเร่งปฏิกิริยาเป็นกรดอะมิโนอะลานีน เพื่อ
ศึกษาหน้าที่ของกรดอะมิโนบริเวณดังกล่าว โดยพบว่าบริเวณเร่งปฏิกิริยาที่ท าการกลายพันธุ์ไปท าให้
กิจกรรมของเอนไซม์สูญเสียไป (Crouvoisier et al., 2007) เป็นต้น  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 22  แผนภาพแสดงการท ากลายพันธุ์ที่ต าแหน่งจ าเพาะ (Site-Directed Mutagenesis) โดยการ ท า

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

6.3  การกลายพันธุ์ยีนด้วยรังสีอัลตราไวโอเลต 

      รังสีอัลตราไวโอเลต หรือ รังสียูวี หรือในชื่อภาษาไทยว่า รังสีเหนือม่วง เป็นช่วงหนึ่งของ
คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่มีความยาวคลื่นสั้นกว่าแสงที่มองเห็น แต่ยาวกว่ารังสีเอกซ์   มีความยาวคลื่นในช่วง 
10- 400 นาโนเมตร และมีพลังงานในช่วง 3-124 eV โดยคลื่นรังสีดังกล่าวเป็นคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่มี
ความถี่สูงกว่าคลื่นที่มนุษย์มองเห็นเป็นสีม่วง และจัดเป็นรังสีที่ ไม่ก่อให้เกิดไอออน (non-ionizing) ซึ่ง
รังสีนี้จะมีอ านาจทะลุทะลวงต่ า รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถจ าแนกเป็น 3 ชนิดคือ UVA   UVB และ 
UVC โดยมีความยาวคลื่นของรังสีที่ความยาวคลื่นต่างๆ โดยรังสี UVA มีความยาวคลื่น 315-  400 นาโนเมตร 
รังสี UVB มีความยาวคลื่น 280-  315 นาโนเมตร และรังสี UVC มีความยาวคลื่น 100- 280นาโนเมตร 
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อันตรายที่เกิดจากการได้รับรังสี สามารถท าให้คอลลาเจนในผิวหนังเสื่อมสภาพได้ และเป็น
สาเหตุหนึ่งในการเกิดร้ิวรอยก่อนวัย โดยรังสี UVA มีความรุนแรงน้อยที่สุด รังสีอัลตราไวโอเลตในช่วง 
UVB ท าให้เกิดอาการที่เรียกว่า arc eye คือรู้สึกเหมือนมีทรายเข้าตา หรือมีอาการทีรุ่นแรงคืออาจท าให้เป็น
โรคต้อกระจก รังสีอัลตราไวโอเลตในช่วง UVC มีพลังงานสูงที่สุด และที่ส าคัญคืออันตรายที่สุด การรับ
รังสีอัลตราไวโอเลตมากเกินควร ก่อให้เกิดอันตรายกับระบบต่าง ๆ ของร่างกายได้ แต่พบได้น้อย ใน
บรรยากาศ แต่จะพบได้ในเคร่ืองมือหลายชนิด เช่น เคร่ืองมือฆ่าเชื้อในน้ าดื่ม  ตู้ฆ่าเชื้อที่ใช้ท าความสะอาด
พื้นผิว เป็นต้น  

รังสี UVC นิยมใช้ในห้องปฎิบัติการทางจุลชีววิทยา โดยหลอดยูวีที่ใช้ในการส่องสว่างจะมีความ
ยาวคลื่น 253.7 นาโนเมตร ซึ่งรังสีดังกล่าวท าให้เกิดการกลายพันธุ์ในระดับโมเลกุลของยีนได้ เช่น ท าให้
เกิดไดเมอร์โดยเกิดพันธะโควาเลนต์ที่พันธะระหว่างหมู่คาร์บอน (c=c double bonds) ของนิวคลีโอไทด์ 
เช่น ไทมีนไดเมอร์  หรือ ไพริมิดีนไดเมอร์ หากเซลล์ได้รับความเสียหายจะมีกลไกการซ่อมแซมความ
ผิดปกติ เช่น ในโปรคาริโอตจะมีกลไก photoreactivation หรือ nucleotide excision repair  และในยูคาริโอตจะ
มีกลไก global genome NER (GG-NER)  เป็นต้น  

ข้อดีของการกลายพันธุ์แบบสุ่มจากวิธีนี้คือ ได้ผลของการกลายพันธุ์หลายแบบ และข้อจ ากัดคือ 
ไม่สามารถทราบต าแหน่งใดในล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไป จะทราบเมื่อน ามาหาล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ 

 6.4  การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Error prone PCR  
 
       Error prone PCR เป็นการกลายพันธุ์แบบสุ่มที่อาศัยการรบกวนระบบ โดยการเปลี่ยนแปลง
ความเข้มข้นของส่วนประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้มาก หรือน้อยเกินจ าเป็น เช่น ใช้เอนไซม์ Taq 
DNA polymerase ที่ขาดคุณสมบัติของ 3’-5’exonuclease ซึ่งเป็นขั้นตอนการตรวจสอบและแก้ไข      
นิวคลีโอไทด์ที่น ามาต่อผิดกับสายดีเอ็นเอ โดยเอนไซม์ Taq DNA polymerase จะมีความผิดพลาดอยู่
ในช่วง 0.1x104 ถึง 2x104 ต่อนิวคลีโอไทด์ (Eckert and Kunkel, 1990; Ling et al., 1991) โดย Taq DNA 
polymerase ท าให้เกิดความผิดพลาดในการเพิ่มจ านวนจากนิวคลีโอไทด์ AT เป็น GC (Keohavong and 
Thilly, 1989) หรือการใช้ Mn2+ เป็นโคแฟกซ์เตอร์ของเอนไซม์ DNA polymerase แทน Mg2+  ซึ่ง Mn2+ 
เป็นโคแฟกซ์เตอร์ ที่มีประสิทธิภาพต่ า (Beckman et al., 1985; Leung et al., 1989) หรือการเพิ่มความ
เข้มข้นของ dNTP ทั้ง 4 ชนิด ให้มีความเข้มข้นไม่เท่ากัน ซึ่ง dNTP บางตัวจะหมดก่อนท าให้เอนไซม์  
DNA polymerase จะน าเอา dNTP ที่ผิดมาต่อบนสายดีเอ็นเอที่ก าลังสังเคราะห์ (Cadwell and Joyce, 1992) 
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 มีงานวิจัยที่ได้กลายพันธุ์โดยวิธี Error prone PCR เช่น การกลายพันธุ์ยีน alkaline lipase จาก 
Proteus vulgaris T6 พบว่าผลจากการท ากลายพันธุ์ท าให้เอนไซม์เกิดแทนที่ของกรดอะมิโน 3 ต าแหน่ง 
ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ท าให้มีประสิทธิภาพดีขึ้นมากกว่าเอนไซม์ดั้งเดิม 3.5 เท่า (Fang et al., 2009) 
การกลายพันธุ์ด้วยวิธี Error prone PCR ยังน ามาใช้ปรับปรุงสายพันธุ์ของยีน glmS ใน E. coli เพื่อให้ผลิต 
glucosamine ในปริมาณมากขึ้น ซึ่งจากผลพบว่า เมื่อยีนเกิดการกลายพันธุ์ไปท าให้ผลิต glucosamine ใน
ปริมาณมากขึ้น (Deng et al., 2006) 
 
 ข้อดีของการกลายพันธุ์โดยวิธี Error prone PCR คือ สามารถท ากลายพันธุ์ได้โดยไม่จ าเป็นต้อง
ทราบข้อมูลโครงสร้างของโปรตีนที่ต้องการท าให้เกิดการกลายโดยละเอียด (Kim et al., 2003) ผลจากการท า 
error prone PCR อาจท าให้โปรตีนมีคุณสมบัติบางอย่างที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม โดยข้อจ ากัดของการ
กลายพันธุ์โดยวิธีนี้คือ ไม่สามารถทราบต าแหน่งใดในล าดับนิวคลีโอไทด์ว่าเกิดการเปลี่ยนแปลงไป จะ
ทราบเมื่อส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
7.  การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ Betaine Aldehyde Dehydrogenase 2 (BADH2) 
 

การตรวจวัดกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 ซึ่งใช้ NAD+ เป็นโคแฟกเตอร์  โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นของ NADH  ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร เมื่อเกิดปฏิกิริยา NAD+ จะถูกรีดิวซ์เป็น 
NADH ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตรเพิ่มขึ้น (ภาพที่ 23) จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่วัด
ได้มา แทนค่าในสมการที่ (1) เพือ่หาค่าความเข้นข้นของ NADH ที่เกิดขึ้น จากนั้นน าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟ
ระหว่างความเข้นข้นของ NADH ที่เกิดขึ้นกับเวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา จะได้กราฟเส้นตรง และหาความชัน
จากกราฟเส้นตรงดังกล่าว ซึ่งค่าความชันที่ได้คือ อัตราเร็วของปฏิกิริยา น าค่าดังกล่าวแทนในสมการ 
Michaelis-Menten (2) เพื่อหาค่าจลศาสตร์ของเอนไซม์ (Km และ Vmax ) (ภาพที่ 24)  ด้วยโปรแกรม 
Origin6 
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ภาพท่ี 23  ค่าการดูดกลืนแสงของ NADH ที่ 340 นาโนเมตร 
 

                                                                  A =  bc                                    (1) 

 

โดย        A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสาร 

          คือ ค่า molar absoption หรือ extinction coefficient (โมลาร์-1 เซนติเมตร1)  

             ของ NADH มีค่าเท่ากับ 6220 โมลาร์-1 เซนติเมตร1 

    b คือ ระยะทางที่แสงผ่านตัวอย่าง หรือความกว้างของคิวเวต (เซนติเมตร)                                    

      c คือ ความเข้มข้นของสาร (โมลาร)์ 

 

                                                                                                                    (2) 
 
โดย       V0   คือความเร็วเร่ิมต้นของการเกิดปฏิกิริยา (ไมโครโมลต่อนาที) 
       Vmax  คือความเร็วสูงสุดในการเกิดปฏิกิริยา (ไมโครโมลต่อนาที) 
       Km  คือค่าคงที่ของ Michaelis-Menten (มิลลิโมลาร์) 
      [S]   คือความเข้มข้นเร่ิมต้นของสับสเตรท (มิลลิโมลาร์) 
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ภาพท่ี 24  แสดงกราฟของ Michaelis-Menten ใช้หาค่า Vmax   และ Km 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
 

อุปกรณ์ 
 
 1.  แบคทีเรีย 
     1.1 แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) DH5α (recA1 supE44 endA1 gyrA96 relA1 thi-1 (lac-proAB) 
F’[traD36 proAB+ laclq lacZM15]) 
     1.2 แบคทีเรีย  E. coli BL21 (DE3) (F- ompT hsdSB (rB

- mB
-) gal dcm (DE3)   

 
 2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  
     2.1 อาหารเหลว Luria Bertani (LB) 
     2.2 อาหารแข็ง LB  
 
  3.  สารปฏิชีวะนะ 
     3.1 แอมพิซิลิน 
      3.2 คานามัยซิน 
 
 4.  เอนไซม์ 
      4.1 Dream Taq DNA polymerase จากบริษัท Fermentas 
      4.2 EX Taq DNA polymerase จากบริษัท Takara 
      4.3 Pfu Taq DNA polymerase จากบริษัท Promega 
      4.4 Restriction enzyme  จากบริษัท Fermentas 
 
 5.  ชุดสกัดพลาสมิด และท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Kit) 
      5.1 GeneJET Plasmid miniprep Kit  จากบริษัท  Fermentas 
      5.2 Nucleospin® DNA Extract II จากบริษัท  Macherey-Nagel  
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6.  เคร่ืองมือ 
 

รายการเคร่ืองมือ ชื่อบริษัทผู้ผลิต 
เคร่ืองชั่งน้ าหนักแบบ 3 ต าแหน่ง Denver Instrument Company 
เคร่ืองปั่นเหวี่ยงตะกอน  Labnet international 
เคร่ืองปั่นเหวี่ยงตะกอนแบบควมคุมอุณหภูมิ Sorvall  
เคร่ืองพีซีอาร์ Applied biosystems 
เคร่ืองวัดความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย Mettler Toledo2  
เคร่ืองสเปกโตรโฟรโตเมตรีแบบยูวี-วิส Shimazu 
เคร่ืองสเปกโตรแบบลูมิเนสเซนต์ Perkin Elmer 
เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมด์เจล Amersham Biosciences 
ตู้กรองอากาศบริสุทธิ์ Augustin 
ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส Sandenintercol 
ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส ThermoScientific 
ตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส Gallenkamp 
ตู้บ่มแบบเขย่า (-30 องศาเซลเซียส) Vision scientific  
หม้อน่ึงฆ่าเชื้อแรงดันไอน้ า 
หัวโพรบส าหรับเคร่ืองโซนิเคท 
อ่างควบคุบอุณหภูมิตั้งค่าอุณหภูมิได้แบบตัวเลข 
Fast protein liquid chromatography (FPLC) system 

Astell 
Misonix 
Labnet international 
GE Healthcare 

Gel documentation DNr Bio-Imaging system 
Hitrap Chelating HP column GE Healthcare 
Microplate reader Tecan 
Nano Drop Spectrophotometer ND-100 Nano Drop  
Super loop GE Healthcare  
  

 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/url?q=http://www.nanasupplier.com/%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2584%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25B7%25E0%25B9%2588%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2587%25E0%25B8%259B%25E0%25B8%25B1%25E0%25B9%2588%25E0%25B8%2599%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25AB%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%25B5%25E0%25B9%2588%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2587%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2599_small_bench_top_centrifuge_nf200_call_for_pricing-16.html&sa=U&ei=I7tgTZTMN8qrrAfcs7SRAg&ved=0CBUQFjAE&usg=AFQjCNFJONTUMhR2UKPtxkpgKqC05jVx6A
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วิธีการทดลอง 
 

1.  การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชุดสกัดส าเร็จ GeneJET Plasmid Miniprep  
 
 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวะ
นะคานามัยซินที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงที่เคร่ืองบ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส โดยเขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชั่งโมง ดูดเซลล์แขวนลอยที่ได้ปริมาตร 
1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 
นาทีเพื่อตกตะกอนเซลล์ น าส่วนของเหลวทิ้ง พลาสมิดดีเอ็นเอจะถูกสกัดด้วยชุดสกัดส าเร็จ GeneJET 
Plasmid Miniprep ตามวิธีการที่ระบุในชุดสกัด และเก็บที่    -20 องศาเซลเซียส 
 
2.  การวิเคราะห์ชิ้นดีเอ็นเอด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

การตรวจสอบยีน BADH2 ในพลาสมิด pET28b ท าได้โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ โดยใน
การโคลนยีนดังกล่าวใช้ไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ XhoI และ NdeI ที่ไพรเมอร์ฟอร์เวิรส และ
ไพรเมอร์รีเวิรส ตามล าดับ ดังนั้น หากใช้เอนไซม์ดังกล่าวตัดพลาสมิดที่มียีน BADH2 จะพบแถบดีเอ็นเอ ซึ่ง
สามารถแยกด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรซีิส ในปฏิกิริยาการตัดด้วยเอนไซม์ดังกล่าวแสดงดัง
ตารางที่ 1 

 
ตารางท่ี 1 แสดงส่วนประกอบของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

                                                         รายการ                                              ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28b_ BADH2 (300 นาโนกรัม)                                                3 
10x บัฟเฟอร์ R                                                                                                                    1 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XhoI                                                                                                      1 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI                                                                                                       1 
น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ                                                                                                                   4  
ปริมาตรรวม                                                                                                                       10 
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3.  การวิเคราะหด์ีเอ็นเอโดยวิธี โคโลนีพีซีอาร์ (Colony polymerase chain reaction) 
 
 โคโลนีพีซีอา ร์ เป็นอีกวิธีหนึ่ งที่ ใช้ ในการตรวจสอบยีน  (BADH2  กลายพันธุ์ )  ใน  
ดีเอ็นเอพาหะ โดยการน าโคโลนีที่ต้องการตรวจสอบเป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการท าพีซีอาร์ โดย
ส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ และสภาวะในการท าปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่ 2 และ3 ตามล าดับ  
 
ตารางท่ี 2  แสดงส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับโคโลนีพีซีอาร์ 
 

                                                         รายการ                                              ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
โคโลนีที่สนใจ                                                                                                               - 
ไพรเมอร์ ฟอร์เวิรส (10 ไมโครไมลาร์)                                                                         1 
ไพรเมอร์ รีเวิรส (10 ไมโครไมลาร์)                                                                              1                                           
10x บัฟเฟอร์                                                                                                            1 
สารผสม dNTP 2 มิลลิโมลาร์                                                                                 1                     
Dream Taq DNA polymerase (3 ยูนิตต่อไมโครลิตร)                                               0.2 
น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ                                                                                                         5.8 
ปริมาตรรวม                                                                                                                10 

 
ตารางท่ี 3  แสดงสภาวะของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ส าหรับโคโลนีพีซีอาร์ 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ 
เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denaturation 95 5 นาที 1 
Denaturation 95 1 นาที   

30 Annealing 55 30 วินาที 
Extension 72 2 นาที (1 นาทีต่อ 1 กิโลเบส) 
Final extension 72 5 นาที 1 

 
 
 

(องศาเซลเซียส) 
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 เมื่อท าปฏิกิ ริยาพีซีอาร์เสร็จแล้ว น าผลิตภัณฑ์ที่ได้  มาตรวจวิ เคราะห์โดยเทคนิค
เจลอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซิสดว้ย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็น
เวลา 30 นาที  จากนั้นย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต บันทึกภาพด้วยเคร่ือง 
gel documentation  
 
4.  เทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมด์เจล  (Sodium Dodecyl Sulfate-   
Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ SDS-PAGE) 
 
 เทคนิค SDS-PAGE เป็นเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิสที่ใช้ในการแยกโปรตีนบนเจลโพลิอะคริลาไมด์ ที่ใช้
หาน้ าหนักโมเลกุลของหน่วยย่อยโปรตีนได้ โดยเปรียบเทียบกับน้ าหนักโมเลกุลกับโปรตีนมาตราฐาน 
เทคนิค SDS-PAGE เป็นเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิสที่ท าให้โปรตีนเสียสภาพ โดยมีการเติมสาร sodium 
dodecyl sulfate (SDS) ซึง่มีผลท าให้การเคลื่อนที่บนสนามไฟฟ้าของโปรตีนขึ้นอยู่กับขนาดเพียงอย่าง
เดียว โดย SDS ที่เติมมีความเป็นประจุลบสูงมาก ท าหน้าที่เข้าไปจับประจุบวกภายในโมเลกุลของโปรตีน 
มีผลท าให้โครงสร้างของโปรตีนเกิดการคลายออกมาเป็นเส้นตรง และประจุสุทธิของโปรตีนจะเป็นลบ
ทั้งหมด นอกจากนั้น β-mercaptoethanol ซึ่งเป็นสารรีดิวซ์จะเข้าไปท าลายพันธะไดซัลไฟด์ที่จับระหว่าง
หน่วยย่อยของโปรตีน ดังนั้นโปรตีนที่แยกได้จึงเป็นหน่วยย่อยของโปรตีน โดยวิธีการเตรียมตัวอย่าง
โปรตีนโดยน าโปรตีนมา 10 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอร์ 6x loading จากนั้นน าตัวอย่างที่เตรียมไว้ต้มที่ 100 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 วินาท ี
หลังจากนั้นตัวอย่างจะถูกหยอดลงในช่องของอิเล็กโทรโฟรซีิสเจล 12% ที่หล่อด้วยบัฟเฟอร์ ในขั้นตอน
การรันเจลจะใช้กระแสไฟฟ้า 150 โวลล์ เป็นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จนกระทั่งแถบสีของ loading dye อยู่
ปลายของเจลหลังจากนั้นน าเจลไปย้อมด้วยสีย้อมโปรตีน Coomassie brilliant blue R-250 ประมาณ 5 นาที 
และล้างด้วยสารละลายล้างสยี้อม (destaining solution) เป็นเวลา 30 นาที และตามด้วยน้ ากลั่น จนเห็นแถบ
ขนาดโปรตีน 
 
