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การหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ (Full Length) ของยนี alpha-amylase (ScAmy) จากหอยนางรมสาย
พนัธ์ุปากจีบ (Saccostrea commercialis) โดยใชเ้ทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACEs) พบวา่ยนี
แอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบประกอบดว้ยนิวคลีโอไทดจ์าํนวน 1,729 คู่เบส มีลาํดบันิวคลีโอ
ไทดท่ี์สามารถถอดรหสัเป็นกรดอะมิโน (Open Reading Frame, ORF) ท่ีมีความยาว 1,563 คู่เบส แปลเป็นโปรตีน
ท่ีประกอบดว้ย 520 เรซิดิวส์ มีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 57.763 kDa และมีค่า Theoretical isoelectric point (pI) 
เท่ากบั 6.36 ซ่ึงพบลาํดบักรดอะมิโนท่ีเป็นบริเวณอนุรักษ ์(conserved domain) ไดแ้ก่ FEW, GYCGVQISP, 
DVIINHM, HNYN, LVDLK, GFRVDTAKH, EVID, FTDNHD, GLTRVMSSY  เม่ือนาํลาํดบักรดอะมิโนของ 
ScAMY มาเปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนของหอยนางรมสายพนัธ์ุ Crassostrea gigas (CgAMY) พบวา่มีความ
เหมือนกนั 88 เปอร์เซ็นต ์จากการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์(ScAMY) สามารถทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภมิู, ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ี 40 °C และ 6.00 ตามลาํดบั และพบวา่ความเขม้ขน้ของเกลือท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมการ
ทาํงานของเอน็ไซมคื์อ นอ้ยกวา่ 0.5 M  ส่วนการศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในแต่ละเน้ือเยือ่โดย
ใชเ้ทคนิค Real-time PCR พบวา่มีการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสมากท่ีสุดในเน้ือเยือ่ส่วนของต่อมนํ้ายอ่ย 
(digestive grand) ปาก (labia Palps), เหงือก (gill), เน้ือเยือ่ปกคลุม (mantle) ตามลาํดบัและไม่พบการแสดงออก
ของยนีแอลฟาอะไมเลสในเน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือยดึติด (muscle) ซ่ึงผลจากการวิเคราะห์การแสดงออกโดยเทคนิค 
Real-time PCR มีผลตรงกบัการวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั   



 

Wimonsiri Sehawong  2011: Cloning, Expression Gene and Enzyme Activity Analysis of α-amylase 
from Oyster (Saccostrea commercialis).  Master of Science (Genetic Engineering), Major Field: Genetic
Engineering, Interdisciplinary Graduate Program.   
Thesis Advisor: Associate Professor Lertluk Ngernsiri, Ph.D.  79  pages. 
 
 
The study reports the full length nucleotide sequence of α-amylase (ScAmy) cDNA gene from the 

oyster, S. commercialis, using Rapid Amplification of cDNA End (RACE) technique. The obtained ScAmy 
cDNA was 1,729 bp long. The cDNA contained a 1,563 bp open reading frame (ORF) encoding 520 amino 
residuess. The predicted ScAmyI molecular mass of mature protein was 57.763 kDa and the estimated 
isoelectric point (pI) was 6.36. The α-amylase (ScAMY) protein had 9 conserved domains ( FEW, 
GYCGVQISP, DVIINHM, HNYN, LVDLK, GFRVDTAKH, EVID, FTDNHD, GLTRVMSSY). The ScAMY 
sequence was BLAST with the CgAMY of Crassostrea gigas and showed 88 % identity. The optimum 
temperature and pH of ScAMY were found at 40 °C and 6.00, respectively. The enzymes were active at 0.5 M 
NaCl. Tissue-specific ScAmy mRNA expression was examined by Real-Time PCR technique and RT-PCR 
(Reverse transcription polymerase chain reaction) techniques. We found that two techniques showed the same 
results.The ScAmy was expressed at the highest levels in the digestive gland, Labia Palps, gill, mantel 
respectively and not expressed in muscel.  
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Cys (C)   =    cysteine 
Glu (E)   =    glutamic acid 
Gln (Q)   =    glutamine 
Gly (G)   =    glycine 
His (H)   =    histidine 
Leu (L)               =   leucine 
Lys (K)               =           lysine 
Met (M) =           methionine 
Phe (F)                =           phenylalanine 
Pro (P)  =           proline 
Ser (S)   =           serine 
Thr (T)  =           threonine 
Trp (W)  =           tryptophan 
Tyr (Y)   =           tyrosine 
Val (V)                =          valine 
Asx (B)  =          asparagine หรือ aspatic acid 
Glx (Z)   =          glutamine หรือ glutamic acid 
Xle (J)               =           Leucine หรือ Isoleucine 
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การโคลน การแสดงออกและการวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส 

จากหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจบี (Saccostrea commercialis) 
 

Cloning, Expression Gene and Enzyme Activity Analysis of α-amylase from 

Oyster (Saccostrea commercialis) 
 

คาํนํา 
 

"หอยปากจีบ"  หรือ "หอยเจาะ" มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Saccostrea commercialis เป็นหอย
นางรมท่ีมีขนาดเลก็เป็นท่ีรู้จกัอยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากมีรสชาดดี มีคุณค่าทางโภชนาการและยงั
สามารถนาํมาประกอบเป็นอาหารไดห้ลากหลาย และเป็นวตัถุดิบป้อนโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 
(กรมประมง, 2536) จดัวา่เป็นหอยทะเลท่ีมีคุณค่าและมีความสาํคญัทางเศรษฐกิจมากชนิดหน่ึง
โดยเฉพาะอยา่งยิง่สาํหรับชุมชนใกลเ้คียงหรืออยูติ่ดกบัชายฝ่ังทะเล ทั้งน้ีเพราะสามารถนาํหอย
นางรมมาใชป้ระโยชน์ไดท้ั้งใชเ้ป็นอาหารโดยตรง นอกจากน้ีเปลือกของหอยนางรมยงันาํมาบด
เป็นปูนขาวเพ่ือใชใ้นอุตสาหกรรมการก่อสร้าง (พฑัยารัตน์, 2550)  

 
หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (Saccostrea commercialis)  เป็นสตัวน์ํ้ าท่ีมีความสาํคญัทาง

เศรษฐกิจ และอุตสาหกรรมอาหารชนิดหน่ึงของประเทศไทย จากขอ้มูลทางสถิติของกรมประมง
พบวา่ในปี ค.ศ. 2000 ผลผลิตจากการเพาะเล้ียงหอยนางรมในประเทศไทย 0.7 ลา้นตนั (เป็นอนัดบั
ท่ี 5 ของโลก) อุตสาหกรรมการเล้ียงหอยนางรมตั้งแต่อดีตจนปัจจุบนัมีการขยายตวัสูงข้ึนและมี
แนวโนม้ขยายตวัไดอี้กมากเพราะผลผลิตในปัจจุบนัยงัไม่เพียงพอต่อการบริโภคภายในประเทศ 
หอยนางรมจึงเป็นสตัวน์ํ้ าท่ีมีผูส้นใจศึกษากนัอยา่งกวา้งขวางทั้งในประเทศและต่างประเทศ ใน
ดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ กลไกท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและพฒันาการของหอย รวมทั้งกลไกการ
ยอ่ยอาหารและปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาหาร เช่น เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ซ่ึงมีการศึกษาถึงในระดบั
โมเลกลุ 

 
แอลฟาอะไมเลส (alpha-Amylase) นั้นมีความสาํคญัอยา่งยิง่ต่อระบบการยอ่ยอาหารของ

ส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในสตัวต่์างๆ โดยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสทาํหนา้ท่ียอ่ยสลายอาหาร
จาํพวกแป้งไกลโคเจน (Glycogen) ใหมี้ขนาดเลก็ลงทา้ยสุดของกลไกจะไดน้ํ้ าตาลมอลโทส
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(maltose) และเดซ็ทริน (dextrin) ผลผลิตท่ีไดจ้ะมีขนาดเลก็ลงมาก และทา้ยสุดของกลไกจะได้
นํ้ าตาลมอลโทส ซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานหลกัท่ีสาํคญัของส่ิงมีชีวิต จากนั้นกจ็ะมีการนาํไปใชใ้นการ
เจริญเติบโตต่อไป ดงันั้นการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลส อาจเป็นขอ้มูล
พื้นฐานท่ีสาํคญัในการพฒันาประสิทธิภาพในการทาํงานของเอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