5.  การสร้างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งจ าเพาะ 
 
 5.1  การท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ที่ต าแหน่งจ าเพาะ  
 
                การท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 โดยยีน BADH2 ดัง้เดมินี้อยู่ในรูป pET28b_BADH2 วิธีท ากลายพันธุ ์       
โดยจะเปลี่ยนล าดับกรดอะมิโน หรือ เพิ่มล าดับนิวคลีโอไทด์ เข้าไปในต าแหน่งที่สนใจ วิธีนี้จะใช้ชุด
เอนไซม์ Pfu DNA polymerase ที่มีความแม่นย าในการเพิ่มจ านวนของยีน และใช้ชุดไพรเมอร์ที่ออกแบบ
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ให้มีต าแหน่งที่ต้องการกลายพันธุ์อยู่กลางไพรเมอร์ และใช้เทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอพลาสมิด
ที่มีต าแหน่งกลายพันธุ์ที่ต้องการ หลังจากได้ pET28b_BADH2 ที่เกิดการกลายพันธุ์ แล้ว จะใช้เอนไซม์ 
DpnI เพื่อก าจัด pET28b_BADH2 แม่แบบออกไป 
 
       ขั้นตอนการท าพีซีอาร์จะใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบ ตามตารางที่ 4 โดยใช้เอนไซม์ Pfu DNA polymerase ที่
มีความแม่นย าในการเพิ่มจ านวนของยีน การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์มีส่วนประกอบ และสภาวะแสดงดังตาราง 
5 และ 6 ตามล าดับ 
 
ตารางท่ี 4  แสดงรายการไพรเมอร์ที่ใช้ท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ทั้ง 4 แบบ 
 

 
หมายเหตุ: อักษรที่ขีดเส้นใต้ คือ บริเวณที่มีการกลายพันธุ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รายการไพรเมอร์                         ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5-3 
BADH2_Y420_F                                  
BADH2_Y420_R                                 

GGCCAACGATACTCATTATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGC       
GCACAGCACCAGCCAGACCATAATAATGAGTATCGTTGGCC 

BADH2_N162A_F  
BADH2_N162A_R              

GGTTGATCACACCTTGGGCCTATCCTCTCCTGATGGC  
GCCATCAGGAGAGGATAGGCCCAAGGTGTGATCAACC 

BADH2_E260A_F               
BADH2_E260A_R               

GTTAAGCCTGTTTCACTGGCACTTGGTGGAAAAAGTCC     
GGACTTTTTCCACCAAGTGCCAGTGAAACAGGCTTAAC     

BADH2_C294A_F  
BADH2_C294A_R 

GGACCAATGGCCAGATTGCCAGTGCAACATCGCGTC  
GACGCGATGTTGCACTGGCAATCTGGCCATTGGTCC 
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ตารางท่ี 5  แสดงส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้ท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ทั้ง 4 แบบ 
 

                                        ส่วนประกอบ                                                     ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
พลาสมิดของยีน BADH2 (ปริมาณ 50 นาโนกรัม)                                                      5 
ไพรเมอร์ ฟอร์เวิร์ส (25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                     5 
ไพรเมอร์ รีเวิร์ส (25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                    5 
10x บัฟเฟอร์                                                                                              5 
สารผสม dNTP 2 มิลลิโมลาร์                                                                                5 
Pfu DNA polymerase (3 ยูนิตต่อไมโครลิตร)1                                                            1 
น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ                                                                                             24 
ปริมาตรรวม                                                                                                               50 

 
ตารางท่ี 6  แสดงสภาวะของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้ท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ทั้ง 4 แบบ 
 

ขั้นตอน 
       อุณหภูมิ 

เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denaturation 95  5 นาที   1 
Denaturation 95 30 วินาที   

18 Annealing 55  20 นาที 
Extension 68 20 นาที (2 นาทีต่อ1 กิโลเบส) 
Final extension 72 20 นาที   1 

 
         เมื่อท าปฏิกิ ริยาพีซีอา ร์ เส ร็จแล้ว  น าผลิตภัณฑ์ที่ ได้  มาตรวจวิ เคราะห์โดยใช้  1% 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที  และเมื่อได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
ขนาดถูกต้องแล้ว  ท าการเติมเอนไซม์ตัดจ าเพาะ DpnI (10 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน เพื่อย่อยดีเอ็นเอต้นแบบ 
 
 
 
 

(องศาเซลเซียส) 
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 5.2  การถ่ายโอน BADH2 กลายพันธุ์เข้าสู่แบคทีเรีย E.coli (DH5 α) 
 
       เมื่อได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีน BADH2 กลายพันธุ์แล้ว ท าการถ่ายโอนเข้าสู่  E. coli 
(DH5α) โดยใช้เทคนิคการท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน โดยน ารีคอมบิแนนท์ พลาสมิด
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เติมลงในคอมพีเทนต์เซลล์ของ E.coli ปริมาตร100 ไมโครลิตร น าไปบ่มบนน้ าแข็ง
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปบ่มที่ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 90 วินาที และบ่มบนน้ าแข็งทันทีอีก 3 นาที 
แล้วเติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นปั่นเก็บตะกอนเชื้อด้วยเคร่ืองปั่นเหวี่ยงตะกอนที่
ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสออกให้เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใช้ทิปผสม
ตะกอนกับส่วนใสให้เข้ากันน าไป สเปรด (spread) บนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวะนะคานามัยซินเข้มข้น 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจากนั้นน าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน โดย
กลับจานอาหารคว่ าลงท าการคัดเลือกโคโลนีที่ได้รับการถ่ายโอนยีน โดยการสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด
ส าเร็จรูป GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) และน าไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XhoI 
และ NdeI ท าการตรวจวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1%  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และตรวจสอบด้วยวิธี
โคโลนีพีซีอาร์ เพื่อตรวจสอบขนาดของยีนที่คาดไว้ โดยไพรเมอรที่ใช้ในการตรวจสอบแสดงดังตารางที่ 7 
 
ตารางท่ี 7  แสดงรายการไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ทั้ง 4 แบบ 
 

 
หมายเหตุ: อักษรที่ขีดเส้นใต้ คือ บริเวณที่มีการกลายพันธุ์ 
 

รายการไพรเมอร์                                          ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5-3 
BADH2_Y420_check_F   
BADH2_XhoI_R       

                  GGCCAACGATACTCATTATTAT      
                  CCGCTCGAGTTACAGCTTGGAAGGGGATT 

BADH2_N162A_check 
BADH2_XhoI_R      

                  GGTGTAGTTGGGTTGATCACACCTTGGGC  
                  CCGCTCGAGTTACAGCTTGGAAGGGGATT 

BADH2_E260A_check  
BADH2_XhoI_R              

                  GCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGC     
                  CCGCTCGAGTTACAGCTTGGAAGGGGATT    

BADH2_C294A_check 
BADH2_XhoI_R                      

                  GGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTGC                       
                  CCGCTCGAGTTACAGCTTGGAAGGGGATT 
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 5.3  การถ่ายโอน BADH2 กลายพันธุ์เข้าสู่ E.coli (BL21) 
 
                  เมื่อได้ยีน BADH2 ที่กลายพันธุ์ในต าแหน่งที่ถูกต้อง น าพลาสมิดของยีนดังกล่าวถ่ายโอนเข้าสู่
แบคทีเรีย E. coli (BL21) ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน โดยเทคนิคการท าให้ผนังเซลล์
แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน ท าการคัดเลือกโคโลนีที่ได้รับการถ่ายโอนยีน และสกัดพลาสมิดด้วยชุด
สกัดส าเร็จรูป GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  เมื่อคัดเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดถูกต้องได้แล้ว น าพลาสมิด
ที่สกัดได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งไปท าการวิเคราะห์ที่ Macrogen ประเทศเกาหลี เพื่อตรวจสอบ
ว่า ยีน BADH2 ที่ได้ เกิดการกลายพันธุ์ในต าแหน่งที่ถูกต้องตามที่ต้องการ 
 
6.  การผลิตเอนไซม์ และท าบริสุทธิ์เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์  
 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E.coli BL21  ที่ได้รับการถ่ายยีน BADH2 กลายพันธุ์ในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวะนะคานามัยซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสข้ามคืน  แล้วน ามาเลี้ยงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ LB 
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เขย่าให้มีความเร็ว 200 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสให้ได้ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.5-0.7 จากนั้นเติม IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.4 มิลลิโมลาร์ 
น ามาเลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เขย่าให้มีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ข้ามคืน น าเซลล์ที่ได้ มา
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที น าเฉพาะส่วนเซลล์มาละลายด้วยบัฟเฟอร์ไลซิส 
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นท าให้เซลล์แตกโดยเคร่ืองปั่นแตกเซลล์ (sonicator) จากนั้นน าไปเหวี่ยงแยก
ส่วนใส และตะกอน แล้วน าส่วนสารละลายมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์นิเกิล ซึ่งเป็นโครมาโตกราฟีแบบจ าเพาะ
จับกับฮิสแทกซ์ที่ปลายเอ็นของ   รีคอมบิแนนท์โปรตีน BADH2 โดยใช้สารละลายคอลัมน์บัฟเฟอร์
และสารละลายอีลูชันบัฟเฟอร์จากนั้นน าโปรตีนที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์มาตรวจสอบขนาดของ
โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ท าการรวมหลอดเก็บโปรตีน ที่มีแถบโปรตีนที่ถูกต้องเข้าด้วยกัน จากนั้น
น าเอนไซม์ BADH2 กลายพนัธุ์ ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ในแต่ละขั้นตอน มาหาปริมาณโปรตีน โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ค านวณเพื่อเปลี่ยนเป็นค่าปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยค่า 
Extinction coefficients ของ ยีน BADH2 มีค่าเท่ากับ 88765 โมลลาร์-1 เซนติเมตร-1 ซึ่งค่า Extinction  
coefficients ของโปรตีนค านวณค่าโดยใช้โปรแกรม ProtParam (www.expasy.org/tools/protparam.html) 
จากนั้นน าเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่แยกได้ มาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ โดยการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิสแบบ  SDS-PAGE อีกครั้ง และน าไปทดสอบกิจกรรมจ าเพาะต่อไป 
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7.  การหาค่าการจับกันอย่างจ าเพาะ (binding affinity)  ของ BADH2 กลายพันธุ์  
 

 การหาค่าการจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ โดยใช้เทคนิคการจับกันอย่าง
จ าเพาะ  (binding affinity)  อาศัยหลักการคือ ตรวจสอบค่าฟลูออเรสเซนต์ที่เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน 
ทริปโตแฟน โดยการให้แสงฟูออเรสเซนต์ไปกระตุ้น (Excitation) กรดอะมิโนทริปโตแฟนในเอนไซม์ที่ความยาว
คลื่น 295 นาโนเมตร เนื่องจากเป็นช่วงที่กระตุ้นกรดอะมิโนดังกล่าวได้ดี และวัดค่าการปลดปล่อย
พลังงาน (Emission)  จากทริปโตแฟน หากมีการเติมโคแฟกซ์เตอร์ลงในเอนไซม์ค่าการปลดปล่อย
พลังงานของทริปโตแฟนที่ถูกกระตุ้นจะเปลี่ยนไป เนื่องจากการเติมโคแฟกซ์เตอร์อาจส่งผลท าให้
โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนแปลง โดยอาจบดบังหรือเปิดรับต าแหน่งการกระตุ้นของทริปโตแฟน ดังนั้น
เมื่อตรวจวัดค่าการปลดปล่อยพลังงานจะได้ค่าที่เปลี่ยนแปลง หรือแตกต่างจากค่าเดิมที่ไม่มีการเติม        
โคแฟกซ์เตอร์ ซึ่งเทคนิคนี้ ใช้ในการวิเคราะห์โครงสร้างของเอนไซม์  

 

 จากการทดลองนี้ ได้ใช้เทคนิคการจับกันอย่างจ าเพาะของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ในการหาค่า
การจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และกลายพันธ์ทั้ง 4 แบบ กับโคแฟกซ์เตอร์ 
NAD+ และ NADH  เพื่อหาประสิทธิภาพในการจับกันของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ โดยตรวจสอบจาก
การปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ จากการกระตุ้นกรดอะมิโนทริปโตแฟนในเอนไซม์ เมื่อเติมโคแฟกซ์เตอร์ 
NAD+ หรือ NADH  โดยจะวัดค่าการปลดปล่อยพลังงานที่ความยาวคลื่น 300 ถึง 450 นาโนเมตร โดย
พบว่าพลังงานที่ถูกปลดปล่อยสูงสุดที่ความยาวคลื่น 353.09 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าการเปลี่ยนแปลงของ
พลังงานที่ถูกปลดปล่อยน ามาวิเคราะห์หาค่า Kd ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพในการจับกันของเอนไซม์กับ  
โคแฟกซ์เตอร์  

 

 ปฏิกิริยาการจับกันอย่างจ าเพาะของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ประกอบด้วยเอนไซม์ 68.35 
มิลลิกรัม (ต่อ 400ไมโครลิตร) ปรับปริมาตรทั้งหมดให้ได้ 400 ไมโครลิตรด้วยบัฟเฟอร์ HEPES-KOH ที่ pH 
8.0 ลงในคิวเวต จากนั้นเติมโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ หรือ NADH ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0   12   24.8  
37.2   49.5   61.7   73.9   85.9   98   110   121.95   133.81   145.63   157.38   169.68   180.72  238.09   
348.8   454.5 และ 555.55 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรเมตรี
แบบฟลูออเรสเซนต์ จากบริษัท perkinElmer แล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟระหว่าง %∆F (แกนวาย) กับความ
เข้มข้นของ NAD+ หรือ NADH (แกนเอ็กซ์) ซึ่งสามารถหาค่า Kd ของโคแฟกเตอร์แต่ละตัว จากสมการ (3) 
ด้วยโปรแกรม Enzfitter 
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8.  การตรวจวัดกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ 
 
 การตรวจวัดกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์เปรียบเทียบกับเอนไซม์ปกติท าได้
โดยใช้สับสเตรทที่มีความเข้มข้นเท่ากับ  1000   500   250   125   62.5   31.25   15.63  และ  7.81 ไมโครโมลาร์ 
วัดการท ากิจกรรมของเอนไซม์กับสับสเตรทที่เวลา 0   9   18   27   36   45   54   63   72 และ  81 วินาที 
ตามล าดับ โดยวัดการเพิ่มของ NADH ซึ่งดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตรปฏิกิริยาการวัดกิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม์ โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์เท่ากับ 5 ไมโครโมลาร์ NAD+ 5 มิลลิโมลาร์ และปรับ
ปริมาตรรวมทั้งหมดให้ได้ 100 ไมโครลิตร ด้วยบัฟเฟอร์ HEPES-KOH ที่ pH 8.0 ที่มีเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ 
จากนั้นเติมสับสเตรทของเอนไซม์คือ Bet-ald หรือ AB-ald ที่มีความเข้มข้นต่างๆโดยทุกปฏิกิริยามี
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 200 ไมโครลิตร หลังจากเติมเอนไซม์แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 
340 นาโนเมตรโดยใช้เคร่ือง Microplate reader แล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟระหว่าง ความเข้มข้นของ 
NADH กับเวลา จากนั้นหาค่า Km และ Vmax   kcatและ kcat /Km จากสมการ Michaelis-Menten (4) และ (5) 
ซึ่งสามารถหาค่า  Km และ Vmaxจากโปรแกรม Origin6 
 
                                                                                                                              (4) 
 
                                                                                                                              (5) 
 
โดย                V0   คือความเร็วเร่ิมต้นของการเกิดปฏิกิริยา (ไมโครโมลต่อนาที) 
  Vma คือความเร็วสูงสุดในการเกิดปฏิกิริยา (ไมโครโมลต่อนาที) 
  Km  คือค่าคงที่ของ Michaelis-Menten (มิลลิโมลาร์) 
  [S] คือความเข้มข้นเร่ิมต้นของสับสเตรท (มิลลิโมลาร์) 
  Et    คือจ านวนโมลของเอนไซม์ทั้งหมด (ไมโครโมล) 
  kcat คือความสามารถของเอนไซม์ในการเปลี่ยนสับสเตรทไปเป็นผลิตผลต่อ   
                                         จ านวนเอนไซม์ต่อเวลา (วินาที-1) 
 
 
 

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

cat max
Et

=k V
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9.  การตรวจหาสาร ૪-aminobytyric acid (GABA) ในเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์ด้วยวิธี 
Thin Layer Chromatography (TLC) 
 
 โครมาโตกราฟี เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ส าหรับการแยกสารให้บริสุทธิ์ และตรวจวิเคราะห์เพื่อบอก
ชนิดและปริมาตรของสารต่างๆ ในตัวอย่าง โดยอาศัยหลักการให้สารตัวอย่างผ่านไปในระบบซึ่ง
ประกอบด้วย ส่วนที่อยู่กับที่ และส่วนที่เคลื่อนที่ โดยส่วนเคลื่อนที่อาจเป็นก๊าซหรือของเหลวซึ่งพาสาร
ตัวอย่างเคลื่อนผ่านไปบนสารอยู่กับที่ ซึ่งอาจเป็นของแข็งหรือของเหลว สารต่างๆที่ปนกันอยู่ในสาร
ตัวอย่างจะสามารถเกิดอัตรกิริยากับทั้งส่วนเคลื่อนที่ และส่วนอยู่กับที่ได้แตกต่างกัน จะท าให้เกิดการ
กระจายตัวของสารในส่วนเคลื่อนที่และส่วนอยู่กับที่ในอัตราส่วนที่ไม่เท่ากัน สารที่เกิดอัตรกิริยากับส่วน
อยู่กับที่ได้ดี จะกระจายตัวอยู่ในส่วนอยู่กับที่ได้นาน ส่วนสารที่เกิดอัตรกิริยากับส่วนอยู่กับที่ได้ไม่ดี จะ
กระจายตัวอยู่ในส่วนอยู่กับที่ได้ไม่นาน แต่จะกระจายตัวในส่วนเคลื่อนที่ได้ดีกว่า และจะถูกพาออกจาก
ระบบได้เร็วกว่า ท าให้สามารถแยกสารต่างๆออกจากกันได้ ซึ่งโครมาโตกราฟีที่ใช้ในการทดลองนี้เป็น
โครมาโตกราฟีบนแผ่นเคลือบ หรือ Thin Layer Chromatography (TLC) ท าโดยใช้วัสดุแผ่นแบน เช่น 
แผ่นกะจก แผ่นอลูมิเนียม มาเคลือบด้วยวัสดุเน้ือละเอียด เช่น ผงซิลิกา ผงเซลลูโลส จากนั้นหยดสาร
ตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ลงบนแผ่นเคลือบ แล้วน าแผ่นเคลือบไปใสในภาชนะที่บรรจุตัวท าละลาย ตัวท าละลาย
จะค่อย  ๆ น าสารแต่ละชนิดเคลื่อนที่ออกจากกันตามความสามารถในการแบ่งละลายของสารบนแผ่น TLC 
สารแต่ละชนิดมีค่าคงที่การแบ่งละลายต่างกัน จึงเคลื่อนที่ได้แตกต่างกัน ส าหรับการแยกสารที่มีประจุ
หรือสารที่ละลายน้ าได้ดี เช่น กรดอะมิโน และน้ าตาล นิยมใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีขั้วมาก เช่น           
บิวทานอลผสมกับน้ า และเติมกรดอินทรีย์หรือแอมโมเนียม เพื่อให้สารมีประจุที่เราต้องการแยกละลายน้ า
ได้ดีขึ้น และตรวจสอบสาร GABA ด้วยสารละลายนินไฮดริน ซึ่งนินไฮดรินจะท าปฏิกิริยากับหมู่เอมีน
ปฐมภูมิ โดยจะปรากฏเป็นสีม่วงอมชมพู 
 
 การตรวจหาสาร GABA ในเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์  ด้วยวิธี TLC ท าการทดลอง
โดยน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิมหรือกลายพันธุ์มาวิเคราะห์ด้วย
วิธี TLC โดยน าตัวอย่างปริมาตร 3 ไมโครลิตรจุดลงบนแผ่น TLC (Silica gel 60 F254 Aluminium sheets 
(Merck, Germany)) ที่ใช้เป็นเฟสคงที่ โดยในการทดลองใช้เฟสคงที่(stationary phase) คือ แผ่นอลูมิเนียม
ที่เคลือบด้วยซิลิกา จุดสารตัวอย่างจนครบปริมาตร 3 ไมโครลิตร รอจนสารละลายที่จุดบนแผ่น TLC แห้ง 
จากนั้นน าไปใส่ลงในบีกเกอร์ ที่บรรจุตัวท าละลายปริมาตร 100 ถึง 125 มิลลิลิตร แต่ต้องให้ท่วมสูงจาก
ด้านล่างของแผ่นซิลิกาเจลประมาณ 0.5-0.7  เซนติเมตร ปิดฝาบีกเกอร์ ในระหว่างที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ผ่าน
แผ่น TLC ไม่ควรขยับบีกเกอร์ โดยให้ ตัวท าละลายวิ่งผ่านแผ่น TLC ประมาณ 7  เซนติเมตร  จากนั้นน า 
แผ่น TLC  ออกจากตัวท าละลายรอจนสารท าละลายแห้ง โดยน าแผ่นซิลิกาเจลออกมาวางเอียงไว้ในตู้ดูด
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ควันเพื่อปล่อยให้แห้งประมาณ 2 ถึง 3 นาที เมื่อแห้งแล้วจึงฉีดพ่นด้วย สารละลายนินไฮดรินเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ ที่ละลายในเอททานอลให้ทั่วแผ่น รอจนสารละลายที่ฉีดพ่นแห้งโดยน าแผ่นซิลิกาเจลออกมา
วางเอียงไว้ในตู้ดูดควันเพื่อปล่อยให้แห้งประมาณ 2 ถึง 3 นาทีแล้วน าไปเข้าตู้อบไอร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที จะเห็นเป็นแถบจุดสีม่วงอมชมพูปรากฏขึ้น จากนั้นน าแผ่นซิลิกาเจลที่ปรากฏผลการทดลอง 
ไปถ่ายภาพ และบันทึกข้อมูลเก็บผล (ภาพที่ 25) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 25  แสดงแผนภาพการแยกของสารตัวอย่างด้วยวิธี TLC 
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10.  การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่ม (random mutagenesis)  
 

10.1  การกลายพันธุ์ยีนด้วยวิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต  
 

          การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่มโดยการส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต จัดเป็นการ
กลายพันธุ์โดยการชักน าด้วยรังสีที่ไม่ก่อให้เกิดไอออน ซึ่งรังสีนี้จะมีอ านาจทะลุทะลวงต่ า ท าให้เกิดความ
เสียหายระดับดีเอ็นเอ เช่น การเกิดไทมีนไดเมอร์ หรือ ไซโตซีนไดเมอร์ โดยหลักการ คือ หากเซลล์
แบคทีเรียเกิดการชักน าโดยการกลายพันธุ์แบบนี้แล้วไม่มีกลไกมาซ่อมแซมจะท าให้เกิดความผิดปกติของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนดีเอ็นเอ ในการงานวิจัยนี้จะใช้แสงอัลตราไวโอเลตจากหลอดยูวีฆ่าเชื้อโรค 
(germicidal lamp) ซึ่งเป็นแสง  UVC ที่ใช้มีความยาวคลื่นเท่ากับ 253.7 นาโนเมตร โดยน าจานเชื้อ E.coli 
ที่มีการถ่ายโอนยีน BADH2 เข้าไป น าไปส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่เวลา 10 30 วินาที และ 1 นาที  

 
                           10.1.1  สกัดพลาสมิด  p E T 2 8 b  ที่ มี ยี น  B A D H 2  อ ยู่ จ ากโคลนที่ ไ ด้ รั บ จ าก    
ด ร .ราตรี วงศ์ปัญญา อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก จากนั้นท าการถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli DH5α ซึ่ง
เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะในการเพิ่มจ านวน ด้วยเทคนิคการท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความ
ร้อนดังวิธีตามข้อที่ 5.2 โดยท าทั้ง 3 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
                           10.1.2  น าจานอาหารที่มีการถ่ายโอนยีน BADH2   ทั้ง 3 จาน น าไปส่องใต้แสง
อัลตราไวโอเลตในตู้ปลอดเชื้อ (larminar flow) ที่เวลา 10 30 วินาที และ 1 นาที  

 
                           10.1.3  สุ่มเลือกโคลนบนจานอาหารที่ท าการกลายพันธุ์จากเวลาต่างๆที่ใช้กลายพันธุ์
ช่วงเวลาละ 5โคลน จากนั้นน ามาสกัดพลาสมิดด้วยวิธีอัลคาลัยไลซิส และท าการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่ E. coli 
BL21 ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน โดยเทคนิคการท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุน
ด้วยความร้อนดังวิธีตามข้อที่ 5.2 เมื่อได้โคลนที่ได้รับการถ่ายโอนยีน  BADH2 บนจานอาหารแล้ว 
สุ่มเลือกโคลนบนจาน โดยเลือกมา 10 โคลนจากแต่ละจานอาหารเพื่อมาผลิตโปรตีน 
 
                       10.1.4  น าแต่ละโคลนที่คัดเลือกจากข้อ 10.1.3 มาผลิตโปรตีนเพื่อตรวจสอบว่าการกลายพันธุ์
ไม่ท าให้ยีนเกิดรหัสหยุดก่อน โดยโปรตีนที่ได้ต้องมีขนาดประมาณ 58 กิโลดาลตันโดยการชักน าให้ผลิต
โปรตีนด้วย IPTG เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์ 
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                    10.1.5  น าโคลนที่ผลิตโปรตีนขนาด 58 กิโลดาลตัน ไปศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โดยน า
ตะกอน (crude) เซลล์แบคทีเรียมาเติมบัฟเฟอร์ไลซิส 30 ไมโครลิตร บ่มบนน้ าแข็ง 10 นาทีระหว่างนั้น
น าไปผสมด้วยเคร่ืองผสม แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที น าเฉพาะ
ส่วนใสมาทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์วัดความเข้มข้นสุดท้ายให้ได้ 20 ไมโครโมลาร์ โดยใช้สับสเตรท AB-ald 
ที ่ความเข ้มข ้นส ุดท ้าย  500 ไมโครโมลาร ์ ผลที ่เก ิดจากการกลายพ ันธุ ์ไปด ้วยว ิธ ีส ่องใต ้แสง
อัลตราไวโอเลตอาจมีกิจกรรมมากกว่า หรือน้อยกว่ายีน BADH2 ดั้งเดิมโดยคัดเลือกโคลนจ านวน 4 
โคลน ที่มีกิจกรรมแตกต่างจาก BADH2 ดั้งเดิม มาท าบริสุทธิ์และน าไปผลิตโปรตีนตามวิธีข้อ 6 และน าไป
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ตามวิธีข้อ 8 

 
  10.2  การกลายพันธุ์ยีนด้วยวิธี Error prone PCR 
 

         การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่มด้วยวิธี Error prone PCR ท าโดยการดัดแปลง
จากวิธีการของ Miyazaki และคณะ (1999) โดยท าการศึกษาสภาวะของสารละลายที่เหมาะสมในการ
ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่มโดยการใช้ MnCI2 เป็นโคแฟกซ์เตอร์ของเอนไซม์ DNA polymerase  ที่
ความเข้มข้นสุดท้าย 0.25  0.5 และ 0.75 มิลลิโมลาร์ ส าหรับท า Error  prone PCR โดยส่วนประกอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ และความเข้มข้นของ MnCI2 แสดงดังตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 8 แสดงส่วนประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้ท าการกลายพันธุ์ด้วยวิธี Error prone PCR 
 

                                        ส่วนประกอบ                                                     ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
พลาสมิดของยีน BADH2 (ปริมาณ 50 นาโนกรัม)                                                      1  
ไพรเมอร์ ฟอรเวิรส BADH2_NdeI_F (10 ไมโครไมลาร์) -                                    1 
ไพรเมอร์ รีเวิรส BADH2_XhoI_R (10 ไมโครไมลาร์)                                      1 
10x บัฟเฟอร์                                                                                              1 
สารผสม dNTP 2 มิลลิโมลาร์                                                                               1 
Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร)                                                          0.2 
MnCI2 (25 มิลลิโมลาร์) 

โดยปรับเข้มข้นสุดท้ายให้เท่ากับ 0.25  0.5 และ 0.75 มิลลโิมลาร์   0.1  หรือ 0.2 หรือ  0.3 
น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ                                                                                           4.7  หรือ 4.6 หรือ  4.5  
ปริมาตรรวม                                                                                                               50 
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ตารางท่ี 9 แสดงสภาวะของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช้ท าการกลายพันธุ์ด้วยวิธี Error prone PCR 
 

ขั้นตอน 
       อุณหภูมิ 

เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denaturation 95  5 นาที   1 
Denaturation 95 30 วินาที   

40 Annealing 50  30 วินาที 
Extension 72 2 นาที  
Final extension 72 10 นาที   1 

 
  10.2.1  ท ากลายพันธุ์ยีน BADH2 ด้วยวิธี Error prone PCR โดยการท าพีซีอาร์ ซึ่งใช้
ส่วนประกอบของปฏิกิริยาที่แสดงดังตารางที่  8 และสภาวะในการท าปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่  9  เมื่อท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์เสร็จแล้ว น าผลิตภัณฑ์ที่ได้ มาตรวจวิเคราะห์โดยใช้ 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที  และเมื่อได้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดถูกต้องแล้ว  จากนั้นตัด
แถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์มาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ Nucleospin® DNA Extract II (Macherey-
Nagel, Germany) 
 
 10.2..2     น าผลิตภัณฑ์จากการตัดแถบดีเอ็นเอมาท าบริสุทธ์1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
น าไปวัดปริมาณของดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ือง Nano Drop  
 
  10.2.3.  น าดีเอ็นเอจากการท าบริสุทธิ์ มาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการท าพีซีอาร์ตามตารางที่ 5 
โดยใช้เอนไซม์ Ex Taq polymerase โดยการท าพีซีอาร์ในขั้นตอนนี้ เพื่อเพิ่มปริมาณผลิตผลจากการท า
กลายพันธุ์จากการท า Error prone PCR ให้เพียงพอที่จะเชื่อมต่อกับ pGEM-T easy vector   
  
   10.2.4   การเชื่อมต่อยีน BADH2 กับ pGEM-T easy vector 
 
          น าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ของยีน BADH2 ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
มาตรวจวิเคราะห์โดยใช้ 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เพื่อตรวจสอบขนาดและปริมาณ   จากนั้นตัด
แถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์มาท าให้บริสุทธิ์ด้วย Nucleospin® DNA Extract II (Macherey-Nagel, 
Germany) น าผลผลิตจากการท าบริสุทธิ์จาก 1% อะกาโรสเจล มาเชื่อมต่อกับพลาสมิด pGEM®- T easy 

(องศาเซลเซียส) 
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ด้วยอัตราส่วน 2 ต่อ 1 โดยใช้ส่วนประกอบแสดงดังตาราง 10  จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง 
 
ตารางท่ี 10  แสดงส่วนประกอบของการเชื่อมต่อยีน BADH2 กับ pGEM-T easy vector 
 

                                      ส่วนประกอบ                                                          ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
ดีเอ็นเอ ** (100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                                3.5 
บัฟเฟอร์ 2x ligation                                                                                                   5 
pGEMT easy vector  (50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                  0.5 
T4 DNA ligase (1ยูนิตต่อไมโครลิตร)                                                                       1 
น้ ากลั่นฆ่าเชื้อ                                                                                                            - 
ปริมาตรรวม                                                                                                             10 

 
หมายเหตุ: ** ดีเอ็นเอจากการท าบริสุทธิ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

         10.2.5  น ายีน BADH2 ที่คาดว่าเชื่อมต่อเข้ากับ  Pgem-T easy vector น าไปถ่ายโอนเข้า 
E.coli DH5α ตามวิธีข้อ 5.2 

 
                             10.2.6  สุ่มเลือกโคลนบนจานอาหาร 10 โคลน น าแต่ละโคลนที่คัดเลือก มาผลิตโปรตีน
เพื่อตรวจสอบว่าการกลายพันธุ์ไม่ท าให้ยีนเกิดรหัสหยุดก่อน โดยโปรตีนที่ได้ต้องมีขนาดประมาณ 58 
กิโลดาลตัน โดยการชักน าให้ผลิตโปรตีนด้วย IPTG เข้มข้น 0.4 มิลลิโมลาร์ 

 
                            10.2.7  สกัดพลาสมิดจากโคลนที่มีขนาดโปรตีน 58 กิโลดาลตัน ที่ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ NdeI และ XhoI  ตามข้อที่ 2 เพื่อน าชิ้นยีนที่คาดว่ากลายพันธุ์น ามาเชื่อมต่อกับ พลาสมิด pET28b 
ด้วยอัตราส่วน 3 ต่อ 1 โดยใช้ส่วนประกอบในการเชื่อมต่อชิ้นยีนกับพลาสมิด pET28b  แสดงดังตาราง 11 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาข้ามคืน 
 

      10.2.8  น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28b_BADH2 ที่กลายพันธุ์ ถ่ายโอนเข้าสู่ E.coli BL21 ตาม
วิธีข้อที่ 6 
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                        10.2.9  สุ่มเลือกโคลนบนจานอาหาร จากนั้นน าไปชักน าให้ผลิตโปรตีนด้วย IPTG  ที่
เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์  

 
                        10.2.10  น าโคลนที่ผลิตโปรตีนขนาด 58 กิโลดาลตัน น าไปศึกษากิจกรรมของเอนไซม์  
ตามข้อที่ 10.1.5  
 
                                         ผลที่เกิดจากการกลายพันธุ์ด้วยวิธี Error prone PCR อาจมีกิจกรรมมากกว่า หรือ
น้อยกว่ายีน BADH2 ดัง้เดิมโดยคัดเลือกโคลนจ านวน 4 โคลน ที่มีกิจกรรมแตกต่างจาก BADH2 ดั้งเดิม มา
ท าบริสุทธิ์ และน าไปผลิตโปรตีนตามวิธีข้อ 6  และน าไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ตามวิธีข้อ 8 
 
ตารางท่ี 11 แสดงส่วนประกอบของการเชื่อมต่อยีน BADH2 กับ pET28b vector  
 

                                      ส่วนประกอบ                                                          ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
ดีเอ็นเอ ** (150 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                                  4 
pET28b vector  (50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)                                                            4 
T4 DNA ligase (1ยูนิตต่อไมโครลิตร)                                                                         1 
บัฟเฟอร์ T4 DNA ligase                                                                                              1 
ปริมาตรรวม                                                                                                              10 

 
หมายเหตุ: ** ดีเอ็นเอจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI 
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ผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 
 
1.  การตรวจสอบโคลนของยีน BADH2  
  
 ตรวจสอบความถูกต้องของยีน BADH2 ที่ได้โคลนมาจาก ดร. ราตรี วงศ์ปัญญา  โดยน าพลาสมิด 
pET28b_BADH2 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย 1% อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 26 พบแถบดีเอ็นเอ 2 
แถบ ขนาดประมาณ 5.37 กิโลเบส และ 1.8 กิโลเบส ตามล าดับ ซึ่งเป็นขนาดที่คาดไว้ แสดงให้เห็นว่าการ
ตรวจสอบเบื้องต้นได้โคลนของยีน BADH2 ที่ถูกต้อง 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 26  ผลการตัดพลาสมิด BADH2_pET28b ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI  M คือ ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน  1 กิโลเบส และช่องที่ 1 คือ pET28b_BADH2 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ NdeI และ XhoI   
 
2.  การสร้าง BADH2 กลายพันธุ์ท่ีต าแหน่งจ าเพาะ 
 
 2.1  การท าการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ที่ต าแหน่งจ าเพาะโดยเทคนิคพีซีอาร์  
 
 การท ากลายพันธุ์ยีน BADH2 ที่ต าแหน่งจ าเพาะ Y420 เน่ืองจากต าแหน่งที่เพิ่มเข้ามาท าให้
ข้าวเกิดความหอม และท ากลายพันธุ์โดยเปลี่ยนกรดอะมิโน N162 E260 และ C294 เป็นกรดอะมิโนอะลานีน 
โดยกรดอะมิโนทั้ง 3 ต าแหน่งที่เปลี่ยนเป็นอะลานีน และกรดอะมิโนไทโรซีนที่เพิ่มเข้ามาที่ต าแหน่ง 420 
พบว่าอยู่บริเวณ catalytic triad ซึ่งเป็นบริเวณส าคัญในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยท ากลายพันธุ์ด้วย
วิธี Site Directed Mutagenesis โดยเทคนิคพีซีอาร์ การตรวจสอบว่ามีผลิตภัณฑ์เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
โดยน าผลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่า 
แถบดีเอ็นเอของเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ มีขนาดประมาณ 7.2 กิโลเบส ซึ่งเป็นขนาดที่คาดหมาย 
(ภาพที่ 27) จากนั้นน าผลที่ได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ DpnI ซึ่งจะย่อยดีเอ็นเอแม่แบบ โดยน ามาบ่มที่

1.8 kb 

 