 1. เพื่อหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของยนีแอลฟาอะไมเลสจากหอยนางรมสายพนัธ์ุ
ปากจีบ (Full Length) 
 
 2.เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมโดยเทคนิค RT-PCR และ 
Real-Time PCR เพื่อดูระดบัการแสดงออกของเน่ือเยือ่ในอวยัวะส่วนต่างๆ 
 
 3. เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสเน่ืองมาจาก อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
และความเขม้ขน้ของเกลือ ในปริมาณท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอน็ไซม ์
 
 4. เพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบกบัส่ิงมีชีวิต
ชนิดอ่ืนๆโดยศึกษาจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลสและลาํดบักรดอะมิโนของยนี
แอลฟาอะไมเลส  
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การตรวจเอกสาร 

 
หอยนางรม (oyster) เป็นหอยสองฝาท่ีเกาะอยูก่บัท่ี ในประเทศไทยมีการเล้ียงหอยนางรม

อยูมี่ 3 สายพนัธ์ุ คือ หอยตะโกรมกรามขาว (Crassostrea belcheri) หอยตะโกรมกรามดาํ 
(Crassostrea lugubris) และหอยนางรมปากจีบ (Saccostrea commercialis) ซ่ึงหอยแต่ละสายพนัธ์ุมี
ลกัษณะแตกต่างกนัดงัภาพท่ี 1 หอยนางรมแต่ละสายพนัธ์ุมีบริเวณท่ีเล้ียงดงัน้ีคือ 

 
  หอยตะโกรมกรามขาว (Crassostrea belcheri) นิยมเล้ียงกันมากทางภาคใตช้ายฝ่ัง
ตะวนัออก คือ จงัหวดัชุมพรและจงัหวดัสุราษฎร์ธานี และชายทะเลฝ่ังอนัดามนั คือ จงัหวดัระนอง 
จงัหวดัพงังา จงัหวดัตรังและจงัหวดัสตูล เป็นตน้ จงัหวดัท่ีเล้ียงหอยตะโกรมกรามขาวกนัมากท่ีสุด 
ไดแ้ก่ จงัหวดัสุราษฎร์ธานี นอกจากน้ียงัพบวา่มีการนาํเอาลูกหอยจากภาคใตม้าเล้ียงกนับา้งเลก็นอ้ย
ในเขตจงัหวดัชลบุรี เช่น ตาํบลอ่างศิลาและตาํบลแหลมแท่น เป็นตน้ 
 

หอยนางรมตะโกรมดาํ (Crassostrea lugubris) เป็นหอยนางรมท่ีไม่ไดรั้บการส่งเสริมใหมี้
การเล้ียงมากนกัเน่ืองจากลกัษณะของตวัหอยมีสีดาํทาํให้ไม่เป็นท่ีนิยมบริโภคมากนกั แต่จะพบใน
แถบชายฝ่ังตะวนัออกบริเวณจงัหวดัสุราษฎร์ธานี 

 
"หอยปากจีบ"  หรือ "หอยเจาะ" (Saccostrea commercialis) นิยมเล้ียงกนัมากท่ีแถบภาค

ตะวนัออก ไดแ้ก่ จงัหวดัชลบุรี จงัหวดัจนัทบุรี จงัหวดัระยอง (ทรงชยั, 2546) 
 
หอยนางรมปากจีบมีขนาดเลก็เป็นท่ีรู้จกักนัดีแพร่หลายทัว่ไป เน้ือมีรสชาดดี มีคุณค่าทาง

โภชนาการและยงัสามารถนาํมาประกอบเป็นอาหารไดห้ลายชนิด (กรมประมง, 2536) จึงจดัวา่เป็น
หอยทะเลท่ีมีคุณค่าและมีความสาํคญัทางเศรษฐกิจมากชนิดหน่ึงโดยเฉพาะอยา่งยิง่สาํหรับชุมชน
ใกลเ้คียงหรืออยูติ่ดกบัชายฝ่ังทะเล ทั้งน้ีเพราะสามารถนาํหอยปากจีบมาใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งเตม็ท่ี 
ทั้งใชเ้ป็นอาหารโดยตรง ใชใ้นอุตสาหกรรมการผลิตอาหารและอุตสาหกรรมการก่อสร้างจากปูน
ขาวท่ีไดจ้ากเปลือกหอยบด (พฑัยารัตน,์ 2550) หอยปากจีบอาศยัอยูต่ ั้งแต่บริเวณปากแม่นํ้า
ตลอดไปจนถึงบริเวณชายฝ่ังทะเล ซ่ึงในบริเวณดงักล่าวมีการเปล่ียนแปลงความเคม็ในช่วงกวา้ง มี
การเปล่ียน แปลงทางกายภาพ เช่น ความขุ่นใสของนํ้าอนัเน่ืองจากสารแขวนลอยประเภท
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สารอินทรียแ์ละสารอนินทรียอ์ยูต่ลอดเวลา (พิทกัษ,์ 2540) หอยปากจีบมีความสามารถปรับตวัเขา้
กบัสภาพแวดลอ้มและมีความทนทานต่อการเปล่ียนแปลงสภาวะแวดลอ้มท่ีเกิดข้ึนอยูเ่ป็นประจาํ  
(ศุภพงศ,์ 2532) ทาํใหห้อยปากจีบเป็นหอยนางรมท่ีมีศกัยภาพสาํหรับการนาํมาเพาะเล้ียงใน
ลกัษณะครบวงจร  

 
อุตสาหกรรมการเล้ียงหอยนางรมตั้งแต่อดีตจนปัจจุบนันบัวา่มีการขยายตวัในการลงทุน

สูงข้ึน จากขอ้มูลสถิติทางการประมงท่ีรายงานโดย FAO ในปี ค.ศ. 2000 ผลผลิตจากการเพาะเล้ียง
สตัวน์ํ้ ารวมทัว่โลกมีปริมาณมากกวา่ 45.7 ลา้นตนั ผลผลิตสตัวน์ํ้ าประเภทหอยจากการเพาะเล้ียง
รวมทัว่โลกมีประมาณ 10.7 ลา้นตนั เป็นหอยนางรมมากท่ีสุดคือประมาณ 4 ลา้นตนั ในประเทศ
ไทยมีผลผลิตจากการเพาะเล้ียงหอยประมาณ 0.7 ลา้นตนั คิดเป็นอนัดบัท่ี 5 ของโลก (Food and 
Agriculture Organization [FAO], 2005) โดยในปี พ.ศ. 2518 มีพื้นท่ีการเพาะเล้ียงหอยนางรม
โดยรวม 2,042 ไร่ ผลผลิต 5,457 ตนัต่อปี ส่วนในปี พ.ศ. 2528 มีพื้นท่ีการเล้ียงโดยรวมเพ่ิมมากข้ึน
เป็น 6,053 ไร่ ในขณะท่ีไดผ้ลผลิตเพียง 5,241 ตนัต่อปีเท่านั้น (กรมประมง, 2536) จนกระทัง่
ในช่วงระยะหลงัจากปี พ.ศ. 2531 การเล้ียงหอยนางรมเร่ิมไดรั้บการสนใจจากชาวประมงท่ีมีถ่ินท่ี
อยูอ่าศยัอยูต่ามเขตจงัหวดัชายทะเลเพ่ิมมากข้ึน ทาํใหพ้ื้นท่ีการเล้ียงหอยนางรมขยายเพ่ิมมากข้ึน
ประมาณในอตัราร้อยละ 14  ต่อปี ผลผลิตท่ีไดจ้ากฟาร์มเพิ่มข้ึนในอตัราร้อยละ 73 ต่อปี และ
ปัจจุบนัมีผูเ้ล้ียงหอยนางรมอยูป่ระมาณ 4,745 ราย เน้ือท่ีการเล้ียง 8,184 ไร่ ผลิตหอยนางรมได้
ประมาณปีละ 19,274 ตนั ในเดือนมีนาคม พ.ศ. 2542 พบวา่ หอยปากจีบเป็นทั้งเปลือกซ้ือจากฟาร์ม
ในทอ้งท่ีการเล้ียงทางภาคใต ้ เม่ือเทียบกบัผลผลิตประมาณ 5,000 - 6,000 ตวัต่อไร่ จะได้
ค่าตอบแทนประมาณ 60,000.- 96,000. บาทต่อไร่และราคาขายเม่ือ วนัท่ี 30 ตุลาคม 2552 หอยปาก
จีบสดซ้ือขายกนัในเขตจงัหวดัชลบุรีจะมีราคากิโลกรัมละประมาณ 20-25 บาท นบัวา่หอยนางรม
เป็นสตัวน์ํ้ าท่ีมีความสาํคญัต่อ    การสร้างรายไดใ้หก้บัชุมชนชาวประมงเป็นอยา่งมากในปัจจุบนั 
(ประจิต, 2540) 
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(A)                      (B) 