5.3 kb 
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน าผลที่ได้ ท าให้บริสุทธิ์ และถ่ายโอนเข้าสู่แบคทีเรียต่อไป  โดย
เอนไซม์ DpnI จะย่อย  รีคอมบิแนนท์ พลาสมิดที่เป็นดีเอ็นเอแม่แบบซึ่งมีต าแหน่งที่มีการเติมหมู่
เมททิล (-CH3) ที่ล าดับนิวคลีโอไทด์อะดินีน และจะตัดบริเวณ GATC ซึ่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะ DpnI จะ
ตัดที่ต าแหน่งดังกล่าวของดีเอ็นเอแม่แบบเท่านั้น 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 27  แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าพีซีอาร์ หลังจากท าการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งจ าเพาะ โดยช่องที่ 1  3  

5 และ 7 คือพลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420   N162A   E260A และ 
C294A ก่อนตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ DpnI ตามล าดับ และช่องที่ 2  4   6  และ  8 คือ 
BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420   N162A   E260A และ C294A หลังตัดด้วยเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ DpnI ตามล าดับ โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
 2.2  การโคลนยีน pET28b_BADH2 กลายพันธุ์เข้าสู่ E. coli (DH5 α) และการวิเคราะห์ล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ 
        
         ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพนัธุ์เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli (DH5 α) โดย
เทคนิคการท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน เลี้ยงบนอาหารแข็ง LB pH 7 ที่มียาปฏิชีวะนะ
คานามยัซินเข้มข้น 25 มลิลกิรัมต่อไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 คืน พบโคโลนีของ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต ท าการคัดเลือก 10 โคโลนีในแต่ละชนิดของกลายพันธุ์ มาท าโคโลนีพีซีอาร์ ด้วย
ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบ (ตารางที่ 7) พบว่าได้ผลิตภัณฑ์มีขนาด 286  1065  761 และ 595 bp ของ
ยีน BADH2 กลายพันธุ ์Y420 N162A  E260A และ C294A  ตามล าดับ (ภาพที่ 28) จากนั้นน าโคลนทีม่ี
ขนาดที่ถูกต้องมาสกัดพลาสมิดอย่างละ 3 โคลน แล้วน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ XhoI 
จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ผล
การทดลองแสดงในภาพที่ 29  พบว่า ทุกโคโลนีให้แถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาดประมาณ 5.3  กิโลเบส และ 
1.8 กิโลเบสตามล าดับ ซึ่งเป็นขนาดที่คาดไว้ แสดงให้เห็นว่าโคโลนีที่ได้เป็นโคโลนีที่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิดทั้งหมด 
 
 

7.2 kb 
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ภาพท่ี 28  ผลการท าโคโลนีพีซีอาร์ของยีน BADH2 กลายพันธุ์ 4 แบบ ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจ าเพาะ

เพื่อตรวจสอบการกลายพันธุ์ (ก) BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง Y420 โดยใช้ไพรเมอร์ 
BADH2_Y420_check_F กับ BADH2_XhoI_R  (ข) BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง N162A 
โดยใช้ไพรเมอร์ BADH2_ N162A _check_F กับ BADH2_XhoI_R   (ค) BADH2 กลายพันธุ์ ที่
ต าแหน่ง  E260A โดยใช้ไพรเมอร์ BADH2_ E260A _check_F กับ BADH2_XhoI_R (ง) 
BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง C294A โดยใช้ไพรเมอร์ BADH2_C294A_check_F กับ 
BADH2_XhoI_R   M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน และ 1-10 คือ แถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์ 

 
 
 
 
 
 

(ค)  BADH2_E260A 

1065 kb 

  
(
ก
) 

761 kb 

595 kb 
 

286 kb 

(ข)  BADH2_N162A 

(ง)   BADH2_C294A 

(ก)  BADH2_Y420 



53 
 

 

6
6 

 
 
 
 
    
 
ภาพท่ี 29  ผลการตัดพลาสมิดที่คาดว่ามียีน BADH2 กลายพันธุ์ 4 แบบ ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI และ 

XhoI  พลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง Y420 ช่องที่ 1-3 แสดงโคลนที่ 1-3 
ตามล าดับ พลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง N162A โคลนที่ 1-3 ในช่องที่ 4 - 
6 ตามล าดับ พลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ต าแหน่ง E260A โคลนที่ 1-3 ในช่องที่ 7 -9 
ตามล าดับ  และพลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง  C294A โคลนที่ 1-3 ในช่องที่ 
10-12 ตามล าดับ M คือ  ดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
            น าพลาสมิดจากโคโลนีที่ 2 ของทุกโคลน BADH2 กลายพันธุ์มาหาล าดับนิวคลีโอไทด์  ของยีน 
BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ โดยจากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด BADH2 กลายพันธุ์แต่
ละแบบ  พบว่า ประสบความส าเร็จในการสร้างเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ  ซึ่งแสดงให้เห็นได้
จากล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปอยา่งถกูต้อง ในต าแหน่งที่ต้องการ ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ เมื่อเปรียบเทียบกับยีน BADH2 ดั้งเดิม แสดงดังภาพที่ 30 
และแสดงผลอย่างละเอียดในภาคผนวก ก  

 
 พลาสมิด BADH2 กลายพันธุ ์Y420 มีการเปลี่ยนล าดับนิวคลโีอไทด์ โดยมีการเพิ่มขึ้น 3 นิวคลีโอไทด ์
คือ TAT (รหัสกรดอะมิโนไทโรซีน) 
 พลาสมิด BADH2 กลายพันธุ์ N162A มีการเปลี่ยนล าดับนิวคลีโอไทด์จาก AAC (รหัสของกรด 
อะมิโนแอสพาราจีน) ไปเป็น GCC (รหัสกรดอะมิโนอะลานีน)  
 พลาสมิด BADH2 กลายพันธุ์ E260A มีการเปลี่ยนล าดับนิวคลีโอไทด์จาก GAA (รหัสของกรด 
อะมิโนกลูตามิก) ไปเป็น GCA (รหัสกรดอะมิโนอะลานีน)  
 พลาสมิด BADH2 กลายพันธุ์ C294A มีการเปลี่ยนล าดับนิวคลีโอไทด์จาก TGC (รหัสของกรด 
อะมิโนซิสทีอีน) ไปเป็น GCC (รหัสกรดอะมิโนอะลานีน)  
 
 
 

5.3 kb 

1.8 kb 
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BADH2        GAATTGGCCA ACGATACTCA TTAT---GGT CTGGCTGGTG CTGTGCTTTC 

BADH2_Y420   GAATTGGCCA ACGATACTCA TTATTATGGT CTGGCTGGTG CTGTGCTTTC 

 

 

BADH2        TATCGGTGTA GTTGGGTTGA TCACACCTTG GAACTATCCT CTCCTGATGG 

BADH2_N162A  TATCGGTGTA GTTGGGTTGA TCACACCTTG GGCCTATCCT CTCCTGATGG 

 

 

BADH2        CCTATGGTTA AGCCTGTTTC ACTGGAACTT GGTGGAAAAA GTCCTATAGT  

BADH2_E260A  CCTATGGTTA AGCCTGTTTC ACTGGCACTT GGTGGAAAAA GTCCTATAGT 

 

 

BADH2        AATGGCCAGA TTTGCAGTGC AACATCGCGT CTTATTCTTC ATAAAAAAAT   
BADH2_C294A  AATGGCCAGA TTGCCAGTGC AACATCGCGT CTTATTCTTC ATAAAAAAAT 

 
ภาพท่ี 30  ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ เปรียบเทียบกับยีน  BADH2 

ดั้งเดิม  สีม่วง คือ ต าแหน่งกลายพันธุ์ Y420  สีเหลือง คือ ต าแหน่งกลายพันธุ์ N162A  สีเขียว 
คือ ต าแหน่งกลายพันธุ์ E260A  สีฟ้าคือ ต าแหน่งกลายพันธุ์ C294A  

 
               จากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด BADH2 กลายพันธุ์แต่ละแบบ พบว่า ประสบ
ความส าเร็จในการสร้างยีน BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ ซึ่งแสดงให้เห็นได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มี
การเปลี่ยนแปลงไปอย่างถูกต้อง เมื่อถอดรหัสเป็นกรดอะมิโน พบว่ายีน BADH2 ที่กลายพันธุ์ไปยังคงมี
ล าดับกรดอะมิโนที่ปลายคาร์บอกซิลเป็น เซอรีน ไลซีน และลิวซีน (SKL) ซึ่งเหมือนกับใน BADH2 ปกต ิ
 

2.3  การน ายีน BADH2 กลายพันธุ์เข้าสู่ E.coli (BL21) เพื่อผลิตเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ 
       
       เมื่อน าพลาสมิด pET28b_BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งถูกต้องทั้ง 4 แบบ มาถ่ายโอนเข้าสู ่
E.coli (BL21) ด้วยวิธีท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน เลี้ยงบนอาหาร LB ที่มียาปฎิชีวะนะ
คานามัยซินเข้มข้น 25 มิลลกิรัมต่อไมโครลิตรบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน พบว่ามี
โคโลนีเจริญประมาณ 100 โคโลนีในทุกๆ แบบของการกลายพันธุ์ 
 
       จากนั้นท าการคัดเลือกโคโลนีของแบคทีเรีย ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์แต่ละ
แบบ โดยน าโคโลนีแบคทีเรียที่ได้รับถ่ายโอนยีน BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ มาแบบละ 3 โคโลนี เลี้ยง
ในจานอาหารที่มีอาหารแข็ง LB ที่เติมยาปฏิชีวะนะคานามัยซินเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตรเพื่อท า
เป็นจานเชื้อต้นแบบ (master plate) จากนั้นน าโคโลนีที่ 2 จากทุกจานเชื้อต้นแบบน ามาเลี้ยงในอาหารเหลว 
LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตรที่มียาปฎิชีวะนะคานามัยซินเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 คืน เพื่อท าเป็นหัวเชื้อในการแสดงออกของโปรตีน ต่อไป  
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3.  การผลิตและท าบริสุทธิ์เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ 
 
 น าโคโลนีแบคทีเรีย E.coli (BL21)  ที่ได้รับการถ่ายยีน BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่งที่ถูกต้อง 
ทุกการกลายพันธุ์มาเลี้ยงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ LB pH 7.5 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวะนะคานามัย
ซินเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร เขย่าให้มีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ข้ามคืน เตรียมไว้เพื่อท าเป็นหัวเชื้อในการแสดงออกของโปรตีน  แล้วน ามาเลี้ยงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 
LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขย่าให้มีความเร็ว 200 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสให้ได้ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.5-0.7 จากนั้นเติม IPTG ให้มีความเข้มข้น 0.4 มิลลิโมลาร์ น ามา
เลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วย 12% SDS-PAGE พบว่าได้
โปรตีนขนาดประมาณ 58 กโิลดาลตัน จากนั้นน าไปท าบริสุทธิ์ตามวิธีการทดลองในข้อ 6 โดยเก็บโปรตีน
หลังจากที่ชะด้วยอิมมิดาโซลความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นน าโปรตีนที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์มาตรวจสอบ
ขนาดของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE (ภาพที่ 31) ได้โปรตีนขนาดประมาณ 58 กิโลดาลตัน โดย
โปรตีนจะถูกชะออกมาด้วยอิมมิดาโซลเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ในโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์   
ที่มีบัฟเฟอร์ Tris-CI เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที โดยโปรตีนที่ถูกชะ
ออกมาจะถูกวัดปริมาณโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร 
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ภาพท่ี 31  ภาพแสดงผลการท าบริสุทธิ์ของโปรตีน BADH2 ดัง้เดิม และกลายพันธุ์ ดว้ย 6xHis-taq  โดย 

คอลัมน์ Ni2+-NT affinity โดยเคร่ือง FPLC   (ก) โปรตีน BADH2 ดั้งเดิม   (ข) โปรตีน 
BADH2_Y420  (ค) โปรตีน BADH2_N162A  (ง) โปรตีน BADH2_E260A และ (จ) โปรตีน 
BADH2_C294A   M คือ โปรตีนมาตราฐาน   ช่องที่ 1 คือ ก่อนการชักน าด้วย IPTG ที่เข้มข้น
สุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์  ช่องที่ 2 คือหลังชักน า IPTG ที่เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์ 
16 ชั่วโมง  ช่องที่ 3 คือตะกอนโปรตีนหลังจากท าให้เซลล์แตก  ช่องที่ 4 คือส่วนใสของ
โปรตีนก่อนท าบริสุทธิ์ ช่องที่ 5 คือ flow through จากเคร่ือง FPLC ช่องที่ 6-7 คือ ส่วนใส
จากเคร่ือง FPLC ช่องที่ 8-13 คือโปรตีนที่ถูกชะด้วยอิมมิดาโซล เข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ 
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(ก)  BADH2 (ข)  BADH2_Y420 

(ค)  BADH_N162A (ง)  BADH2_E260A 

(จ)  BADH2_C294A 
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 ท าการรวมหลอดที่มีแถบโปรตีนที่มีขนาดตามที่คาดไว้เข้าด้วยกัน  น าไปไดอะไลซ์ด้วยถุง 
ไดอะไลซิส ในบัฟเฟอร์ HEPES-KOH ที่มีความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ที่ pH 8.0 ข้ามคืน เพื่อก าจัดอิมมิดาโซล 
และเปลี่ยนบัฟเฟอร์ให้พร้อมใช้ในการหากิจกรรมของเอนไซม์ จากนั้นน าไปหาปริมาณโปรตีน โดยวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ด้วย
สมการ A =  bc โดยค่า Extinction coefficients () ของ โปรตีน BADH2  BADH2_Y420  
BADH2_N162A  BADH2_E260A และ BADH2_C294A คือ 88765  90255   88765 88765 และ 
88640 โมลาร์-1เซนติเมตร-1ตามล าดับ จากนั้นน าเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่แยกได้ น าไปทดสอบการ
จับกันอย่างจ าเพาะ ระหว่างเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ต่อไป 
 
4.  การหาค่าการจับกันอย่างจ าเพาะของ BADH2 กลายพันธุ์กับโคแฟกซ์เตอร์ 
 
 จากการหาค่าการจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธ์ทั้ง 4 แบบ 
กับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ และ NADH  เพื่อหาประสิทธิภาพในการจับกันของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์      
โดยตรวจสอบการปลดปล่อยพลังงานแสงฟลูออเรสเซนต์ของเอนไซม์ เมื่อเติมโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ 
หรือ NADH  วัดค่าการปลดปล่อยพลังงานที่ความยาวคลื่น 300 ถึง 450 นาโนเมตร พบว่าพลังงานถูก
ปลดปล่อยสูงสุดที่ความยาวคลื่น 353.09 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าการเปลี่ยนแปลงของพลังงานที่ถูก
ปลดปล่อยน ามาวิ เคราะห์หาค่า  K d  ซึ่ งแสดงถึงประสิทธิภาพในการจับกันของเอนไซม์กับ
โคแฟกซ์เตอร์  
 
 จากการทดลองพบว่า เมื่อเติมโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ หรือ NADH ลงในเอนไซม์  BADH2 ดั้งเดิม 
และกลายพันธ์ทั้ง 4 แบบ (5 ไมโครโมลาร์) กับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ หรือ  NADH (0-555.55 ไมโครโมลาร์)   
โดยวัดการเปลี่ยนแปลงพลังงงานที่ความยาวคลื่น 353.09 นาโนเมตร จะได้กราฟ Intrinsic fluorescence จาก
กราฟ แกนต้ังแสดงค่าการปลดปล่อยพลังงานของทริปโตแฟน และแกนนอนแสดงความยาวคลื่นแสงที่ใช้
ตรวจสอบการปลดปล่อยพลังงาน เนื่องจาก NAD+ หรือ NADH  ที่เติมลงไปในเอนไซม์มีผลท าให้
โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนเเปลง หรือไปบดบังแสงฟลูออเรสเซนต์จากทริปโตแฟนในเอนไซม์ท า
ให้ได้ระดับพลังงานที่ปลดปล่อยออกแตกต่างจากเดิมที่ไม่เติมโคแฟกซ์เตอร์  
 

จากนั้นน าค่าความแตกต่างของค่าการปลดปล่อยพลังงาน เมื่อเติมโคแฟกซ์เตอร์ความเข้มข้นต่างๆ 
น าไปค านวนหาค่า Kd  ของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ที่ความเข้มข้นต่างๆ (ภาพที่ 32)โดยใช้สมการ 
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หลังจากนั้น น าค่า %∆F ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบมาสร้างกราฟ
ระหว่าง %∆F กับค่าความเข้มข้นของโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ หรือ NADH ที่ความเข้มข้นต่างๆ แสดงดังภาพ
ที่ 33 จากผลการจับอย่างจ าเพาะของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ ค่า Kd แสดงดังตารางที่ 12 โดยค่า   Kd แสดง
ถึง ประสิทธิภาพในการจับกันระหว่างเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ หาก Kd มีค่าน้อยแสดงว่าเอนไซม์จับ
กับโคแฟกซ์เตอร์ได้ดี โดยใช้เอนไซม์เพียงเล็กน้อยก็สามารถจับกับโคแฟกซ์เตอร์ได้ หากค่า Kd  มาก
แสดงว่าเอนไซม์จับกับโคแฟกซ์เตอร์ได้ไม่ดี ต้องใช้เอนไซม์ปริมาณมากจึงจับกับโคแฟกซ์เตอร์แล้ว
เกิดปฏิกิริยาได้ จากผลการทดลองพบว่า เอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิมจับกับโคแฟกเตอร์ NAD+ ได้ดีกว่า
เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420  N162A และ C294A โดยเปรียบเทียบจากค่า Kd มีค่าเท่ากับ 
3.2  2.3 และ 8 เท่าตามล าดับ และเอนไซม์ BADH2_E260A มีความสามารถในการจับกับ NAD+ ดีเทียบเท่า
กับ BADH2 ดั้งเดิม และเมื่อใช้ NADH เป็นโคแฟกซ์เตอร์ พบว่าเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 
C294A จับกับโคแฟกซ์เตอร์ NADH ได้ดีที่สุด ซึ่งมากกว่าเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิมถึง 6 เท่า และมากกว่า
เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420  N162A และ E260A เท่ากับ  2   3.8 และ  6.2  เท่าตามล าดับ 
ซึ่งผลดังกล่าวอาจจะผิดพลาด เนื่องจาก NADH ที่ใช้เป็นโคแฟกซ์เตอร์ จะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
เท่ากับ 340 นาโนเมตร ซึ่งมีความยาวคลื่นที่ได้มีความใกล้เคียงกับความยาวคลื่นแสงที่ทริปโตแฟน
ปลดปล่อยพลังงานออกมา จึงท าให้ค่าการปลดปล่อยพลังงานที่ปรากฏออกมาจากผลของการใช้        
โคแฟกซ์เตอร์ NADH มีค่าที่ไม่น่าเชื่อถือ  
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ภาพท่ี 32  กราฟแสดง Intrinsic fluorescence ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ กลายพันธุ์ ในต าแหน่ง 

Y420  N162A  E260A และ C294A โคแฟกซ์เตอร์ NAD+ [(ก)  (ค)  (จ) (ช) และ (ฌ)] หรือ 
NADH  [(ข)  (ง)  (ฉ)  (ซ) และ (ญ)]  ตามล าดับ โดยเส้นสี                                                                                    