 
ภาพที ่1 หอยนางรม Crassostrea และ Saccostrea ท่ีพบในประเทศไทย 

(A) Genus Crassostrea และ (B) Genus Saccostrea 
 

ทีม่า: ธีระชาติ (2539) 
 
อนุกรมวธิานของหอยนางรมปากจีบ 
 

หอยนางรมนั้นจดัลาํดบัทางอนุกรมวิธานตามฐานขอ้มูล NCBI (จรวย, 2543) ไดด้งัน้ี  
 

      Superkingdom        : Eukayota 
        Kingdom              : Metazoa 
          Phylum               : Mollusca  
           Class                  : Bivalvia or Pelecypoda  
              Order               : Ostreoida  
                Family           : Ostraeidae  
                  Genus          : Saccostrea 
                   Species       : commercialis 

 
ลกัษณะของหอยนางรม 
 

หอยนางรมเป็นหอยทะเลสองฝาท่ีเกาะอยูก่บัท่ี โดยฝาทั้งสองขา้งไม่เท่ากนั (ภาพท่ี 2) บาง
ชนิดมีสีนํ้าตาล หรือสีเทา โดยมีกาบบนใหญ่และแบนกวา่กาบล่าง ส่วนกาบล่างซ่ึงมีลกัษณะโคง้เวา้ 
จะเป็นส่วนท่ีมีตวัหอยติดอยู ่ดา้นท่ีมีเน้ือฝังอยูจ่ะเวา้ลึกลงไปคลา้ยรูปถว้ย เปลือกหอยนางรม
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ประกอบดว้ยหินปูนร้อยละ 95 เปลือกขา้งซา้ยติดอยูก่บัวสัดุท่ีเป็นของแขง็หรือจานยดึติดกบัวตัถุ
แขง็ เช่น กอ้นหิน ไมห้ลกั หรือเปลือกหอยท่ีจมอยูใ่นทะเล  ดงันั้นหอยท่ีลงยดึเกาะจึงไม่มีการ
เคล่ือนท่ีอีกตลอดชีวิตของมนัดว้ยเหตุน้ีหอยนางรมจึงไม่มีเทา้ (foot) ซ่ึงผดิกบัหอยสองฝาส่วนมาก 
ส่วนอวยัวะท่ีเหลือกไ็ม่แตกต่างจากหอยสองฝาอ่ืน ๆ มากนกั  โดยจะไม่มีฟัน ไม่มีท่อนํ้าและไม่มี
เสน้ใย  นอกจากน้ีหอยนางรมยงัมีกลา้มเน้ือยดึเปลือก  (adductor muscle) เพียงอนัเดียว  
(คเชนทร์, 2544) หอยท่ีพบในธรรมชาติมกัจะอยูก่นัอยา่งเบียดเสียดจึงมีรูปร่างบิดเบ้ียวไปตามพื้นท่ี
ท่ีเกาะอาศยัอยู ่เปลือกหอยนางรมประกอบดว้ยหินปูนร้อยละ 95 รสชาติของหอยนางรมข้ึนอยูก่บั
แหล่งอาศยั หรือแหล่งเพาะเล้ียงมากกวา่สายพนัธ์ุ (จรวย,2543) 

 

 
 

ภาพที ่2 ลกัษณะของหอยนางรม 
 
ทีม่า : ธีระชาติ (2539) 
 
วงจรชีวติของหอยนางรม 
 

วงจรชีวิตของหอยนางรมเร่ิมจากตวัเตม็วยัจะปล่อยเซลลสื์บพนัธ์ุในช่วงเดือนพฤษภาคม
ถึงเดือนตุลาคม หอยตวัผูจ้ะปล่อยไข่และตวัเมียจะปล่อยสเปิร์มออกมาในนํ้า ออกมาผสมกนั 
จากนั้นไข่ท่ีไดรั้บการผสมสมบูรณ์แลว้ไข่จะพฒันาไปเป็น planktonic วา่ยอยูใ่นนํ้าเป็นเวลา 6 
ชัว่โมงแลว้จึงเป็นตวัอ่อน trochophore เป็นเวลาประมาณ 6 ชัว่โมงจะเกิดการพฒันาอวยัวะส่วน
บานพบัเปลือกหอยเป็นเสน้ตรง  (straight  hinge)  ลูกหอยในระยะน้ีมีรูปร่างลกัษณะคลา้ยตวัดี  ทาํ
ใหเ้รียกลูกหอยในระยะน้ีวา่อกัษรดี  (D-stage)ในระยะน้ีใชเ้วลาประมาณ 12-24 ชัว่โมง หลงัจากมี
เปลือกบานพบัแลว้ลูกหอยในระยะอกัษรดีเร่ิมกินสาหร่ายเซลลเ์ดียวหรือแพลงตต์อนท่ีมีขนาดเลก็
ไม่เกิน 5 ไมโครลิตร เป็นอาหาร เช่น monochrysis  หรือ  isochrysis  ในช่วงน้ีลูกหอยนางรมจะวา่ย
นํ้าเพื่อหาอาหารเป็นเวลา 3 อาทิตย ์(คมน์, 2533) ภายใตส้ภาพอุณหภูมิและอาหารท่ีเหมาะสมลูก
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หอยนางรมจะเจริญเป็น เพดิวีลิเจอร์ (pediveliger) ท่ีมีจุดสีดาํเรียกวา่ตาหรืออายสปอต  (eyespot) 
ซ่ึงเป็นอวยัวะรับแสงท่ีก่ึงกลางของลาํตวัทั้งสองขา้ง  ตวัอ่อนของหอยบางชนิดเท่านั้นท่ีมีอายสปอต 
หลงัจากนั้นเปลือกของลูกหอยเกาะยดึติดกบัวสัดุแวดลอ้มท่ีมีอาหารท่ีสมบูรณ์ เช่นโขดหินใตท้ะเล 
ท่อนไม ้เสาซีเมนต ์(ชยัวฒัน,์ 2540) (ภาพท่ี 3) 

 

 
 
ภาพที ่3 วงจรชีวติของหอยนางรม 
 
ทีม่า: Ward (1998) 

 
 เม่ือลูกหอยนางรมกาํลงัจะเร่ิมเกาะ  ผูเ้พาะเล้ียงจะนาํวสัดุท่ีใชล่้อหอยลงเกาะเรียกวา่  คลัช  
(cultch) ตวัอ่อนของหอยนางรมท่ีลงเกาะเรียกวา่  ลูกหอยระยะเป็นเกลด็หรือสแปทท ์ (spat) 
เน่ืองจากการท่ีลูกหอยนางรมตอ้งมีวสัดุสาํหรับเกาะ  จะทาํใหข้ั้นตอนการเล้ียงในช่วงต่อไปตอ้งใช้
แรงงานและพื้นท่ีในการเล้ียงมาก  ดงันั้นจึงมีผูคิ้ดคน้วิธีทาํใหลู้กหอยแปรสภาพเป็นหอยวยัเกลด็
โดยไม่ตอ้งใชว้สัดุลงเกาะซ่ึงสามารถทาํไดโ้ดยใชส้ารเคมีไดแ้ก่ เอพิเนฟริน (epinephrin) หรือ 
นอเอพิเนฟริน (norepinephrin) ซ่ึงเป็นสารเคมีท่ีมีความสาํคญัในการส่งสญัญาณในระบบประสาท  
การท่ีลูกหอยนางรมเจริญเติบโตโดยไม่ตอ้งมีวสัดุเกาะทาํใหเ้ล้ียงสะดวกและรูปร่างของหอยเม่ือถึง
เวลาขายเหมือนกนั  มีลกัษณะสวยงาม  เป็นท่ีตอ้งการของภตัตาคารในสหรัฐอเมริกาและยโุรป จน
ลูกหอยมีขนาดประมาณ 6 เซนติเมตรข้ึนไป  ซ่ึงใชร้ะยะเวลาในการเล้ียงประมาณ 10-15 เดือน 
(เสาวภา และคณะ, 2529) 
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ระบบทางเดินอาหารของหอยนางรม 
 

ระบบทางเดินอาหารประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นปาก ซ่ึงอยูใ่ตก้ลา้มเน้ือยดึฝาทางดา้นหวั 
ประกอบดว้ยช่องปากเลก็ ๆ ขา้งของปากมีแผน่เน้ือรูปสามเหล่ียมเรียกวา่ เลเบียลพลัพ ์(labial palp) 
ช่วยโบกพดัใหอ้าหารตกลงไปในหลอดอาหาร ซ่ึงมีลกัษณะเป็นท่อสั้น ต่อจากปากเขา้สู่กระเพาะ
อาหารกระเพาะอาหารเป็นถุงเลก็ ๆ ผนงัหนาโดยกระเพาะอาหารจะฝังอยูใ่นตบั (digestive gland) 
ซ่ึงตบัจะสร้างนํ้ายอ่ยปล่อยลงสู่กระเพาะอาหาร แลว้เขา้สู่ลาํไสมี้ลกัษณะเป็นท่อยาวขดไปขดมา
ส่วนปลายของลาํไสว้กกลบัข้ึนมาขา้งบนในระดบัเดียวกบักระเพาะอาหาร ส่วนท่ีต่อจากลาํไสเ้ป็น
ไสต้รง มีลกัษณะเป็นท่อตรงยาวไปตามความยาวของลาํตวัดา้นหลงั ทวารหนกั เป็นส่วนปลายของ
ไสต้รงอยูเ่หนือกลา้มเน้ือยดึกาบทางตอนทา้ยของลาํตวัโดยทวารหนกัเปิดออกตรงช่องนํ้าออก 
(excurrent siphon) ของหอยนางรม กากอาหารท่ียอ่ยไม่ไดก้จ็ะถูกขบัออกทางทวารหนกั (ภาพท่ี 4) 
กาํจดัออกจากตวัหอยพร้อมกบันํ้าท่ีไหลออกทางช่องนํ้าออกต่อไป ทางเดินอาหารของหอยนางรม
เรียงตามลาํดบัไดด้งัน้ี  
 

 
 

 

 
 

ภาพที ่4 ทางเดินอาหารของหอยนางรม 
 
ทีม่า: Richard Fox, Lander University (2007)  

ไสต้รง ลาํไส ้กระเพาะอาหาร หลอดอาหาร ปาก 

ตบั (สร้างนํ้ายอ่ย) 

 ทวารหนกั 
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การดํารงชีวติของหอยนางรม 
 

หอยนางรมดาํรงชีวิตอยูไ่ดโ้ดยการดูดนํ้ารอบ ๆ ตวัเขา้ไปทางดา้นหน่ึง และปล่อยท้ิงออก
อีกดา้นหน่ึง อาหารและก๊าซออกซิเจนจะเขา้ไปพร้อมกบันํ้า อาหารของหอยนางรมไดแ้ก่ แพลงค์
ตอนพืช, แพลงคต์อนสตัวท่ี์ล่องลอยอยูใ่นนํ้า และสาหร่ายเซลลเ์ดียว หอยนางรมเป็นสตัวท่ี์มีเพศผู ้
และเพศเมียแยกกนั ในช่วงท่ีมีการผสมพนัธ์ุหอยตวัเมียจะปล่อยไข่และหอยตวัผูจ้ะปล่อยนํ้าเช้ือ
ออกมาผสมกนัในนํ้า หอยนางรมท่ีพบในประเทศไทยจะวางไข่ตลอดปี แต่จะพบมากในระหวา่ง
เดือนกมุภาพนัธ์ ถึง เดือนเมษายน หอยนางรมวางไข่คร้ังหน่ึงประมาณ 1-9 ลา้นฟอง อยูไ่ดท้ั้งในนํ้า
ทะเลและในบริเวณเขต นํ้ากร่อย (ปิยะพงศ ์,2525) 
 
แหล่งทีพ่บหอยนางรมในประเทศไทย 
 

แหล่งท่ีพบโดยทัว่ไปคือตามบริเวณนํ้าต้ืนชายฝ่ังทะเล ปากแม่นํ้าลาํคลอง ในแถบภาค
ตะวนัออกและภาคใต ้เช่น ชลบุรี และ สุราษฎร์ธานี  ซ่ึงเป็นแหล่งท่ีเล้ียงหอยนางรมใหญ่ท่ีสุด 
(ภาพท่ี 5 ) ไดแ้ก่บริเวณอ่าวท่ีตาํบลท่าทอง อาํเภอกาญจนดิษฐ ์นอกจากน้ีกมี็การเล้ียงอีกท่ีบริเวณ 
แหลมซุย อาํเภอไชยา จงัหวดัสุราษฎร์ธานี ปัจจุบนัมีผูเ้ล้ียงหอยนางรมในพื้นท่ีจงัหวดัสุราษฎร์ธานี
ประมาณ 741 ราย เน้ือท่ีประมาณ 4,866 ไร่ หอยนางรมท่ีพบในประเทศไทยจะวางไข่ตลอดปี มาก
หรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัชนิดและแหล่งท่ีอยู ่เช่น หอยตะโกรม ท่ีแม่นํ้ าเวฬุ จงัหวดัจนัทบุรี วางไข่มาก
ท่ีสุดในเดือน ตุลาคม-ธนัวาคม หอยนางรมปากจีบขนาดเลก็ท่ีตาํบลอ่างศิลา จงัหวดัชลบุรีวางไข่
เป็น 3 ช่วง คือช่วงแรกเดือนมีนาคม-เมษายน ช่วงท่ี 2 เดือนมิถุนายน-กรกฎาคมและช่วงท่ี 3 เดือน
กนัยายน-ตุลาคม ผลผลิตของหอยนางรมส่วนใหญ่จะเกบ็ไดจ้ากฟาร์มเล้ียงท่ีมีการล่อลูกหอย
นางรมจากแหล่งธรรมชาติ (สุภาพร, 2538) 
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ภาพที ่5 แสดงบริเวณพบหอยนางรมสายพนัธ์ุ Crassostrea belchen, Crassostre lugubris, 
              Saccostrea commercialis 
 
ทีม่า: เสาวภา และคณะ (2529) 
 
การเลีย้งหอยนางรมในประเทศไทย 
 

การเล้ียงหอยนางรมในประเทศไทยเร่ิมข้ึนคร้ังแรกท่ีจงัหวดัจนัทบุรี เม่ือประมาณปี  
พ.ศ. 2485 หอยนางรมเป็นอาหารทะเลท่ีนิยมบริโภคกนัอยา่งแพร่หลาย เป็นอาหารท่ีจดัไดว้า่มี
คุณค่าทางโภชนาการสูง และเป็นวตัถุดิบท่ีสาํคญัในการแปรรูปอุตสาหกรรมอาหารดว้ย  
(กรรณิกา, 2530) การเล้ียงหอยนางรมในประเทศไทยเป็นการเล้ียงแบบครอบครัว  ไม่ไดท้าํเป็น
ธุรกิจใหญ่เหมือนในต่างประเทศ  วิธีการเล้ียงเป็นแบบดั้งเดิมมีการพฒันาการเล้ียงไม่มากนกั  ทาํ
ใหผ้ลผลิตมีแนวโนม้วา่จะลดลงในช่วงปีพทุธศกัราช  2549 ถึง 2551  แมว้า่พื้นท่ีเพาะเล้ียงจะยงั
สามารถขยายไดอี้กมาก  ทั้งน้ีการลดลงของผลผลิตอาจมีผลสืบเน่ืองมาจากปัญหาการขาดความรู้
ดา้นวิชาการ (ไพโรจน,์ 2533) ทั้งดา้นการรวบรวมลูกหอยจากธรรมชาติ วิธีการเล้ียงและ
สภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงไป  ต่อมามีการนาํเทคโนโลยกีารเล้ียงแบบใหม่ๆ มาใชใ้นการเล้ียง
บนแพและการขยายพื้นท่ีในการเล้ียง ทาํใหผ้ลผลิตเร่ิมเพิ่มข้ึนจากปีพทุธศกัราช  2552  เป็นตน้มา 
(ยทุธ, 2521)  ชนิดของหอยนางรมท่ีเล้ียงในประเทศไทยสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิด  คือ  หอย
นางรมปากจีบ   
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S. commercialis ท่ีเล้ียงกนัมากบริเวณชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออกของประเทศ  ส่วนหอยนางรมอีก  
2  ชนิด  เป็นหอยนางรมท่ีมีขนาดค่อนขา้งใหญ่เรียกวา่  หอยตะโกรมกรามขาว  C.  belcheri  และ
หอยตะโกรมกรามดาํ C. lugubris  (ทรงชยั, 2536) 
 