                                 และ          คือกราฟของ NAD+ หรือ NADH  ที่ความเข้มข้น 0   12   24.8  37.2   49.5   
61.7   73.9   85.9   98   110   121.95   133.81   145.63   157.38   169.68   180.72  238.09   
348.8   454.5 และ 555.55     ไมโครโมลาร์   
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ภาพท่ี 32  (ต่อ) กราฟแสดง Intrinsic fluorescence ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ กลายพันธุ์ใน

ต าแหน่ง Y420  N162A  E260A และ C294A โคแฟกซ์เตอร์ NAD+ [(ก)  (ค)  (จ) (ช) และ 
(ฌ)] หรือ NADH  [(ข)  (ง)  (ฉ)  (ซ) และ (ญ)]  ตามล าดับ โดยเส้นสี                                                                                           

                                                         และ        คือกราฟของ NAD+ หรือ NADH  ที่ความเข้มข้น 0   12   
24.8  37.2   49.5   61.7   73.9   85.9   98   110   121.95   133.81   145.63   157.38   169.68   
180.72  238.09   348.8   454.5 และ 555.55     ไมโครโมลาร์   
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ภาพท่ี 33  กราฟแสดงการเปรียบเทียบ fluorescence titration ของเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และ กลายพันธุ์

ในต าแหน่ง Y420   N162A   E260A  และ C294A    (ก) และ (ข) NAD+ และ NADH เป็น
โคแฟกซ์เตอร์ ตามล าดับ โดย                                และ       คือ   BADH2 ดัง้เดิม และ กลายพันธุ์
ในต าแหน่ง Y420   N162A   E260A  และ C294A ตามล าดับ 
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จากผลของค่า Kd ที่บอกถึงประสิทธิภาพการจับกันระหว่างเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+

พบว่าค่า Kd สอดคล้องกับผลกลไกการท างานของเอนไซม์ โดยต าแหน่ง Y420 ที่เพิ่มเข้ามา และต าแหน่ง 
N162 และ E260 อยู่ใกล้กับต าแหน่ง NAD+ binding site จะส่งผลต่อประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการจับ
กับโคแฟกซ์เตอร์ เมื่อมีการเพิ่มเข้ามาของล าดับกรดอะมิโน หรือถูกแทนที่จากกรดอะมิโนเดิมให้เป็น
กรดอะมิโนอะลานีน 
 
ตารางท่ี 12  เเสดงค่า Kd ของเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 4 กับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+ 

และ NADH  
 

 Kd ± S.E. (ไมโครโมลาร์) 

BADH2    8.35 ± 0.79                          51.84 ± 3.05 
BADH2_Y420 26.77 ± 2.99                          18.26 ± 1.39 
BADH2_N162A 19.30 ± 1.21                          31.54 ± 2.04 
BADH2_E260A   7.11 ± 0.93                          52.39 ± 3.04 
BADH2_C294A 67.04 ± 3.20                           8.30 ± 0.74 

 
หมายเหตุ: S.E. คือ Standard error ที่ได้จากการค านวณตามสมการ Michaelis-Menten 
 
5.  การตรวจวัดกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ 

 
 เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ เมื่อผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว จะถูกน ามาวิเคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซม์ โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์  BADH2  ดั้งเดิม เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ แต่เอนไซม์ 
BADH2_Y420 และ BADH2_N162A ใช้เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์  เนื่องจากเอนไซม์ที่ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ 
ไม่เห็นความแตกต่างในการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมเอนไซม์ และเอนไซม์ BADH2_E260A และ 
BADH2_C294A ใช้เอนไซม์เข้มข้นถึง 15 ไมโครโมลาร์ ก็ไม่สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรม
ของเอนไซม์ได้ เนื่องจากเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบมีบริเวณที่กลายพันธุ์อยู่บริเวณ catalytic triad  ซึ่ง
เป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ และการตรวจวัดกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์เป็น
การวัดการเพิ่มขึ้นของ NADH ซึ่งดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร เมื่อเพิ่มปริมาณของสับสเตรท สามารถ
หาค่าความเข้มข้นของปฏิกิริยา จากนั้นน าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟระหว่างความเข้นข้นของ NADH ที่เกิด

NAD+                                        NADH 
เอนไซม์ 
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ขึ้นกับเวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยา จะได้กราฟเส้นตรง โดยแกนตั้งแสดงความเข้มข้นของ NADH และแกนนอน
แสดงเวลาในการท าปฏิกิริยา ดังแสดงในภาพที่ 34 และหาความชันจากกราฟเส้นตรงดังกล่าว ซึ่งค่าความ
ชันที่ได้คือ อัตราเร็วของปฏิกิริยา น าค่าดังกล่าวแทนในสมการ Michaelis-Menten ด้วยโปรแกรม 
Origin6 เพื่อหาค่าจลศาสตร์ของเอนไซม์ (Km และ Vmax ) จะได้กราฟที่แกนตั้งแสดงอัตราเร็วของ
ปฏิกิริยา และแกนนอนแสดงความเข้มข้นของสับสเตรท  (ภาพที่ 35)   
 
 จากกราฟสามารถค านวณหาค่า Km   Vmax   kcat  และ kcat /Km โดยค่า Km แสดงถึง ค่าความเข้มข้น
ของสับสเตรทที่ปฏิกิริยาด าเนินไปที่คร่ึงหนึ่งของอัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา ( Vmax /2) หาก Km มีค่ามาก
แสดงว่าสับสเตรทจับกับเอนไซม์ได้อ่อน ไม่แน่น แต่หาก  Km มีค่าน้อยแสดงว่าเอนไซม์กับสับสเตรทจับ
กันได้ดี และแน่น   ส่วน Vmax แสดงถึงอัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยาที่เอนไซม์เปลี่ยนสับสเตรทเป็นผลผลิต 
หาก Vmax มีค่ามากแสดงว่าปฏิกิริยาเกิดได้อย่างรวดเร็ว แต่หากมีค่าน้อยแสดงว่าปฏิกิริยาเกิดได้ช้า ค่า  kcat  
แสดงถึงความสามารถของเอนไซม์ในการเปลี่ยนสับสเตรทไปเป็นผลิตผลต่อ จ านวนเอนไซม์ต่อเวลา  
(turn over number) หาก kcat  มีค่ามากแสดงว่าเกิดผลิตภัณฑ์ในปฏิกิริยามาก และหาก kcat  ได้ค่าน้อยแสดง
ว่าได้ผลิตภัณฑ์ในปฏิกิริยาน้อยเช่นกัน เนื่องจากจ านวนสับสเตรทที่เปลี่ยนเป็นผลผลิตน้อย และ kcat /Km 
แสดงถึงประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์  (catalytic efficiency) หาก  kcat /Km  มีค่ามากแสดง
ว่าเอนไซม์มีประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาได้ดี แต่หาก kcat /Km  มีค่าน้อยแสดงว่าเอนไซม์มี
ประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาได้น้อย 
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ภาพท่ี 34  กราฟแสดงปริมาณ NADH ที่เปลี่ยนแปลงไปของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม กลายพันธุ์ใน

ต าแหน่ง Y420 และ N162A โดย (ก) และ (ข) กราฟแสดงปริมาณ NADH ที่เปลี่ยนแปลงของ
เอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม โดยใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรท (ค) และ (ง)  กราฟ
แสดงปริมาณ NADH ที่เปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่ง Y420 (จ) 
และ (ฉ) กราฟแสดงปริมาณ NADH ที่เปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ ที่
ต าแหน่ง N162A โดยใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรทตามล าดับ โดย                                                         

                                                และ                คือ AB-ald หรือ Bet-ald เข้มข้น 7.81   15.62   31.25   62.5   
125   250   500 และ 1000 ไมโครโมลาร์ตามล าดับ 

(จ)  BADH2_N162A (ฉ)  BADH2_N162A 

(ค)  BADH_Y420 (ง)  BADH2_Y420 
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ภาพท่ี 35  กราฟแสดงการเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และ กลายพันธุ์ใน ต าแหน่ง  

Y420 และ N162A โดยใช้ AB-ald (ก) และ Bet-ald (ข) เป็นสับสเตรท ตามล าดับ โดย                           
                   และ      คือ เอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และ กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 และ N162A  ตามล าดับ 
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 จากการทดลองกิจกรรมของเอนไซม์ โดยเปรียบเทียบค่า Vmax ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม 
เอนไซม์ BADH2_Y420 และ BADH2_N162A กลายพันธุ์ เมื่อใช้ AB-ald เป็นสับสเตรทมีค่า Vmax มีค่า
ใกล้เคียงกัน ส่วนค่า Km ของเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 2 แบบ เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม
พบว่า เอนไซม์มีความสามารถในการจับกับสับสเตรทได้ดีขึ้น แต่พบว่าค่า kcat  ที่แสดงถึงความสามารถใน
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์กลายพันธุ์มีค่าลดลงประมาณ 10 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับค่า kcat ของเอนไซม์ 
BADH2 ดั้งเดิม ส่วนค่า kcat /Km  ที่เป็นค่าบอกถึงประสิทธิภาพของการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ พบว่า
เอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 2 ชนิดมีความจ าเพาะกับสับสเตรทมากขึ้น โดยจับกับสับสเตรทได้แน่นขึ้น แต่
ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาแย่ลง ซึ่งจากผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกันเมื่อใช้ Bet-ald เป็น
สับสเตรท และจากการเปรียบเทียบความสามารถของเอนไซม์ในการจับกับสับสเตรททั้ง 2 ชนิด พบว่า 
เอนไซม์ BADH2_Y420 กลายพันธุ์ สามารถเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนสับสเตรท Bet-ald ได้ดีกว่า AB-ald 
เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม (ตารางที่ 13) แสดงว่าในธรรมชาติ การกลายพันธุ์เอนไซม์ 
BADH2_Y420 ซึ่งเหมือนกับที่พบในข้าวหอมพม่า (badh2.8) นั้น ท าให้เอนไซม์สามารถใช้สับสเตรท 
ชนิดอ่ืนได้ดีกว่า AB-ald ดังนั้น AB-ald จึงถูกเปลี่ยนเป็นสารหอม 2AP ในกลไกของ polyamine แทน



57 
 

 

81 

 ตารางท่ี 13  แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ  
 

 
หมายเหตุ: N.D คือหาค่าไม่ได้ 

                                                     ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 

BADH2  AB-ald        6.38E-7 ± 5.04E-8                        437.63 ± 74.75                                 0.128                                         292.48 
BADH2_Y420 AB-ald         1.06E-7 ± 1.10E-8                              93.31 ± 32.02                                   0.011                                             117.89 
BADH2_N162A AB-ald         2.15E-7 ± 1.00E-8                              56.31 ± 9.91                                      0.022                                            390.69 
BADH2_E260A AB-ald                    N.D.                                                N.D.                                             N.D.                                              N.D. 
BADH2_C294A AB-ald                    N.D.                                                N.D.                                             N.D.                                              N.D. 
BADH2  Bet-ald         5.48E-7 ± 4.05E-8                          694.07 ± 95.56                                     0.110                                            158.49 
BADH2_Y420 Bet-ald       4.03E-8 ± 3.31E-9                            10.49 ± 4.27                                        0.004                                           381.32 
BADH2_N162A Bet-ald         1.08E-8 ± 8.00E-9                            63.65 ± 17.24                                     0.011                                            172.82 
BADH2_E260A Bet-ald                    N.D.                                                N.D.                                             N.D.                                              N.D. 
BADH2_C294A Bet-ald                    N.D.                                               N.D.                                              N.D.                                              N.D. 

 

                 Vmax± S.E.                   Km± S.E. (ไมโครโมลาร์)                       kcat(วินาที
-1)              kcat/Km(วินาที-1โมลาร์-1)          เอนไซม์          สับสเตรท 
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6.  การตรวจหาสาร ૪-aminobytyric acid (GABA) จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์
ด้วยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
 
 การท า TLC เป็นเทคนิคโครมาโตกราฟีที่ใช้แยกสารให้บริสุทธิ์ และตรวจวิเคราะห์เพื่อบอกชนิด
และปริมาณสารต่างๆ โดยในการทดลองนี้จะตรวจสอบสารที่แยกได้โดยการพ่นสารละลายนินไฮดริน
เพื่อให้ปรากฏภาพ โดยสารละลายนินไฮดรินจะท าปฏิกิริยากับสารที่มีหมู่    เอมีนปฐมภูมิหรือ แอมโมเนีย
เท่านั้น เช่น สารจ าพวกกรดอะมิโนชนิดต่างๆ หรือสาร GABA ที่มีหมู่เอมีนปฐมภูมิอยู่ ในการทดลองนี้ใช้ 
TLC ในการตรวจหาสาร GABA จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์ วิธีทดลองโดย
น าผลิตผลจากการท ากิจกรรมของเอนไซม์มาจุดลงบนแผ่น  TLC เมื่อใช้ AB-ald หรือ Bet-ald เป็น
สับสเตรท จากกลไกการสร้าง 2AP เอนไซม์ BADH2 จะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนสับสเตรท AB-ald เป็นสาร 
GABA  
 
 ผลจากการท า TLC ของ GABA มาตราฐาน (ภาพที่ 36) ที่ปริมาณต่าง  ๆ (0.002 –30 ไมโครกรัม) พบว่า 
สามารถตรวจสอบ GABA ได้ที่ปริมาณต่ าสุด 0.004 ไมโครกรัม และจากผล TLC ของสับสเตรท AB-ald 
มาตรฐาน พบว่าสามารถตรวจสอบที่ปริมาณของ AB-ald ไดต้่ าสุดที่ 3.27  มิลลิกรัม (ภาพที่ 37) 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 36  แสดงผล TLC ของ GABA มาตรฐาน โดยช่องที่ 1-15 คือ สาร GABA มาตรฐาน ปริมาณ 30  

15  7.5  3.75  1.88  0.94  0.47  0.23  0.12  0.06  0.03  0.015  0.007  0.004  และ 0.002  
ไมโครกรัม ตามล าดับ 

            7      8      9      10    11    12   13   14    15       
 

      1       2       3       4       5      6  
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ภาพท่ี 37  แสดงผล TLC ของสับสเตรท AB-ald มาตรฐาน โดยช่องที่ 1-8 คือ สับสเตรท AB-ald 

มาตรฐาน ปริมาณ  13.07  6.53  3.27  1.63  0.82  0.41  0.20  และ 0.10 มิลลิกรัม ตามล าดับ 
 

ผลจากการตรวจสอบผลผลิตด้วยการท า TLC จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม โดยน า
ปฏิกิริยามาจุดบนแผ่น TLC จุดละ 3 ไมโครลิตร เมื่อใช้ AB-ald หรือ Bet-ald เป็นสับสเตรทโดยช่องที่ 1-3 
และ 12 เป็นสารควบคุม (control) พบว่าผลจากการท ากิจกรรมโดยใช้ AB-ald เป็นสับสเตรทนั้นสามารถ
ตรวจพบสารที่คาดว่าเป็น GABA จึงกล่าวว่า เอนไซม์สามารถเปลี่ยน AB-ald เป็นสาร GABA ได้ แต่เมื่อ
ใช้ Bet-ald เป็นสับสเตรท พบว่าไม่สามารถตรวจสอบสารที่คาดว่าเป็นสาร GABA  เนื่องจากเอนไซม์จะ
เปลี่ยน Bet-ald เป็น glycine betaine ซึ่งเป็นไปตามที่ผู้วิจัยคาดไว้ (ภาพที่ 38) โดยสามารถตรวจสอบการ
เกิดสาร GABA โดยใช้ความเข้มข้นของสับสเตรท AB-ald ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 125–1000 ไมโครโมลาร์ 
โดยปริมาณของ GABA ที่มากสุดตรวจสอบได้ประมาณ 0.12 ไมโครกรัม (อ้างอิงจาก GABA มาตรฐาน 
ในช่องที่ 9)  
 

ผลจากการท า TLC ของเอนไซม์ BADH2_Y420 (ภาพที่ 38 (ค)-(ง))  เมื่อใช้ AB-ald หรือ Bet-ald 
เป็นสับสเตรท ดังภาพที่ 38 โดยช่องที่  1-3 และ 12 เป็นสารควบคุมพบว่าผลจากการท ากิจกรรมเหมือนกับ
ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม ที่สามารถตรวจสอบการเร่งการเปลี่ยนสาร AB-ald เป็นสาร GABA ได้ แต่
ไม่สามารถตรวจสอบการเร่งการเปลี่ยนสาร Bet-ald เป็นสาร GABA โดยพบว่าสามารถตรวจสอบการเกิด
สาร GABA โดยใช้ความเข้มข้นของสับสเตรท AB-ald ที่ความเข้มข้นระหว่าง 125 –1000 ไมโครโมลาร์ 
โดยปริมาณของ GABA ที่มากสุดตรวจสอบได้ประมาณ 0.004 ไมโครกรัม (อ้างอิงจาก GABA มาตรฐาน
ในช่องที่ 14) และอาจกล่าวได้ว่าเอนไซม์ BADH2_Y420  เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนสับสเตรท AB-ald เป็น
สาร 2AP แต่ได้สารGABA ในปริมาณน้อย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานที่มีการศึกษาเอนไซม์ BADH2 ในข้าว

BA  
BADH2 ใช้ AB-ald 

เป็นสับเสตรท 

BA  
BADH2 ใช้ AB-ald 

เป็นสับเสตรท 
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ที่พบว่า เอนไซม์จะเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนสับสเตรท AB-ald เป็นสาร GABA (Vanavichit et al., 2006; 
Chen et al.,2008) เเละมีรายงานว่า BADH2_Y420 พบในข้าวหอมที่สร้างสารหอม (Kovach et al., 2009)  แต่
ความหอมน้อยกว่าข้าวหอมมะลิ 105 ซึ่งอาจเนื่องจาก เอนไซม์สามารถเปลี่ยนสารตัวกลางไปเป็น GABA 
และ 2AP บางส่วนเท่านั้น 
 

จากผลการทดลองพบว่าเอนไซม์ BADH2_Y420 มีต าแหน่งที่กลายพันธุ์ไป ซึ่งจากรายงาน
การศึกษาการกลายพันธุ์ของข้าวในทวีปเอเชีย พบว่าต าแหน่งดังกล่าวเมื่อกลายพันธุ์ไปจะท าให้ข้าวหอม  
(Kovach et al., 2009) ดังนั้นจากผลการทดลองค่ากิจกรรมของเอนไซม์กับสับสเตรท และค่าการจับกัน
อย่างจ าเพาะระหว่างเอนไซม์กับโคเเฟกซ์เตอร์ แตกต่างจากเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม จึงอาจเกี่ยวข้องกับ
การสร้างสารหอม 2AP ในข้าวได้ 
 