การแพร่กระจายตามธรรมชาติของหอยนางรมทั้งสามชนิด  พบทัว่ไปทั้งฝ่ังอ่าวไทยและฝ่ัง
ทะเลอนัดามนั (ภาพท่ี 5)  การเล้ียงหอยนางรม ไดรั้บการส่งเสริมใหมี้การเล้ียงราวปีพทุธศกัราช 
2503 ในสมยันั้นมีผูแ้นะนาํในการเล้ียงหอยโดยการเล้ียงหอยบนกระบะไม ้ซ่ึงต่อมารูปแบบการ
เล้ียงหอยไดมี้การพฒันาข้ึนเป็นอนัมาก การเล้ียงหอยนางรมในประเทศไทยยงัคงอาศยัพนัธ์ุหอย
จากธรรมชาติเพื่อการใชเ้ล้ียง ดงันั้นวสัดุล่อลูกหอยจึงนบัวา่มีความสาํคญัอยา่งยิง่ในการเร่ิมตน้ของ
ธุรกิจการเล้ียงหอยนางรม วสัดุล่อลูกหอยท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนัไดแ้ก่ ไมเ้ป้ง ไมไ้ผ ่กอ้นหิน หลอด
ซีเมนต ์เปลือกหอยนางรม ยางรถยนต ์ฯลฯ การใชว้สัดุประเภทไมต่้าง ๆ มกัมีอายกุารใชง้านไม่
มากนกั ทาํใหเ้กษตรกรเป็นจาํนวนมากหนัมานิยมใชว้สัดุท่ีมีความคงทนถาวรกวา่เช่น กอ้นหินและ
หลอดซีเมนตใ์นการล่อลูกหอยนางรม ดงันั้นวิธีการเล้ียงหอยนางรมจึงมีหลายวิธี แต่ละวิธีมีความ
เหมาะสมท่ีจะใชต้ามลกัษณะภูมิประเทศและดิน ฟ้า  อากาศของแต่ละพ้ืนท่ี (มณีย ์และคณะ, 2540) 
 
ประโยชน์ของหอยนางรม 
 

สถาบนัหวัใจและปอดแห่งชาติของแคนาดา ระบุวา่ หอยนางรมอุดมไปดว้ยคุณค่าทาง
อาหาร คือเป็นแหล่งของวิตามินเอ, บีหน่ึง (ไทอามิน), บีสอง (ไรโบฟลาวิน), บีสาม (ไนอาซิน), 
ซี (กรดแอสคอร์บิค) และดี (แคลซิฟีรอล) การบริโภคหอยนางรมตวัท่ีมีขนาดกลาง 4-5 ตวั ช่วยให้
ร่างกายไดรั้บแร่ธาตุประเภท แร่เหลก็ คอปเปอร์ ไอโอดีน แมกนีเซียม แคลเซียม ซิงค ์แมงกานีส 
และฟอสฟอรัส อยา่งไรกต็าม อาหารดิบ อาจมีแบคทีเรีย ผูท่ี้ป่วยดว้ยโรคตบั โรคมะเร็ง โรคระบบ
ภูมิคุม้กนั ควรหลีกเล่ียงการรับประทานหอยนางรมสด (กรมประมง, 2536 ข.) 

 
ทั้งน้ีจากการวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ พบวา่ในหอยนางรมนํ้าหนกั 100 กรัม 

ประมาณ 8-10 ตวั จะมีโคเลสเตอรอลสูงถึง 231 มิลลิกรัม ใหส้ารอาหารอ่ืน ๆ เช่น โปรตีนประมาณ 
6 กรัม แคลเซียม 147 มิลลิกรัม ธาตุเหลก็ประมาณ 6 มิลลิกรัม สงักะสี 7.6 มิลลิกรัม โพแทสเซียม 
36 มิลลิกรัม วิตามินเอ 113 หน่วยอาร์อี โดยปริมาณโคเลสเตอรอลในหอยนางรมน้ี ใกลเ้คียงกบั
โคเลสเตอรอลในไข่ไก่ 1 ฟอง ซ่ึงมีประมาณ 213 มิลลิกรัม (วิสุทธ์ิ  และคณะ, 2547) 
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โรคในหอยนางรม 
 
การศึกษาเก่ียวกบัโรคของหอยนางรมในประเทศไทย นบัวา่มีการศึกษากนัอยูใ่นวงแคบ 

ในขณะท่ีการระบาดของโรคในหอยนางรม พบวา่มีรายงานในต่างประเทศโดยทัว่ไป โดยเฉพาะใน
แหล่งเล้ียงท่ีมีการเล้ียงอยา่งหนาแน่นยาวนานและสภาพแวดลอ้มท่ีเส่ือมโทรม ซ่ึงผลจากการ
ระบาดดงักล่าวก่อใหเ้กิดการระบาดของโรคทั้งท่ีเป็นแบคทีเรีย ไวรัส เช้ือรา และรวมไปถึง 
โปรโตซวั (Bonamia  ostreae) ซ่ึงเป็นสาเหตุสาํคญัต่อระบบยอ่ยอาหารโดยตรวจพบในส่วน 
digestive gland ของหอย ก่อใหเ้กิดการสูญเสียอยา่งมากพบภายในทางเดินอาหารหอยนางรม  
มีรายงานวา่เป็นผลใหป้ริมาณคาร์โบไฮเดรตในเน้ือหอยนางรมลดลง (ศุภชยั, 2543) 

 
เอนไซม์อะไมเลส 

 
Amylases เป็น extracellular enzyme ท่ีสามารถยอ่ยสลายซบัสเตรตจาํพวกแป้ง ไกลโคเจน 

โดยชนิดของเอน็ไซมแ์บ่งไดต้ามตาํแหน่งของพนัธะท่ีถูกไฮโดรไลซ์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
กลุ่ม Endoamylase และกลุ่ม Exoamylase (nigam and Singh, 1995) ซ่ึงเอนไซมก์ลุ่ม Endoamylase 
เป็นกลุ่มท่ีไฮโดรไลซ์พนัธะ α-1,4 ภายในโซ่แบบสุ่ม ทาํใหไ้ด ้dextrin ท่ีเป็นลูกโซ่กลูโคสขนาด
ต่างๆกนั เอน็ไซมป์ระเภทน้ีคือ Alpha-Amylase หรือ amylo (1-4) dextrinase ส่วนกลุ่ม 
Exoamylase ทาํหนา้ท่ีไฮโดรไลซ์โมเลกลุของแป้งท่ีปลาย non-reducing end โดยจะไฮโดรไลซ์ท่ี
พนัธะ α-1,4 α-1,6 ตวัอยา่งของเอน็ไซมป์ระเภทน้ีคือ beta- amylase หรือ amylo (1-4) maltosidase
และ gamma-amylase หรือ amylo (1-4,1-6) glucosidase จะยอ่ยสลายซบัสเตรตท่ีมีพนัธะไกลโคซิล 
(กลา้ณรงค ์และ เก้ือกลู, 2543) (ภาพท่ี 4) 

 
ภาพที ่6 แสดงการยอ่ยสลายซบัสเตรตบริเวณพนัธะไกลโคซิล 
 
ทีม่า: ปราณี (2547) 
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Beta-Amylase 
 