ผลจากการตรวจสอบ GABA ด้วย TLC จากกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2_N162A (ภาพที่ 38 (จ)-(ฉ)) 
เมื่อใช้ AB-ald หรือ Bet-ald เป็นสับสเตรทดังภาพที่ 38 โดยช่องที่ 1-3 และ 12 เป็นสารควบคุม พบว่าผล
จากการท ากิจกรรมเหมือนกับของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม ที่สามารถตรวจสอบการเร่งการเปลี่ยนสาร 
AB-ald เป็นสาร GABA ได้ แต่ไม่สามารถตรวจสอบการเร่งการเปลี่ยนสาร Bet-ald เป็นสาร GABA โดย
พบว่าสามารถตรวจสอบการเกิดสาร GABA โดยใช้ความเข้มข้นของสับสเตรท AB-ald ที่ความเข้มข้น
ระหว่าง 125 –1000ไมโครโมลาร์ โดยความเข้มข้นของ GABA ที่มากสุดที่สามารถตรวจสอบได้ประมาณ 
0.23 ไมโครกรัม (อ้างอิงจาก GABA มาตรฐานในช่องที่ 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

BA  
BADH2 ใช้ AB-ald 

เป็นสับเสตรท 
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ภาพท่ี 38  แสดงผลการตรวจสอบ GABA ด้วย TLC จากการท ากิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม 

และกลายพันธุ์ในต าแหน่ง Y420   และ N162A  โดย (ก)   (ค)  และ (จ)  แสดงผล TLC เมื่อใช้ 
AB-ald เป็นสับสเตรท และ (ข)  (ง)  และ(ฉ)  แสดงผล TLC เมื่อใช้ Bet-ald เป็นสับสเตรท 
ตามล าดับ  โดยช่องที่ 1 คือ สาร GABA  มาตราฐานปริมาณ 0.31 ไมโครกรัม  ช่องที่ 2 คือ 
สับสเตรท AB-ald หรือ Bet-ald ปริมาณ 8.7 หรือ 13 มิลลิกรัม ตามล าดับ    ช่องที่ 3 คือ 
ปฏิกิริยาที่ไม่เติมสับสเตรท   ช่องที่ 4-11 คือผลผลิตจากการท ากิจกรรมของเอนไซม์กับ
สับสเตรท AB-ald หรือ Bet-ald ที่เข้มข้น 1000  500  250  125  62.5  31.125  15. 625  และ 
7.8 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ ช่องที่ 12 คือ ปฏิกิริยาที่ไม่เติม NAD+   

 
 

(จ)  BADH2_N162A (ฉ)  BADH2_N162A 

(ข)  BADH2 

(ง)  BADH2_Y420 (ค)  BADH2_Y420 

(ก)  BADH2  

 

สับสเตรท: AB-ald    สับสเตรท: Bet-ald 
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ผลจากการตรวจสอบ GABA ด้วย TLC จากกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ที่กลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง E260A และ C294A (ภาพที่ 39 (ก)-(ง)) โดยใช้ AB-ald หรือ Bet-ald เป็นสับสเตรท ช่องที่ 1-3 
และ 12 เป็นสารควบคุม ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าไม่สามารถตรวจพบ GABA หรือสารในกลุ่ม
เอมีนปฐมภูมิ 

 
ผลจากการตรวจสอบการเกิดสาร GABA ด้วย TLC จากกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม 

และกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 และ N162A  พบว่า เอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิมสามารถเปลี่ยนสับสเตรท 
AB-ald เป็น GABA ได้โดยตรวจสอบระดับของสาร GABA ได้ 0.12 ไมโครกรัมส่วนเอนไซม์ BADH2 
กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Y420 ได้ระดับ GABA 0.004 ไมโครกรัม และเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ที่
ต าแหน่ง N162A ได้ระดับ GABA 0.23 ไมโครกรัม แต่เอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่ง E260A 
และ C294A ไม่สามารถตรวจสอบสาร GABA ได้จากสับสเตรททั้ง 2 ชนิดคือ AB-ald และ Bet-ald  และ
หากต้องการทดสอบชนิดของสารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาอาจใช้วิธี Gas chromatography–mass spectrometry 
selective ion monitoring (GC-MS-SIM) ซึ่งเคยใช้ทดสอบสารในข้าวสายพันธุ์ที่มีกลิ่นหอม (Yoshihashi 
et al., 2002) 
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ภาพท่ี 39  แสดงผลการตรวจสอบ GABA ด้วย TLC จากการท ากิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์

ในต าแหน่ง E260A และ C294A โดย (ก)  และ (ค) แสดงผล TLC เมื่อใช้ AB-ald เป็นสับสเตรท และ 
(ข)  และ (ง)  แสดงผล TLC เมื่อใช้ Bet-ald เป็นสับสเตรทตามล าดับ  โดยช่องที่ 1 คือ สาร 
GABA  มาตราฐานปริมาณ 0.31 ไมโครกรัม  ช่องที่ 2 คือ สับสเตรท AB-ald หรือ Bet-ald 
ปริมาณ 8.7 หรือ 13 มิลลิกรัม ตามล าดับ   ช่องที่ 3 คือ ปฏิกิริยาที่ไม่เติมสับสเตรท   ช่องที่ 4-6  
คือผลผลิตจากการท ากิจกรรมของเอนไซม์กับสับสเตรท AB-ald หรือ Bet-ald ที่เข้มข้น 1000  
ไมโครโมลาร์ โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ 5  10  และ 15 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ ช่องที่ 
12 คือ ปฏิกิริยาที่ไม่เติม NAD+    

 
 
  
 

(ก)  BADH2_E260A (ข)  BADH2_E260A 

(ง)  BADH2_C294A (ค)  BADH2_C294A 

 

สับสเตรท: AB-ald         สับสเตรท: Bet-ald 
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7.  การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่ม (random mutagenesis)  
 

7.1 การกลายพันธุ์ยีนด้วยวิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
 
        ผลการท าให้ยีน BADH2 เกิดการกลายโดยใช้วิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์
แบบสุ่ม โดยน าแบคทีเรีย E.coli DH5α ที่มีพลาสมิด pET28b_BADH2 มาส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่
เวลา 10  30  วินาที และ 1 นาที  จากนั้นคัดเลือกโคลนที่ท าการกลายพันธุ์ ช่วงเวลาละ 5 โคลนน ามาสกัด 
พลาสมิด และถ่ายโอนยีน pET28b_BADH2 ที่คาดว่ากลายพันธุ์เข้าสู่แบคทีเรีย E.coli  BL21 จากนั้น
คัดเลือกโคลนจากการส่องใต้แสงยูวีที่ช่วงเวลาต่างๆ ช่วงเวลาละ 10โคลน จาก 3 ช่วงเวลา จะได้ 30 โคลน 
มาผลิตโปรตีนโดยชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีนด้วย  IPTG ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 0.4  มิลลิโมลาร์ ที่
อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส จากการชักน าให้โคลนที่เลือกมาผลิตโปรตีน พบว่าบางโคลนไม่สามารถผลิต
โปรตีนได้ ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงคาดว่าระยะเวลาที่ใช้ในการส่องแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อให้เกิดการกลายพันธุ์
เพียงพอ โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีการแสดงออกโปรตีนที่มีขนาด 58 kDa แสดงดังภาพที่ 40 จากนั้น
น าโคลนที่คัดเลือกมาผลิตโปรตีนและท าบริสุทธิ์ จากนั้นน าโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์มาทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม์ โดยใช้เอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิมเป็นตัวเปรียบเทียบ  
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ภาพท่ี 40  การแสดงออกของโปรตีน  BADH2 ดั้ง เดิม  และกลายพันธุ์ด้วยวิธีส่องใต้แสง

อัลตราไวโอเลต (ก)-(ข) คือ โคลนที่ 1-10 ของโปรตีน BADH2 ที่กลายพันธุ์โดยส่องใต้แสง
อัลตราไวโอเลต 10 วินาที (ค)-(ง)  คือ โคลนที่ 1-10 ของโปรตีน BADH2 ที่กลายพันธุ์โดยส่อง
ใต้แสงอัลตราไวโอเลต 30 วินาที  และ (จ)-(ฉ) คือ โคลนที่ 1-10 ของโปรตีน BADH2 ที่
กลายพันธุ์โดยส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 1 นาที  โดยช่องที่ 1 3  5  7  9  และ 11 คือ โปรตีน
ก่อนการชักน าด้วย IPTG ที่เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์   ช่องที่ 2  4  6  8  10  และ 12 คือ โปรตีน
หลังการชักน าด้วย IPTG ที่เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์  ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส   

 
  
 
 

โคลนควบคุม โคลนที่ 1-5 

58 kDa 

58 kDa 

58 kDa 

58 kDa 

58 kDa 

58 kDa 

(
ค
) 

 

 

 

(ก) 

(ค) 

(ฉ) (จ) 

โคลนควบคุม โคลนที่ 1-5 

โคลนควบคุม โคลนที่ 1-5 

โคลนควบคุม โคลนที ่6-10 

โคลนควบคุม โคลนที ่6-10 

โคลนควบคุม โคลนที ่6-10 

(ข) 

(ง) 
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 จากผลของกิจกรรมเอนไซม์กับสับสเตรททั้ง 2 ชนิด พบเอนไซม์ที่คาดว่าจะเกิดการกลายพันธุ์โดยวิธี
ส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 4 แบบ ซึ่งมีค่ากิจกรรมแตกต่างจากเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม ที่ได้จากการส่อง
ใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่เวลา 10 และ 30 วินาที  
 
 โดยจะเรียกชื่อโคลนที่คัดเลือกมาว่า BADH2_UV1  BADH2_UV2  BADH2_UV3  และ 
BADH2_UV4 ตามล าดับ จากนั้นหาค่า Km และ Vmax   kcat  และ kcat /Km ที่ได้จากกราฟแสดงอัตราเร็ว
เร่ิมต้นมาแทนค่าในสมการ Michaelis-Menten เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
กิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิมกับกลายพันธุ์แสดงดังภาพที่ 41 
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ภาพท่ี 41  กราฟแสดงการเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และ กลายพันธุ์ด้วยวิธีส่องใต ้    
                  แสงอัลตราไวโอเลต โดยใช้ AB-ald (ก) และ Bet-ald (ข) เป็นสับสเตรท ตามล าดับโดย                                
                                    และ            คือ เอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และ BADH2_UV1-4  ตามล าดับ 
 
 จากการทดลองหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ โดยเปรียบเทียบค่า kcat   พบว่าเอนไซม์ BADH2 
ดั้งเดิม เมื่อใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรทได้ค่า kcat  เท่ากับ 0.128 และ 0.110 วินาที-1  ตามล าดับ 
และ เอนไซม์ BADH2_UV1 เมื่อใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรทได้ค่า kcat  เท่ากับ 0.162 และ 0.322 
วินาที -1ตามล าดับ  เอนไซม์ BADH2_UV2 เมื่อใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรทได้ค่า kcat  เท่ากับ 
0.127 และ 0.260 วินาที-1 ตามล าดับ เอนไซม์ BADH2_UV3 เมื่อใช้ AB-ald และ Bet-ald เป็นสับสเตรทได้
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ความเข้มข้นของ Bet-ald (ไมโครโมลาร์)  
 

ความเข้มข้น AB -ald (ไมโครโมลาร)์  
 

(ก) 

(ข) 

BADH2_UV1  
 
BADH2 
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ค่า kcat  เท่ากับ 0.087 และ 0.218 วินาที-1 ตามล าดับ และเอนไซม์ BADH2_UV4 เมื่อใช้ AB-ald และ Bet-ald 
เป็นสับสเตรทได้ค่า kcat  เท่ากับ 0.216 และ 0.160 วินาที-1 ตามล าดับ 
 
 ซึ่งน าค่าดังกล่าวมาเปรียบเทียบกับเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม พบว่า เอนไซม์ BADH2_UV1-3 มี
ความสามารถในการเปลี่ยนสับสเตรท AB-ald ไปเป็นผลิตผลต่อจ านวนเอนไซม์ต่อเวลา (kcat ) ซึ่งมี
ความสามารถเทียบเท่ากับเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม (ตารางที่ 14) และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถของ
เอนไซม์ในการเปลี่ยนสับสเตรท Bet-ald  พบว่า เอนไซม์ BADH2_UV1-3 มีความสามารถเปลี่ยนสับสเตรท 
ดังกล่าว ไปเป็นผลิตผลต่อจ านวนเอนไซม์ต่อเวลาได้ดีกว่า  BADH2 ดั้งเดิม 2-3 เท่า แต่เอนไซม์ 
BADH2_UV4 มีความสามารถในการเปลี่ยนสับสเตรท  AB-ald ไปเป็นผลิตผลต่อจ านวนเอนไซม์ต่อเวลา
มากกว่า BADH2  ดั้งเดิม 2 เท่า และเอนไซม์ดังกล่าวมีความสามารถในการเปลี่ยนสับสเตรท Bet-ald 
เทียบเท่ากับเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม   
 
 จากผลการหาค่ากิจกรรมจ าเพาะระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรททั้ง 2 ชนิดโดยเปรียบเทียบค่า 
kcat/Km ของเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์ BADH2_UV1-4     เมื่อใช้ AB-ald  เป็นสับสเตรท มี
ค่าเท่ากับ  292.48  258.49  192.42  232.68  และ 190.66 โมลาร์-1 วินาที-1ตามล าดับ จากค่าของ kcat/Km ของ
เอนไซม์แสดงว่า เอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม มีประสิทธิภาพดีกว่า BADH2_UV1-4 และ เมื่อใช้ Bet-ald  เป็น
สับสเตรท BADH2_UV1 มีประสิทธิภาพดีกว่า BADH2 กลายพันธุ์แบบอ่ืน และดีกว่า เอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม  
 
 จากผลค่า kcat   และ kcat/Km ของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุ์ด้วยวิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
สรุปได้ว่าการกลายพันธุ์ด้วยวิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต น่าจะส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์โดยท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์  
 
 ดังนั้นเพื่อเป็นการตรวจสอบว่ายีน BADH2 เกิดการกลายพันธุ์จริง จากวิธีการกลายพันธุ์โดยส่อง
ใต้แสงอัลตราไวโอเลต จึงท าการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยส่งไปท าการวิเคราะห์ที่ Macrogen 
ประเทศเกาหลี จากผลการส่งวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ พบว่าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน BADH2 ทุกแบบที่ได้จากการกลายพันธุ์โดยวิธีนี้ ซึ่งผลจากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ไม่
สอดคล้องกับผลของกิจกรรมที่มีความแตกต่างของกิจกรรมของเอนไซม์ดั้งเดิม และกลายพันธุ์  
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 ตารางท่ี 14  แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์ BADH2 ดัง้เดิม และเอนไซม์กลายพันธุ์แบบสุ่ม ด้วยวิธีกลายพันธุ์โดยสอ่งใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

 
 
 
 

                                                     ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 

BADH2  AB-ald              6.38E-7 ± 0.50E-7                  437.63 ± 74.75                                  0.128                                         292.48 
BADH2_UV1 AB-ald              8.12E-7 ± 1.05E-7                  626.72 ± 156.01                                0.162                                         258.49 
BADH2_UV2 AB-ald              6.37E-7 ± 1.38E-7                  660.01 ± 270.14                                0.127                                         192.42 
BADH2_UV3 AB-ald              4.35E-7 ± 0.64E-7                  373.90 ± 125.90                                0.087                                         232.68 
BADH2_UV4 AB-ald               10.8E-7 ± 1.57E-7               1132.89 ± 264.84                               0.216                                          190.66 
BADH2  Bet-ald               5.48E-7 ± 0.40E-7                 694.07 ± 95.56                                 0.110                                          158.49 
BADH2_UV1 Bet-ald               16.1E-7 ± 2.05E-7               1364.60 ± 264.46                               0.322                                          235.97 
BADH2_UV2 Bet-ald               13.0E-7 ± 1.22E-7               1693.78 ± 227.21                               0.260                                          153.50 
BADH2_UV3 Bet-ald               10.9E-7 ± 3.91E-7               1436.09 ± 771.77                               0.218                                          151.80 
BADH2_UV4 Bet-ald            7.99E-7 ± 1.57E-7                990.24 ± 324.83                               0.160                                          161.58 

 

 

                 Vmax± S.E.                   Km± S.E. (ไมโครโมลาร์)                       kcat(วินาที
-1)              kcat/Km(วินาที-1โมลาร์-1)          เอนไซม์          สับสเตรท 
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7.2  การกลายพันธุ์ยีนด้วยวิธี Error prone PCR 
 
        การท ากลายพันธุ์ยีน BADH2 ด้วยวิธี Error prone PCR เนื่องจากต้องการให้ยีน BADH2 เกิด

การกลายพันธุ์แบบสุ่ม โดยท าการศึกษาสภาวะของสารละลายที่เหมาะสมในการก่อให้เกิดการกลายพันธุ์
แบบสุ่มโดยการใช้ MnCI2 เป็นโคแฟกซ์เตอร์ของเอนไซม์ DNA polymerase  ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 0.25  
0.5 และ 0.75 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน าไปเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ โดยเทคนิคพีซีอาร์ น าผลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย 
1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เพื่อตรวจว่ามีผลิตภัณฑ์เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอ
ที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่า แถบดีเอ็นเอของเอนไซม์ที่คาดว่ากลายพันธุ์ มีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส 
ซึ่งเป็นขนาดที่คาดหมาย (ภาพที่ 42)  
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 42  แถบดีเอ็นเอที่ได้จากวิธี Error prone PCR โดยช่องที่ 1-4 คือแถบดีเอ็นเอ ที่ได้จากพีซีอารท์ี่ใช้ 

MnCI2 เป็นโคแฟกซ์เตอร์ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 0  0.25  0.5 และ 0.75 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
และ โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
 จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์มาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ Nucleospin® DNA Extract II 
(Macherey-Nagel, Germany) น าดีเอ็นเอจากการท าบริสุทธิ์ มาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการท าพีซีอาร์ 
โดยใช้เอนไซม์ Ex Taq DNA polymerase โดยการท าพีซีอาร์ในขั้นตอนนี้ เพื่อเพิ่มปริมาณผลิตผลจาก
การท ากลายพันธุ์จากการท า Error prone PCR ให้เพียงพอที่จะเชื่อมต่อกับ pGEM-T easy vector   
 
 จากการท าพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มจ านวนยีน BADH2 กลายพันธุจ์ากที่ได้จากการท าปฏิกิริยา Error prone 
PCR มาตรวจวิเคราะห์โดยใช้ 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เพื่อตรวจสอบขนาดและปริมาณ  แสดง
ดังภาพที่ 43 พบว่ามีขนาดตามที่คาดไว้ คือ ประมาณ 1.5 กิโลเบส จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์
มาท าให้บริสุทธิ์ด้วย Nucleospin® DNA Extract II (Macherey-Nagel, Germany) น าผลผลิตจากการท า
บริสุทธิ์ มาเชื่อมต่อกับพลาสมิด pGEM®- T easy ด้วยอัตราส่วน 2 ต่อ 1 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง 
 
 

1.5 kb 
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ภาพท่ี 43  แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าพีซีอาร์ด้วยเอนไซม์ Ex Taq polymerase โดยช่องที่ 1-3 คือแถบดีเอ็นเอ

โดยท าการศึกษาสภาวะของสารละลายโดยการใช้ MnCI2 เป็นโคแฟกซ์เตอร์ที่ความเข้มข้น
สุดท้าย 0.25  0.5 และ 0.75 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ และ โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
หลังจากน ายีน BADH2 ที่คาดว่าเชื่อมต่อเข้ากับ  pGEM-T easy vector น าไปถ่ายโอนเข้า E.coli 

DH5α ผลปรากฏว่าไม่มีโคโลนีขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงสันนิษฐานว่าสาเหตุที่ท าการ
เชื่อมต่อชิ้นยีนจากพีซีอาร์ กับพลาสมิดไม่ได้ เนื่องจากมีปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอน้อยเกินไป จึงท าการ
เชื่อมต่อชิ้นยีนจากขั้นตอนการท าพีซีอาร์กับพลาสมิด pGEM®- T easy ด้วยอัตราส่วน 5 ต่อ 1 ใหม่อีกคร้ัง 
ผลปรากฏว่าไม่พบโคโลนีขึ้นบนจานเลี้ยงเชื้อหลังจากการน าชิ้นยีนที่คาดว่าเชื่อมต่อกับพลาสมิด  และ
เน่ืองจากเวลาในการท างานวิจัยหมดลง ทางผู้วิจัยจึงหยุดการท าวิจัยนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.5 kb 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 1.  สามารถสร้างยีน BADH2 กลายพันธุ์ 4 แบบคือ BADH2_Y420  BADH2_N162A  
BADH2_E260A และ BADH2_C294A ด้วยวิธี Site Directed Mutagenesis ได้โดยการเพิ่ม และแทนที่
กรดอะมิโนได้ส าเร็จ 
 

2.  สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนของเอนไซม์กลายพันธุ์ทั้ง 4 แบบ โดยการเหนี่ยวน าด้วย 
IPTG ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส ได้โปรตีนที่มีขนาด 58 กิโลดาลตัน 
 

3.  สามารถศึกษาสมบัติของเอนไซม์ BADH2 กลายพันธุท์ั้ง 4 แบบ  
 
      3.1  ผลการหาค่าจับกันอย่างจ าเพาะของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์พบว่า เอนไซม์ BADH2 
ดั้งเดิม เอนไซม์กลายพันธุ์ BADH2_Y420 BADH2_N162A  และ BADH2_ E260A มี ค่า Kd ต่อ         
โคแฟกซ์เตอร์ NAD+ เท่ากับ 8.35  26.77  19.30  และ 7.11 ไมโครโมลาร์ และมีค่า Kd เมื่อใช้        
โคแฟกซ์เตอร์ NADH มีค่าเท่ากับ  51.84  18.26  31.5  และ 52.39 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ แต่เอนไซม์  
BADH2_C294A มีค่า Kd ของเอนไซม์กับโคแฟกซ์เตอร์ NAD+  และ NADH มีค่าเท่ากับ  67.04 และ 8.30 
ไมโครโมลาร ์ตามล าดับ   
 
      3.2  ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ดั้งเดิม และกลายพันธุ์กับสับสเตรท AB-ald และ Bet-ald  พบว่า
เอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม BADH2_Y420 และ BADH2_N162A มีค่า kcat/Km เมื่อใช้สับสเตรท AB-ald 
เท่ากับ 292.48  117.89  และ  390.69  โมลาร์-1 วินาที-1   ตามล าดับ และค่า kcat/Km ต่อสับสเตรท Bet-ald มี
ค่าเท่ากับ 158.49  381.32  และ  172.82 โมลาร์-1 วินาที-1   ตามล าดับ แต่ไม่สามารถหาค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ BADH2_E260A และ BADH2_C294A กับสับสเตรททั้ง 2 ชนิดได ้       
            

4.  จากการท า Homology modeling ของยีน BADH2 กับ ALDH2 พบว่า N162  C294 อยู่ใน
บริเวณเร่งของเอนไซม์ และต าแหน่ง E260 เป็นบริเวณ substrate binding pocket ซึ่งจากผลการทดลอง
สอดคล้องกับผลที่ท าการกลายพันธุ์ เนื่องจากบริเวณดังกล่าวเป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ ดังนั้น
การกลายพันธุ์ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ต่อสับสเตรทเปลี่ยนไป 
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5.  สามารถตรวจสอบสาร GABA จากผลผลิตของกิจกรรมเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม 
BADH2_Y420 และ BADH2_N162A ด้วยวิธี Thin Layer Chromatography ได้สาร GABA ที่ปริมาณ  
0.12  0.004  และ 0.23 ไมโครกรัม ตามล าดับ 
 

6.  การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีน BADH2 ด้วยวิธีส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลต และ
ด้วยวิธี Error prone PCR ยังไม่ประสบความส าเร็จ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 



 

 

84 

81 

ข้อเสนอแนะ 

 
1.  เอนไซม ์BADH2 กลายพันธุ์ทั้งหมดถูกผลิตใน E. coli  โดยใช้ IPTG ที่เข้มข้นสุดท้าย 0.4 มิลลิโมลาร์ 

เป็นตัวเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของยีน และถูกท าให้บริสุทธิ์โดยผ่านคอลัมน์ Ni2+-ion affinity  
ซึ่งปัญหาที่พบในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ คือ กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงหากเก็บไว้นาน และควร
ใช้เอนไซม์ที่เตรียมใหม่ๆในการหากิจกรรม โดยการทดลองนี้ได้เติมสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์
โปรตีเอสลงไปด้วย คือ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

 
 2.  จากขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ พบว่าโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์โดยคอลัมน์ Ni2+-NTA affinity  
เมื่อน ามาตรวจสอบด้วย SDS-PAGE ยังคงเห็นแถบโปรตีนอื่นปนเปื้อนอยู่ ซึ่งพบว่าเห็นแถบโปรตีน
ปนเปื้อนติดมาเป็นปกติเมื่อมีจ านวนโปรตีนมาก หากปริมาณโปรตีนน้อยแถบโปรตีนที่ปนเปื้อนดังกล่าว
ก็จะน้อยตาม โดยทางผู้ท าวิจัยได้พยายามที่จะลดการปนเปื้อนโดยล้างคอลัมน์ ก่อนการท าบริสุทธิ์เพื่อลด
การปนเปื้อนจากแถบโปรตีนอ่ืนให้มากที่สุด 
 

3.  เพื่อที่จะท าบริสุทธิ์เอนไซม์ให้ได้ประสิทธิภาพมากที่สุด ผู้ท าการทดลองควรใช้อุปกรณ์ที่
สะอาด เพื่อป้องกันการปนเปื้อนของเอนไซม์โปรตีเอส และใช้เวลาในการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ให้สั้นที่สุด  
ควรตรวจสอบอุณหภูมิของตู้เย็นที่ใช้ ให้อยู่ประมาณ 4 องศาเซลเซียส รวมถึงในขั้นตอนในการไดอะไลซ์ 
เพื่อเปลี่ยนบัฟเฟอร์และก าจัดอิมมิดาโซล และควรน าโปรตีนที่ติดค้างในถุงไดอะไลซ์ออกให้หมด รวมทั้ง
ควรตรวจสอบถุงไดอะไลซิสว่าเกิดการร่ัวหรือไม่ เพื่อลดการสูญเสียปริมาณโปรตีน 
 

4.  การหากิจกรรมของเอนไซม์ มีปัจจัยส าคัญที่เกี่ยวข้องกับความสามารถของเอนไซม์ในการ
สลายสับสเตรทต่าง ๆ คือ  ขนาดของบริเวณช่องจับสับสเตรทของเอนไซม์ หรือความเกะกะของแขนงข้าง  
ความเป็นไฮโดรโฟรบิกของสภาพแวดล้อมบริเวณจับของเอนไซม์  การม้วนพับของเอนไซม์  และกรด   
อะมิโนต าแหน่งอ่ืน ๆ  โดยในการสลายสับสเตรท  จะเห็นว่ารูปร่างในบริเวณช่องจับสับสเตรทของ
เอนไซม์มีความส าคัญมาก อาจจะต้องมีการท าการกลายพันธุ์ในต าแหน่งอ่ืน หรือท าหลายๆ ต าแหน่ง
พร้อมกัน  ซึ่งอาจจะช่วยท าให้รูปร่างในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซม์ มีความเหมาะสมที่จะจับ โดย
งานวิจัยนี้ท าการแทนที่กรดอะมิโนแอสปาราจีน กลูตามิก ซิสทีอีน ไปเป็นกรดอะมิโนอะลานีนซึ่งมีแขนง
ข้างสั้นกว่า อาจท าให้ช่องว่างในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซม์กว้างขึ้น ซึ่งอาจท าให้มีความเหมาะสมที่
สลายสับสเตรทได้แย่ลง   
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 5.  จากผลการท าการกลายพันธุ์แบบสุ่มโดยวิธีการส่องใต้แสงอัลตราไวโอเลตพบว่าไม่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งผลของกิจกรรมไม่สอดคล้องกับผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยผล
ของกิจกรรมที่ต่างจากเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิม น่าจะเกิดจากความใกล้เคียงกันของค่ากิจกรรมที่ไม่ได้
แตกต่างจากเอนไซม์ BADH2 ดั้งเดิมมากนัก (ค่า kcat และ kcat/Km) ที่มีค่าใกล้เคียงกันโดยมีความแตกกต่าง
ของค่ากิจกรรม 1-2 เท่า ซึ่งหากมีการเกิดการเปลี่ยนไปของล าดับนิวคลีโอไทด์จริงควรแตกต่างกันถึง 10 เท่า 
ดังแสดงในการกลายพันธุ์โดยวิธี Site Directed Mutagenesis ที่เกิดความแตกต่างของค่ากิจกรรมเป็นอย่าง
มาก  ดังนั้นหากต้องการท าการกลายพันธุ์โดยวิธีนี้ ในอนาคตควรเพิ่มเวลาในการส่องใต้แสง
อัลตราไวโอเลตให้มากขึ้น เพื่อจะได้เกิดการกลายพันธุ์ได้จริง 
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ภาคผนวก ก 
ล าดับเบส  กรดอะมิโนของยีน BADH2 ดัง้เดิม และกลายพันธุ์ 
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1.  ล าดับเบส  และกรดอะมิโนของยีน BADH2 ดั้งเดิม 
 

ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCGCTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGC

CACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCGGCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGGAACC

GGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTG

GCTAGACTAGAGACGCTTGATTGTGGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGA

TCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATGGAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTG

TAGTTGGGTTGATCACACCTTGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGTACAGCTGTACTA

AAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTGTGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGAC

TGGATTAGGTTCTGAAGCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGA

TTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAA

AAAGCTGTTGAGTGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTTATTCTTCATAAAAAAATCGC

TAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAATATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTA

GTGAAGGACAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTGACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCAT

CTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATTACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCT

CTGTGTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACC

GCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAGATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGGGGC

GGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTACCTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGA

TGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCCCCTTCCAAGCTGTAA 

 

MATAIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSEL

ARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALAAGCTAVL

KPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFTGSYETGKKIMASAAPMVKPVSLELGGKSPIVVFDDVDVE

KAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQGATILTGGVRPKH

LEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELANDTHYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWG

GNKRSGFGRELGEGGIDNYLSVKQVTEYASDEPWGWYKSPSKL 

 
2.  ล าดับเบส  และกรดอะมิโนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่ง Y420 
 
ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCGCTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGC

CACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCGGCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGGAACC

GGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTG

GCTAGACTAGAGACGCTTGATTGTGGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGA

TCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATGGAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTG

TAGTTGGGTTGATCACACCTTGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGTACAGCTGTACTA

AAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTGTGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGAC

TGGATTAGGTTCTGAAGCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGA

TTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAA

AAAGCTGTTGAGTGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTTATTCTTCATAAAAAAATCGC

TAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAATATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTA

GTGAAGGACAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTGACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCAT

CTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATTACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCT

CTGTGTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTG

ACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAGATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG

GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTACCTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTC

CGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCCCCTTCCAAGCTGTAA 

 

MATAIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSEL

ARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALAAGCTAVL

KPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFTGSYETGKKIMASAAPMVKPVSLELGGKSPIVVFDDVDVE

KAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQGATILTGGVRPKH

LEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELANDTHYYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPW

GGNKRSGFGRELGEGGIDNYLSVKQVTEYASDEPWGWYKSPSKL 

 
หมายเหตุ: บริเวณที่ขีดเส้นใต้ คือบริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ 
 
 
 
 

 

 

 



 

 

98 

81 

3.  ล าดับเบส  และกรดอะมิโนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่ง N162A 
 
ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCGCTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGC

CACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCGGCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGGAACC

GGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTG

GCTAGACTAGAGACGCTTGATTGTGGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGA

TCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATGGAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTG

TAGTTGGGTTGATCACACCTTGGGCCTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGTACAGCTGTACTA

AAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTGTGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGAC

TGGATTAGGTTCTGAAGCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGA

TTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAA

AAAGCTGTTGAGTGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTTATTCTTCATAAAAAAATCGC

TAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAATATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTA

GTGAAGGACAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTGACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCAT

CTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATTACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCT

CTGTGTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACC

GCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAGATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGGGGC

GGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTACCTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGA

TGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCCCCTTCCAAGCTGTAA 

 

MATAIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSEL

ARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWAYPLLMATWKVAPALAAGCTAVL

KPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFTGSYETGKKIMASAAPMVKPVSLELGGKSPIVVFDDVDVE

KAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQGATILTGGVRPKH

LEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELANDTHYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWG

GNKRSGFGRELGEGGIDNYLSVKQVTEYASDEPWGWYKSPSKL 
 
หมายเหตุ: บริเวณที่ขีดเส้นใต้ คือบริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ 
 
4.  ล าดับเบส และกรดอะมิโนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่ง E260A 
 
ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCGCTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGC

CACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCGGCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGGAACC

GGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTG

GCTAGACTAGAGACGCTTGATTGTGGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGA

TCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATGGAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTG

TAGTTGGGTTGATCACACCTTGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGTACAGCTGTACTA

AAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTGTGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGAC

TGGATTAGGTTCTGAAGCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGA

TTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGCACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAA

AAAGCTGTTGAGTGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTTATTCTTCATAAAAAAATCGC

TAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAATATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTA

GTGAAGGACAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTGACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCAT

CTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATTACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCT

CTGTGTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACC

GCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAGATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGGGGC

GGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTACCTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGA

TGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCCCCTTCCAAGCTGTAA 

 

MATAIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSEL

ARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALAAGCTAVL

KPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFTGSYETGKKIMASAAPMVKPVSLALGGKSPIVVFDDVDVE

KAVEWTLFGCFWTNGQICSATSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQGATILTGGVRPKH

LEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELANDTHYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWG

GNKRSGFGRELGEGGIDNYLSVKQVTEYASDEPWGWYKSPSKL 

 
หมายเหตุ: บริเวณที่ขีดเส้นใต้ คือบริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ 
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5.  ล าดับเบส  และกรดอะมิโนของยีน BADH2 กลายพันธุ์ในต าแหน่ง C294A 

 
ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCGCTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGC

CACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCGGCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGGAACC

GGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTG

GCTAGACTAGAGACGCTTGATTGTGGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGA

TCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATGGAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTG

TAGTTGGGTTGATCACACCTTGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGTACAGCTGTACTA

AAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTGTGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGAC

TGGATTAGGTTCTGAAGCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTATGAAACTGGTAAAAAGA

TTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAA

AAAGCTGTTGAGTGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTGCCAGTGCAACATCGCGTCTTATTCTTCATAAAAAAATCGC

TAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAATATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTA

GTGAAGGACAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTGACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCAT

CTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATTACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCT

CTGTGTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATGGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACC

GCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAGATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGGGGC

GGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTACCTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGA

TGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCCCCTTCCAAGCTGTAA 

 

MATAIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSEL

ARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALAAGCTAVL

KPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFTGSYETGKKIMASAAPMVKPVSLELGGKSPIVVFDDVDVE

KAVEWTLFGCFWTNGQIASATSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQGATILTGGVRPKH

LEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELANDTHYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWG

GNKRSGFGRELGEGGIDNYLSVKQVTEYASDEPWGWYKSPSKL 

 

หมายเหตุ: บริเวณที่ขีดเส้นใต้ คือบริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ 
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การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน BADH2 ดั้งเดิม และกลายพันธุ์ท้ัง 4  แบบ 

 

BADH2             ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCG  60        

BADH2_Y420        ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCG  60 

BADH2_E260A       ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCG  60 

BADH2_C294A       ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCG  60 

BADH2_N162A       ATGGCCACGGCGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGCGCGCCCCCGCG  60 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             CTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGCCACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCG 120 

BADH2_Y420        CTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGCCACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCG 120 

BADH2_E260A       CTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGCCACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCG 120 

BADH2_C294A       CTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGCCACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCG 120 

BADH2_N162A       CTCGGCCGCCGCCTCCCCGTCGTCAACCCCGCCACCGAGTCCCCCATCGGCGAGATCCCG 120 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             GCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGG 180 

BADH2_Y420        GCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGG 180 

BADH2_E260A       GCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGG 180 

BADH2_C294A       GCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGG 180 

BADH2_N162A       GCGGGCACGGCGGAGGACGTGGACGCGGCGGTGGCGGCGGCGCGGGAGGCGCTGAAGAGG 180 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             AACCGGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA 240 

BADH2_Y420        AACCGGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA 240 

BADH2_E260A       AACCGGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA 240 

BADH2_C294A       AACCGGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA 240 

BADH2_N162A       AACCGGGGCCGCGACTGGGCGCGCGCGCCGGGCGCCGTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA 240 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             ATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTGGCTAGACTAGAGACGCTTGATTGT 300 

BADH2_Y420        ATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTGGCTAGACTAGAGACGCTTGATTGT 300 

BADH2_E260A       ATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTGGCTAGACTAGAGACGCTTGATTGT 300 

BADH2_C294A       ATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTGGCTAGACTAGAGACGCTTGATTGT 300 

BADH2_N162A       ATCGCGGCCAAGATAATCGAGAGGAAATCTGAGCTGGCTAGACTAGAGACGCTTGATTGT 300 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             GGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTAC 360 

BADH2_Y420        GGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTAC 360 

BADH2_E260A       GGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTAC 360 

BADH2_C294A       GGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTAC 360 

BADH2_N162A       GGGAAGCCTCTTGATGAAGCAGCATGGGACATGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTAC 360 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             TTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATG 420 

BADH2_Y420        TTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATG 420 

BADH2_E260A       TTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATG 420 

BADH2_C294A       TTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATG 420 

BADH2_N162A       TTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTCTCTCTTCCAATG 420 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             GAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTGTAGTTGGGTTGATCACACCT 480 

BADH2_Y420        GAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTGTAGTTGGGTTGATCACACCT 480 

BADH2_E260A       GAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTGTAGTTGGGTTGATCACACCT 480 

BADH2_C294A       GAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTGTAGTTGGGTTGATCACACCT 480 

BADH2_N162A       GAAAACTTTAAATGCTATCTTCGGAAAGAGCCTATCGGTGTAGTTGGGTTGATCACACCT 480 

                  ************************************************************ 

 

BADH2             TGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGT 540 

BADH2_Y420        TGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGT 540 

BADH2_E260A       TGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGT 540 

BADH2_C294A       TGGAACTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGT 540 