มีช่ือเรียกตามระบบวา่ α-1,4-glucan maltohydrolase ซ่ึงพบทัว่ไปในพชืชั้นสูง เช่น ขา้ว
บาร์เลยใ์นลกัษณะกาํลงังอกเป็นขา้วมอลต ์ขา้วสาลี ขา้วไรย ์ถัว่เหลือง และมนัเทศ ซ่ึงเอนไซมน้ี์มกั
พบร่วมกบัแอลฟา-อะไมเลส โดยมีมวลโมเลกลุ 152,000 (กรณีจากมนัเทศ) ซ่ึงโดยทัว่ไปจะมีค่าสูง
กวา่แอลฟาอะไมเลส มี pH optimum ท่ี 5.6 จากการพจิารณาจาก pH activity profile มีลกัษณะแบบ
รูประฆงัคว ํ่าท่ีมีหมู่ท่ีแตกไอออนไดท่ี้บริเวณเร่งอยู ่2 หมู่ นอกจากน้ีมีสารพวกซลัไฟดริลเป็นตวั
ยบัย ั้ง 

 
ปฎิกิริยาการยอ่ยสลายของบีตา-อะไมเลสจะเจาะจงต่อพนัธะไกลโคซิลของแป้งท่ี α-1,4 

ในลกัษณะการตดัสายพอลิเมอร์อยา่งเป็นระเบียบจากปลายสาย ดา้นไม่มีหมู่รีดิวซ์เขา้สู่ภายในสาย
ไปทีละ 1 หน่วยของมอสโทส หรือทีละ 2 หน่วยของกลูโคส และจะหยดุปฎิกิริยาท่ีพนัธะไกล
โคซิลท่ี α-1,6 ดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ากปฏิกิริยายอ่ยสลายแป้งหรือไกลโคเจนจะเป็น กลูแคน, เดกซ์
ทริน และส่วนใหญ่เป็นมอลโทสท่ีมีโครงรูปท่ีต่างไปจากเดิม คือได ้Beta-configuration หรือ บีตา
มอลโทส 
 
Grammar - Amylase 
 

เป็นเอน็ไซมท่ี์พบทัว่ไปในจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรียและรา ลกัษณะท่ีสาํคญัของปฏิกิริยา
การยอ่ยสลายแป้งกคื็อ สามารถยอ่ยสลายไดห้ลายพนัธะไม่วา่จะเป็นพนัธะไกลโคซิลท่ีเป็น α-1,4 
α-1,6 α-1,3 แต่จะชา้กวา่ α-1,4 การตดัสายพอลิเมอร์จะเหมือนกบับีตา้-อะไมเลส แต่ตดัปลายสาย
เขา้ไปทีละ1หน่วยของกลูโคส ดงันั้นผลผลิตท่ีไดส่้วนใหญ่จะเป็นกลูโคสท่ีโครงรูปต่างไปจากเดิม 
คือ ได ้Beta-configuration หรือ บีตา-ดี-กลูโคส และส่วนของกลูแคน ลิมิตแดกซ์ทริน 

 
Alpha - Amylase 
 

Alpha-Amylase มีช่ือสามญัวา่ ไดแอสเทส (diastase) และ มีช่ือตามระบบวา่ (1,4-α-D-
glucan glucanohydrolase) พบทัว่ไปทั้งในพืช, สตัว,์ แบคทีเรีย รวมทั้งในคน โดยจะพบในส่วนของ
นํ้าลาย ตบัอ่อน ซ่ึงมีบทบาทสาํคญัในการยอ่ยสลายแป้งซ่ึงเป็นโอลิโกและไดแซ็กคาไรดซ่ึ์งจะถูก
ยอ่ยต่อในลาํไสเ้ลก็ก่อนท่ีจะซึมผา่นผนงัเซลลข์องลาํไส้สู่ร่างกาย เป็นเอน็ไซมท่ี์มวลโมเลกลุ 
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50,000 มี Ca+2 1 ตวั ต่อเอนไซม ์1 โมเลกลุ (Douglas and Mitchinson, 1997) จะถูกกระตุน้ดว้ยฮาโล
เจนไอออน ลกัษณะท่ีสาํคญัของเอน็ไซมใ์นการยอ่ยสลายกคื็อ เจาะจงต่อการยอ่ยสลายพนัธะไกล
โคซิลของแป้งท่ี α- 1,4 ในลกัษณะตดัภายในสายพอลิเมอร์อยา่งไดผ้ลผลิตเป็นกลูแคน (glucan) 
และลิมิตเดกซ์ทรินท่ีมีหน่วยกลูโคสประมาณ 2-6 หน่วย และยงัคงมีโครงรูปเดิม (α-configuration) 
(Van Wormhoudt et al., 1995) 

 

 
 

ภาพที ่7 การทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
 
ทีม่า: Winona State University (2008) 

 
Amylase จะพบมากในอวยัวะท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัระบบยอ่ย เช่น ต่อมนํ้าลาย ต่อมนํ้ายอ่ย 

ซ่ึงในสตัวบ์างชนิดจะพบกระจายในบริเวณต่างๆแตกต่างกนัออกไป เช่น ช่องปาก เหงือก ช่อง
ลาํเลียง ตบัอ่อน กระเพาะอาหาร ลาํไสเ้ลก็ ลาํไลใ้หญ่ เป็นตน้ (Marianne et al., 2006) 
 
กลไกการทาํงานของ Alpha-Amylase 
 

alpha-Amylase จะยอ่ยแป้งใหมี้ขนาดเลก็ลง และอยูใ่หรู้ป maltose และ dextrin รูปแบบ
การทาํงานของ alpha-Amylase แบบน้ีเรียกวา่ ptyalin โดย ptyalin จะทาํใหโ้มเลกลุของแป้งท่ีไม่
สามารถยอ่ยสลายได ้ใหอ้ยูใ่นรูปท่ีสามารถยอ่ยสลายได ้เช่น amylodextrin, erythrodextrin, 
achrodextrin ซ่ึง ผลผลิตท่ีไดจ้ะมีขนาดเลก็ลงมาก และทา้ยสุดของกลไกจะไดม้อลโทส ซ่ึง Ptylin 
จะมีปฎิกิริยากบัสายท่ีเช่ือม1,4-α-D-glucosidic ซ่ึงเป็นกระบวนการยอ่ยสลายดว้ยนํ้าท่ีตอ้งการ
เอน็ไซมเ์ขา้มารวมในปฎิกิริยาเพ่ือไม่ใหมี้การแตกก่ิงกา้นสาขา ทาํใหไ้ด ้ผลผลิตท่ีเป็นกลูโคสสาย
สั้นๆ (ภาพท่ี 7) เป็นการป้องกนัการถูกทาํลายจากกรดท่ีเกิดข้ึนในสภาพแวดลอ้มของอวยัวะ เช่นใน
กระเพาะอาหาร (กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2543) 
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การศึกษายนีแอลฟาอะไมเลส 
 

ยนีแอลฟาอะไมเลสเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบยอ่ยแป้ง เป็นยนีท่ีมีความสาํคญัท่ีมี
การศึกษาคน้ควา้อยา่งกวา้งขวา้งในส่ิงมีชีวติมากมายหลายชนิดตั้งแต่สตัวมี์กระดูกสั้นหลงั ไป
จนถึงสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงัไดแ้ก่ แมลง สตัวปี์ก สตัวน์ํ้ า  สาํหรับหอย (Mollucs) กเ็ช่นกนัไดมี้
การศึกษายนีแอลฟาอะไมเลสในหอยหลายชนิดเช่น หอยเป๋าฮ้ือ  หอยเซลล ์หอยนางรม โดยพบวา่ 
หอยนางรม (Crassostra gigas) (Sellos et al., 2000) พบวา่มีความยาวในส่วนท่ีกาํหนดการสร้างยนี 
(Open reading frame : ORF) เท่ากบั 1,561 คู่เบส และเม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องหอยนางรม
ดงักล่าวมาแปลงเป็นกรดอะมิโนไดจ้าํนวน 520 อะมิโน พบวา่เอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสเป็น
เอน็ไซมห์ลกัท่ีพบในส่วนของต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) ซ่ึงเม่ือนาํยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย
นางรม (C. gigas) มาหามวลโมเลกลุพบวา่มีขนาดเท่ากบั 57.71 กิโลดาลตนั และเม่ือนาํยนี
แอลฟาอะไมเลสของคนมาหาค่ามวลโมเลกลุ พบวา่มีขนาดเท่ากบั 55 กิโลดาลตนั โดย (Keller et 
al., 1971) ต่อมา (Strobl et al., 1997) ไดท้าํการศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิของยนีแอลฟาอะไมเลส 
(Primary structure) ของหนอนนก Tenebrio molitor ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ลาํดบักรดอะมิโน
มีขนาดเท่ากบั 471 อะมิโน โดยคิดค่ามวลโมเลกลุไดเ้ท่ากบั 51.3 กิโลดาลตนั และคาํนวณค่า pI ได้
เท่ากบั 4.3 เม่ือนาํลาํดบักรดอะมิโนของเอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสมาหาบริเวณอนุรักษจ์ะตอ้งพบ
บริเวณหลกัๆอยา่งนอ้ย 5 บริเวณซ่ึง (Nakajima et al., 1986) และ (Janececk., 1992) ไดท้าํการศึกษา
ไว ้แต่ในส่ิงมีชีวิตชั้นสูงจะพบ 9 บริเวณ ไดแ้ก่ FEW,GFAGVQVSP, DAVINH, NYND, LNDLN, 
GFRIDASKH, EVID, FIDNHD และ GYTRVMSSY (Van and Sellos, 1995) ไดท้าํการศึกษาของ
หอยนางรม (C. gigas) พบวา่ลาํดบักรดอะมิโนท่ี conserve กบั domain หลกัมีส่วนท่ี conserve ทั้ง 9 
Domain ดว้ย เอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสเป็นเอน็ไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัระบบทางเดินอาหาร จาก
การศึกษาของ (Hirata, 1974) พบกิจกรรมเอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสในระบบหมุนเวยีนโลหิตดว้ย 
ซ่ึงกิจกรรมของเอน็ไซมแ์อลฟาอะไมเลสอาจมีความสมัพนัธ์กบัความทนทานต่อโรคและจาก
การศึกษาของ (Ngernyuang, 2007) พบวา่ไหมมีเอนไซมอ์ะไมเลสสูงทั้งในระบบทางเดินอาหาร
และในระบบหมุนเวียนโลหิตจากการหาลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดสายของยนีแอลฟาอะไมเลสใน
ไหมพนัธ์ุพื้นเมืองไทยพบวา่มีความยาวในส่วนท่ีกาํหนดการสร้างยนี (Open Reading Frame): ORF 
จาํนวน 1,503 คู่เบส และกรดอะมิโนท่ีเป็นไปไดจ้าํนวน 500 เรซิดิวส์  เม่ือเปรียบเทียบความ
เหมือนกบัยนีแอลฟาอะไมเลสของไหมอ่ืนในฐานขอ้มูลพบวา่ยนีแอลฟาอะไมเลสในไหมพนัธ์ุ
พื้นเมืองน้ีมีความเหมือนกบัในฐานขอ้มูล 97 ถึง 99 % ทั้งระดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน 
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ลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดสายของไหมพนัธ์ุพื้นเมืองน้ีจะใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการปรับปรุงพนัธ์ุ
ไหมใหมี้ความตา้นทานโรคและใหผ้ลผลิตสูงต่อไป  

 
 ยนีแอลฟาอะไมเลสมีลาํดบันิวคลีโอไทดมี์ตาํแหน่งท่ีเป็นบริเวณอนุรักษท่ี์มีความ
คลา้ยคลึงกนัมากของส่ิงมีชีวติต่างๆตั้งแต่สตัวมี์กระดูกสนัหลงัจนถึงสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงั 
ดงันั้นหากเราทราบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบเป็น
ขอ้มูลพื้นฐานในงานดา้นต่างๆอาจจะนาํไปสู่การพฒันาเพิ่มประสิทธิภาพในการทาํงานของ
เอน็ไซมไ์ดแ้ละอาจมีผลต่อการกระตุน้การเจริญเติบโต เพิม่นํ้ าหนกั เพื่อผลผลิตของเกษตรกรท่ีสูง
มากข้ึนต่อไป 
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อุปกรณ์และวธีิการ 

 
การเกบ็ตัวอย่าง 
 

ตวัอยา่งหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีไดรั้บความอนุเคราะห์จากคุณ 
พิษณุกร มะกลาง ซ่ึงเป็นเจา้ของฟาร์มเล้ียงหอยนางรม จากอาํเภออ่างศิลา จงัหวดัชลบุรี  
 

อุปกรณ์ 
 

1. วสัดุอุปกรณ์ 
 

1. หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (Saccostrea commercialis) นํ้าหนกัประมาณ 80-150 กรัม 
2. เคร่ืองชัง่  
3. -20 oC Freezer  
4. -80 oC Freezer  
5. Microwave oven  
6. Microcentrifuge  
7. Centrifuge  
8. Waterbath shaker 
9. Incubater 37 oC  
10. Vortex 
11. Pipette  
12. Plastic box for tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
13. Centrifuge tube  
14. Pipette tips ขนาด 1,000, 200 และ 20 ไมโครลิตร  
15. PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  
16. Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 และ 0.6 มิลลิลิตร 
17. PCR system gradient thermal cycler  

           18. Mastercycler realplex, real-time PCR system (Eppendorf, USA) 
           19. Spectrophotometer 
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2. สารเคมีสําหรับงานทางอณูชีวโมเลกลุ 
 
 1. Absolute ethanol (Merck, Germany) 
 2. Chloroform (Merck) 
 3. Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma) 
 4. Sodium chloride; NaCl (Merck) 
 5. TRIZOL reagent (Gibco BRL, USA) 
 6. Amphicillin (Bio Basic INC.) 
 7. Sterile distilled water 
 8. Oligonucleotide M13 primer 
 9. DNA marker: lampda DNA, 1 Kb plus DNA Ladder (Fermentas) 
 10. Isopropyl-β-D-thiogalactoside; IPTG (Sigma) 
 11. 100 mM dNTP (Fermentas, USA) 
 12. 5-bromo-4-cholo-3-indoyl-β-D-galactopyranoside; X-gal (Frementas) 
 13. Agarose (Amresco, USA) 
 14. Ethidium bromide, EtBr(Sigma, USA) 
 15. 2X Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene) 
 
3. ชุดสกดัสําเร็จรูปสําหรับงานด้าน Molecular Cloning 
 
 1. BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) 
 2. cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) 
 3. Plasmid DNA Extraction kit (BioExcellence) 
 4.Reverse transcription System Kit (Promega. USA) 
 5.Plasmid Miniprep Kit (Eppendope) 
 6.Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) 
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4. เอนไซม์,เอนไซม์ตัดจําเพาะ (Restriction enzymes) และ Vector 
 
 1. Taq DNA polymerase (Fermentas) 
 2. EcoRI (Fermentas) 
 3. pGEM-T Easy vector (Promega. USA) 
 4.RNase A (Sigma, USA) 
 
5. สายพนัธ์ุของเช้ือแบคทเีรีย 
  
  Escherichia coli สายพนัธ์ุ JM109 
 
6. สารเคมีและอาหารสําหรับเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 
 
 1. Technical agar (Difco, USA) 
 2. Bacto trypetone (BD, France) 
 3. Yeast extract (Scharlau) 
 
7. โปรแกรมคอมพวิเตอร์ 

 
 1. BLASTN program 
  http://www.ncbi.nih.gov/blast/BlastN 
 2. CLUSTALW program 
  http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html 
 3. Sequense alignment และ Multiple sequence alignment 
  http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html 
  http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html 
 4. VecScreen 
  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html 
 5. Compute pI/Mw tool program 
  http://br.expasy.org/tools/pi_tool.html 
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8. ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Primer 
 
ตารางที ่1 Primer และลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Primers ท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

Oligonucleotide primers     Sequences 5′         3′ 
AmyF      CCGGYGTCCCTTTYTCTTCCTGG  
AmyR      GCGATGGCGTAGTYACCRTTGTCCC 
Amy3’RACE    CGGAGTTCATGTGGCGCATCCTTACGG 
Amy5’RACE    GGCCCTGCCAGTTATTGCGATCCTCCCC  
Amy2F       ACGTCATATGATGTTCCAAGAGTTACTATC 
Amy2R      ACGTCTCGAGTCAGGAGTCAAAGTAGTTG 
 