BADH2_N162A       TGGGCCTATCCTCTCCTGATGGCAACATGGAAGGTAGCTCCTGCCCTGGCTGCTGGCTGT 540 

                  ***  ******************************************************* 
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BADH2            ACAGCTGTACTAAAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTG 600 

BADH2_Y420       ACAGCTGTACTAAAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTG 600 

BADH2_E260A      ACAGCTGTACTAAAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTG 600 

BADH2_C294A      ACAGCTGTACTAAAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTG 600 

BADH2_N162A      ACAGCTGTACTAAAACCATCTGAATTGGCTTCCGTGACTTGTTTGGAGCTTGCTGATGTG 600 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            TGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGACTGGATTAGGTTCTGAA 660 

BADH2_Y420       TGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGACTGGATTAGGTTCTGAA 660 

BADH2_E260A      TGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGACTGGATTAGGTTCTGAA 660 

BADH2_C294A      TGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGACTGGATTAGGTTCTGAA 660 

BADH2_N162A      TGTAAAGAGGTTGGTCTTCCTTCAGGTGTGCTAAACATAGTGACTGGATTAGGTTCTGAA 660 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            GCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTAT 720 

BADH2_Y420       GCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTAT 720 

BADH2_E260A      GCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTAT 720 

BADH2_C294A      GCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTAT 720 

BADH2_N162A      GCCGGTGCTCCTTTGTCATCACACCCTGGTGTAGACAAGGTTGCATTTACTGGGAGTTAT 720 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            GAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAA 780 

BADH2_Y420       GAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAA 780 

BADH2_E260A      GAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGCA 780 

BADH2_C294A      GAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAA 780 

BADH2_N162A      GAAACTGGTAAAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATGGTTAAGCCTGTTTCACTGGAA 780 

                 ********************************************************** * 

 

BADH2            CTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAAAAAGCTGTTGAG 840 

BADH2_Y420       CTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAAAAAGCTGTTGAG 840 

BADH2_E260A      CTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAAAAAGCTGTTGAG 840 

BADH2_C294A      CTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAAAAAGCTGTTGAG 840 

BADH2_N162A      CTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTGGTGTTTGATGATGTTGATGTTGAAAAAGCTGTTGAG 840 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            TGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTT 900 

BADH2_Y420       TGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTT 900 

BADH2_E260A      TGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTT 900 

BADH2_C294A      TGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTGCCAGTGCAACATCGCGTCTT 900 

BADH2_N162A      TGGACTCTCTTTGGTTGCTTTTGGACCAATGGCCAGATTTGCAGTGCAACATCGCGTCTT 900 

                 ***************************************  ******************* 

 

BADH2            ATTCTTCATAAAAAAATCGCTAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAAT 960 

BADH2_Y420       ATTCTTCATAAAAAAATCGCTAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAAT 960 

BADH2_E260A      ATTCTTCATAAAAAAATCGCTAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAAT 960 

BADH2_C294A      ATTCTTCATAAAAAAATCGCTAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAAT 960 

BADH2_N162A      ATTCTTCATAAAAAAATCGCTAAAGAATTTCAAGAAAGGATGGTTGCATGGGCCAAAAAT 960 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            ATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTAGTGAAGGA 1020 

BADH2_Y420       ATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTAGTGAAGGA 1020 

BADH2_E260A      ATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTAGTGAAGGA 1020 

BADH2_C294A      ATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTAGTGAAGGA 1020 

BADH2_N162A      ATTAAGGTGTCAGATCCACTTGAAGAGGGTTGCAGGCTTGGGCCCGTTGTTAGTGAAGGA 1020 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            CAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTG 1080 

BADH2_Y420       CAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTG 1080 

BADH2_E260A      CAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTG 1080 

BADH2_C294A      CAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTG 1080 

BADH2_N162A      CAGTATGAGAAGATTAAGCAATTTGTATCTACCGCCAAAAGCCAAGGTGCTACCATTCTG 1080 

                 ************************************************************ 
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BADH2            ACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCATCTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATT 1140 

BADH2_Y420       ACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCATCTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATT 1140 

BADH2_E260A      ACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCATCTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATT 1140 

BADH2_C294A      ACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCATCTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATT 1140 

BADH2_N162A      ACTGGTGGGGTTAGACCCAAGCATCTGGAGAAAGGTTTCTATATTGAACCCACAATCATT 1140 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            ACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCTCTGT 1200 

BADH2_Y420       ACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCTCTGT 1200 

BADH2_E260A      ACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCTCTGT 1200 

BADH2_C294A      ACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCTCTGT 1200 

BADH2_N162A      ACTGATGTCGATACATCAATGCAAATTTGGAGGGAAGAAGTTTTTGGTCCAGTGCTCTGT 1200 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            GTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTAT--- 1257 

BADH2_Y420       GTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTATTAT 1260 

BADH2_E260A      GTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTAT--- 1257 

BADH2_C294A      GTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTAT--- 1257 

BADH2_N162A      GTGAAAGAATTTAGCACTGAAGAAGAAGCCATTGAATTGGCCAACGATACTCATTAT--- 1257 

                 *********************************************************    

 

BADH2            GGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAG 1317 

BADH2_Y420       GGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAG 1320 

BADH2_E260A      GGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAG 1317 

BADH2_C294A      GGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAG 1317 

BADH2_N162A      GGTCTGGCTGGTGCTGTGCTTTCCGGTGACCGCGAGCGATGCCAGAGATTAACTGAGGAG 1317 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            ATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG 1377 

BADH2_Y420       ATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG 1380 

BADH2_E260A      ATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG 1377 

BADH2_C294A      ATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG 1377 

BADH2_N162A      ATCGATGCCGGAATTATCTGGGTGAACTGCTCGCAACCCTGCTTCTGCCAAGCTCCATGG 1377 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTAC 1437 

BADH2_Y420       GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTAC 1440 

BADH2_E260A      GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTAC 1437 

BADH2_C294A      GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTAC 1437 

BADH2_N162A      GGCGGGAACAAGCGCAGCGGCTTTGGACGCGAGCTCGGAGAAGGGGGCATTGACAACTAC 1437 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            CTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCC 1497 

BADH2_Y420       CTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCC 1500 

BADH2_E260A      CTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCC 1497 

BADH2_C294A      CTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCC 1497 

BADH2_N162A      CTAAGCGTCAAGCAAGTGACGGAGTACGCCTCCGATGAGCCGTGGGGATGGTACAAATCC 1497 

                 ************************************************************ 

 

BADH2            CCTTCCAAGCTGTAA 1512 

BADH2_Y420       CCTTCCAAGCTGTAA 1515 

BADH2_E260A      CCTTCCAAGCTGTAA 1512 

BADH2_C294A      CCTTCCAAGCTGTAA 1512 

BADH2_N162A      CCTTCCAAGCTGTAA 1512 

                 *************** 

 

 

หมายเหตุ: บริเวณที่ขีดเส้นใต้ คือบริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ 
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ภาคผนวก ข 
                         เทคนิคทางรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ 
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1.  การเตรียมเซลล์คอมพีเทนท์ของ E. coli (DH5α หรือ BL21)   
 
 เลี้ยงเชื้อ E. coli ในอาหารเหลว LB  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อม
เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 คืน  จากนั้นดูดเซลล์แขวนลอยที่ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่
อาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาที จนกระทั่งได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.5-1.0 จากนั้นน าเซลล์
แขวนลอยที่ได้ บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 15–30 นาที  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนของเหลวทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นที่เย็น
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที น าส่วนของเหลวทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นแช่เย็นปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลล์ด้วยกลีเซอรอล 10 
เปอร์เซ็นต์ ที่แช่เย็นปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปปั่นตเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
สุดท้ายละลายตะกอนเซลล์ที่ได้ด้วย กลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต์ ที่แช่เย็นปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และน า
เซลล์คอมพีเทนท์ที่ได้ แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 50 ไมโครลิตร 
 
2.  การถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่ E. coli โดยเทคนิคการท าให้ผนังเซลล์แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน 
 
           น าเซลล์คอมพีเทนท์ E coli (DH5 α หรือ BL21) ที่ได้จากข้อ 1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมรวม
กับ พลาสมิดดีเอ็นเอปริมาณ 1-10 นาโนกรัม บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นท าให้ผนังเซลล์
แบคทีเรียเกิดรูพรุนด้วยความร้อน เพื่อท าให้เซลล์แบคทีเรียเกิดรอยร่ัวพลาสมิดจะเข้าในเซลล์แบคทีเรีย 
โดยน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที และบ่มบนน้ าแข็งทันทีอีก 3 นาที จากนั้น
เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เพื่อซ่อมแซมรอยร่ัวของเซลล์แบคทีเรีย จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่เขย่าด้วยความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นเหวี่ยงแยก
ตะกอนเชื้อ โดยเคร่ืองเหวี่ยงแยกตะกอน ที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสออกให้
เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตผสมตะกอนกับส่วนใสให้เข้ากันน าไป spread บนอาหารแข็ง LB 
ที่มียาปฏิชีวะนะคานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืน โดยกลับจานอาหารคว่ าลง 
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3.  การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีสกัดพลาสมิดดว้ยเบส  
 
 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวะนะ
คานามัยซินที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย
เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชั่งโมง ดูดเซลล์แขวนลอยที่ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ลงใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีเพื่อ
ตกตะกอนเซลล์ น าส่วนของเหลวทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย I ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากัน
ด้วยเคร่ืองผสม และเติมสารละลาย II ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดให้เข้ากันโดยกลับ
หลอดขึ้นลง จากนั้นเติมสารละลาย III ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดให้เข้ากันโดยกลับ
หลอดขึ้นลงจนเห็นเป็นเมือกสีขาวขุ่นจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 
นาที เทส่วนใสทิ้ง และเติมฟีนอลคลอโรฟอร์ม (24 ต่อ 23) ปริมาตรเท่าตัว จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงแยกที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนน าไปใส่หลอดทดลองขนาด  1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม่ จากนั้นเติมโซเดียมอะซิเตรทเข้มข้น 3 โมลาร์ปริมาตร 1/10 เท่า และเติมเอทานอล 
บริสุทธิ์ 2 เท่า ผสมสารในหลอดให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง จากนั้นน าไปแช่แข็งที่ -20 องศาเซลเซียส 
15 นาที และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และล้าง
ตะกอนสีขาวก้นหลอดด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซนต์จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้งโดยดูดส่วนใสออกให้หมด เปิดฝาหลอดรอจนตะกอนก้นหลอดแห้ง โดย
ตะกอนที่แห้งจะใส จากนั้นเติมน้ ากลั่นฆ่าเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และเก็บที่ - 20 
องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารละลายส าหรับ SDS-PAGE และ ดีเอ็นเออิเล็กโทรโฟรีซิส 
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การเตรียมสารละลายส าหรับ SDS-PAGE  
 
1.  สารละลายอะคริลาไมด์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

อะคริลาไมด์ เข้มข้น 30  เปอร์เซ็นต์                        60.0     กรัม                                             
บิสอะคริลาไมด์ เข้มข้น 0.8  เปอร์เซ็นต์              1.6     กรัม                                                            

              ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 200 มิลลิลิตร เก็บไว้ในภาชนะสีชาใน
ตู้เย็น 4 องศาเซลเชียส  
 
2.  สารละลายบัฟเฟอร์ 4x Resolving gel ปริมาตร 200 มิลลิลิตรประกอบด้วย  

Tris-Cl                                                                     36.3             กรัม   
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 200 มิลลิลิตร และปรับ pH ให้ได ้8.8   

ด้วยกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น เก็บไว้ใน ตู้เย็น 4 องศาเซลเชียส  
 
3.  สารละลายบัฟเฟอร์ 4x Stacking gel ปริมาตร 50 มิลลลิิตรประกอบด้วย 
              Tris                   3.0             กรัม 

ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 50 มิลลิลิตร และปรับ pH ให้ได้ 6.8 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เก็บไว้ใน ตู้เย็น 4 องศาเซลเชียส 
 
4.  สารละลาย SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

SDS                   1.0     กรัม                                                            
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง  

 
5.  สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต                              0.1             กรัม                                                        
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1 มิลลิลิตร ควรเตรียมก่อนใช้ไม่ควรเก็บ 
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6.  สารละลายบัฟเฟอร์ 2x Treatment ปริมาตร 10 มิลลิลิตรประกอบด้วย 
บัฟเฟอร์ 4x stacking gel                  2.5          มิลลิลิตร 
SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์                 4.0          มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล                    2.0          มิลลิลิตร 
โบรโมฟีนอลบลู                               2.0           มิลลิลิตร 
Dithiothreitol                               0.31          กรัม 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 10 มิลลิลิตร เก็บไว้ใน ตู้เย็น -20  องศาเซลเชียส  

 
7.  สารละลายบัฟเฟอร์ 10x loading ปริมาตร 500 มิลลิลิตรประกอบด้วย  

Tris                15.14          กรัม 
กลีเซอรอล                            72.07          กรัม 
SDS                 10.0           กรัม 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
8.  สารละลาย Staining ปริมาตร 500 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

Coomassie brilliant blue R-250               0.5             กรัม 
เมทานอล                          125.0            มิลลิลิตร 

 กรดอะซิตริก               50.0            มิลลิลิตร 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
9.  สารละลาย Destaining ปริมาตร 500 มิลลิลิตรประกอบด้วย  

เมทานอล               50.0            มิลลิลิตร      
กรดอะซิตริก               50.0            มิลลิลิตร 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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10.  เจลเอสดีเอส-อะคริลาไมด์ เข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์  
สารละลาย Resolving gel ปริมาตร 7  มิลลิลิตรประกอบด้วย 

น้ ากลั่น                                 2.31         มิลลิลิตร 
อะคริลาไมด์ 30 เปอร์เซ็นต์     2.8           มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร์ 4x Resolving gel                 1.75         มิลลิลิตร 
SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์     0.07         มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  0.07         มิลลิลิตร 
TAME                                 0.0028     มิลลิลิตร 

Stacking gel เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2  มิลลิลิตรประกอบด้วย 
น้ ากลั่น                                 1.4            มิลลิลิตร 
อะคริลาไมด์ เข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์                0.33          มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร์ 4x Stacking gel                              0.25           มิลลิลิตร 
SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์                0.02           มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์             0.02           มิลลิลิตร 
TAME                                                                                                0.002         มิลลิลิตร 

 
การเตรียมสารละลายส าหรับดีเอ็นเออิเล็กโทรโฟรรีซิส 
 
1.  บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 50x ปริมาตร 1000  มิลลิลิตรประกอบด้วย 

Tris-Base                                         240.2    กรัม                                                            
กรดอะซิตริก                             57.0            มิลลิลิตร            
EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์                           100.0           มิลลิลิตร              
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.  สีย้อมเจล 6x agarose gel ปริมาตร 100  มิลลิลิตรประกอบด้วย 

EDTA เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่ pH 8.0                                              5.0            มิลลิลติร  
โบรโมฟีนอลบลู เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์                                             4.0            มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์                                                          5.0            มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ง 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และยาปฏิชีวะนะ 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และยาปฏชิีวะนะ                              
 
1.  อาหารเหลว LB (Luria Bertani) ปริมาตร1000 มิลลิลิตรประกอบด้วย  

ทริปโตน                                                                                          10.0              กรัม 
ยีสตส์กัด                                                                                            5.0              กรัม 
โซเดียมคลอไรด์                                                                                5.0              กรัม           
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร และปรับ pH 7.0 ด้วย 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
2.  อาหารแข็ง LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรประกอบด้วย  

ทริปโตน                                                                                             1.0             กรัม 
ยีสตส์กัด                                                                                             0.5             กรัม 
โซเดียมคลอไรด์                                                                                 1.0             กรัม     
วุ้นส าหรับเลี้ยงแบคทีเรีย                                                                    2.0             กรัม 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตรและปรับ pH 7.0 ด้วย 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
3.  การเตรียมยาปฏิชีวะนะ 
     สารละลายคานามัยซิน  ปริมาตร 1 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

ยาปฏิชีวะนะคานามัยซิน                                                                    1.0            กรัม 
ละลายในน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 1 มิลลิลิตร จากนั้นกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน และเก็บที่     

-20 องศาเซลเซียส  
 

สารละลายแอมพิซิลีน  ปริมาตร1 มิลลิลิตรประกอบด้วย 
ยาปฏิชีวะนะแอมพิซิลีน                                                                    1.0            กรัม 
ละลายในน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ 1 มิลลิลิตร จากนั้นกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน และเก็บที่     

-20 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก จ 
การเตรียมสารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิดด้วยเบส 
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การเตรียมสารเคมีส าหรับการสกัดพลาสมิดด้วยเบส 
 
1.  สารละลาย I ปริมาตร 100 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

กลูโคส เข้มข้น 1 โมลาร์                                                                    5.0            มิลลิลิตร 
Tris-HCI เข้มข้น 1 โมลาร์ ที่ pH 8.0                                                  2.5            มิลลิลิตร  
EDTA  เข้มข้น  0.5  โมลาร์ ที่ pH 8.0                                                2.0            มิลลิลิตร 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.  สารละลาย II ปริมาตร 10 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 1 โมลาร์                                               2.0            มิลลิลิตร 
SDS เข้มข้น 1 โมลาร์                                                                         1.0            มิลลิลิตร  
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับสุดท้ายให้ได้ 10 มิลลลิิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
3.  สารละลาย III ปริมาตร 130 มิลลิลิตรประกอบด้วย 

โพแทสเซียมอะซิเตรท เข้มข้น 5 โมลาร์                                           90.0            มิลลิลิตร 
กรดอะซิตริก                                                                                     11.5            มิลลิลิตร  
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 130 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ฉ 
การเตรียมสารส าหรับท าบริสุทธิ์เอนไซม์ด้วยเคร่ือง FPLC และการเตรียมสารส าหรับท า TLC 
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การเตรียมสารส าหรับท าบริสุทธิเ์อนไซม์ด้วยเคร่ือง FPLC 
 
1.  สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับคอลัมน์ของเคร่ือง FPLC ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

Tris-HCI เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH ที่ 8.0                                       15.0            มิลลิลิตร 
โซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.5  มิลลิโมลาร ์                                      150.0            มิลลิลิตร 
อิมมิดาโซล 30 มิลลิโมลาร์                                                               75.0            มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.  สารละลาย บัฟเฟอร์ส าหรับชะโปรตีนจากคอลัมน์ของเคร่ือง FPLC ปริมาตร 300 มิลลิลิตร  
ประกอบด้วย 

Tris-HCI เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่ pH 8.0                                       15.0            มิลลิลิตร 
โซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.5  มิลลิโมลาร์                                       150.0            มิลลิลิตร 
อิมมิดาโซล 0.5 โมลาร์                                                                       4.5            มิลลิลิตร 

       ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 300 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
การเตรยีมสารส าหรับท า TLC 
 
1.  สารละลายนินไฮดรินเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

นินไฮดริน                                                                                          2.0            กรัม 
 ละลายสารข้างต้นด้วยเอทานอล ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
2.  สารตัวท าละลายปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

เอ็น-บิวทานอล                                                                                 66.68          มิลลิลิตร  
กรดอะซิตริก                                                                                    16.67          มิลลิลิตร 
ละลายสารข้างต้นด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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