β-ActinF     GACGCCCCAGACATCAGGGT 
β-ActinR     GTGATGACCTGACCGTCGGG 
 
UMP*      CTAATACGACTCACTATAGGGC 
 
RT_AmyF     GGGCACACGTGTCAGTACAGCGTT 
RT_AmyR      AAGCCAGACCCTTGCTTGCTCCTC 
 
UMP* = Universal primer of SMARTM RACE cDNA Amplification kit 
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วธีิการ 
 
1. การโคลนยนีและการหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ทั้งหมดของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสาย
พนัธ์ุปากจีบ 
 
 1.1 ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทดลอง 
 
  หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (Saccostrea commercialis) นํ้าหนกั 80-150 กรัม               
 
 1.2  การแยกสกดั total RNA 
 
  นาํช้ินเน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) จากหอยนางรม 0.1 กรัม นาํตวัอยา่ง
บดในไนโตรเจนเหลว แลว้ใส่ TRIzol reagent (Gibco BRL, USA) 500 ไมโครลิตร บดตวัอยา่งให้
ละเอียด บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นจึงดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนใส่ในหลอดใหม่ ทาํการ
ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม chloroform 200 ไมโครลิตร (200 ไมโครลิตร/ trizol) พลิกหลอดไปมา
เบาๆ 15 นาที บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 3 นาที จากนั้นจึงนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ ตกตะกอน RNA โดยใช ้
Isopropanol alcohol 150 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง 
นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลานาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนท้ิง เหลือไวเ้ฉพาะตะกอนของ total RNA ท่ีบริเวณดา้นล่างของหลอด  
แลว้ลา้งตะกอน Total RNA จาํนวน 2  รอบ ดว้ย 75 เปอร์เซนต ์ethanol 300 ไมโครลิตร โดยแต่ละ
คร้ัง vortex เป็นเวลา 45 วนิาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส ผึ่งตะกอนใหแ้หง้ ละลายตะกอน RNA ดว้ย DEPC หรือ นํ้า ตวัอยา่งท่ีใชต้อ้ง
เกบ็ท่ี -80 องศาเซลเซียส เม่ือได ้total RNA ทาํการตรวจสอบคุณภาพและความเขม้ขน้ ดว้ยการทาํ 
agarose gel electrophoresis และ spectrophotometric determination ตามลาํดบั 
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 1.3  การตรวจสอบคุณภาพและการวดัปริมาณความเขม้ขน้ของ total RNA 
 
  นาํสารละลายท่ีไดไ้ปใชใ้นการตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณความเขม้ขน้ของ 
Total RNA ท่ีสกดัได ้การตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ท่ีไดน้ั้น จะใช ้เทคนิค agarose gel 
electrophoresis โดยการเตรียม 1 เปอร์เซ็นต ์agarose gel ซ่ึงเตรียมจากการใช ้agarose gel 0.2 กรัม
ผสมกบั 1X TAE buffer (242  กรัม ของTris base , 57.1 มิลลิลิตร ของ Glacial acetic acid ,100 
มิลลิลิตร ของ 0.5โมล EDTA) ปริมาตร 19.8 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปตม้จนไดเ้ป็นสารละลายเน้ือ
เดียวกนั เทลงในแม่พิมพแ์ลว้ท้ิงไวจ้นกระทั้ง gel แขง็ตวั จากนั้นนาํตวัอยา่งของ total RNA ท่ีได้
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาผสมกบั loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และนํ้า ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้จึงนาํไปหยดลงบนเจลท่ีเตรียมไว ้ในเคร่ือง Electrophoresis โดยใช้
ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 25 นาที แลว้ตรวจสอบผลท่ีไดต้รวจสอบผลท่ีไดด้ว้ยการ
ยอ้มใน Ethidium bromide และถ่ายภาพภายใตแ้สงอลัตราไวเลต เปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัขนาดของ
แถบ DNA มาตรฐาน (DNA ladder 100 bp plus) 
 
 ส่วนการวดัความเขม้ขน้ของ Total RNA นั้นใชส้ารละลาย Total RNA 2 ไมโครลิตร 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายท่ีไดไ้ปวดัความเขม้ขน้ของ RNA ดว้ยเคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม 
 (Nano Drop) โดยดูค่าท่ีวดัจากอตัราส่วน A260:A280 ถา้ค่าท่ีวดัไดมี้ค่าระหวา่ง 1.65-1.85 แสดงวา่
มี DNA ปนอยู ่แต่ถา้ไดค่้ามากกวา่ 1.85 แสดงวา่ได ้RNA บริสุทธ์ิและถา้ไดค่้านอ้ยกวา่ 1.65  แสดง
วา่มีโปรตีนหรือสารฟีนอลปนอยูใ่นตวัอยา่งของ Total RNA ท่ีสกดัได ้
 
  1.4  การสงัเคราะห์ cDNA  
 
  First strand cDNA จะถูกสงัเคราะห์จาก 1 ไมโครลิตร ของ total RNAของหอยนางรม
ปากจีบ โดยใช ้Reverse transcription System Kit (Promega) หลงัจากนั้นทาํการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ
ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
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 1.5  การทาํปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) เพือ่หาส่วนกลางยนี 
 
  นาํ cDNA ท่ีไดม้าทาํปฎิกิริยา PCR เพื่อเพิม่ปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย โดยใชไ้พร์เมอร์ 
Forward(AmyF) : 5′-CCGGYGTCCCTTTYTCTTCCTGG-3′ และReverse(AmyR): 5′-
GCGATGGCGTAGTYACCRTTGTCCC-3′ ท่ีออกแบบข้ึนจากโปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ 
Oligo โดยออกแบบใหมี้ความจาํเพาะเจาะจงกบัยนีแอลฟาอะไมเลสในส่วนกลางยนีแอลฟาอะ
ไมเลส โดยใชข้อ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดย์นีแอลฟาอะไมเลสของส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ จากฐานขอ้มูล 
NCBI ในการทาํปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10x buffer 2.5 ไมโครลิตร 
MgCl2 (25 mM) 1.2 ไมโครลิตร, dNTP (10 mM) 1.6ไมโครลิตร, forward primer (AmyF) 1.6
ไมโครลิตร, reverse primer (AmyR) 1.6 ไมโครลิตร, DNA polymerase (5 unit/μl) 0.2 ไมโครลิตร, 
นํ้า ultrapure 11 ไมโครลิตร  ดีเอน็เอตน้แบบ 0.8 ไมโครลิตร นาํมาทาํปฎิกิริยา PCR เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอ ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิอตัโนมติั (Thermal cycle) โดยมีการตั้งโปรแกรมการ
เปล่ียนอุณหภูมิไวด้งัน้ี Predenaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที Denaturation 
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที Annealing อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 45 วินาที Extension   
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาทีทาํขั้นตอนการทาํ Denaturation ถึง Extension ซํ้าทั้งหมด 35 รอบ 
ตามดว้ย Final extention อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาทีและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาํ 
ผลผลิต PCR ท่ีไดไ้ปแยกแถบดีเอน็เอดว้ยเทคนิค eletrophoresis โดยใช ้1% agarose gel ใน  
0.5x TAE buffer โดยแบ่งผลผลิต PCR ท่ีไดม้า 2 ไมโครลิตร ผสมกบั นํ้ากลัน่ท่ีผา่นการอบฆ่าเช้ือ 
3 ไมโครลิตร loading dye 1 ไมโครลิตรแลว้นาํผลผลิต PCR ท่ีไดม้าทาํการทาํบริสุทธ์ิโดยใชชุ้ด kit 
(NucleoSpin® Extract II, BIOSCIENCE,USA) ทาํตามวิธีการของผูผ้ลิต หลงัจากนั้นส่งผลผลิต 
PCR ท่ีผา่นการทาํบริสุทธ์ิไปหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทัมาโครเจน ประเทศเกาหลี จากนั้นนาํมา
ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลเพือ่ใหท้ราบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดเ้ป็นยนี
แอลฟาอะไมเลส 
  
 1.6  การสงัเคราะห์ 5′ First stand cDNA และการหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดของยนี
แอลฟาอะไมเลส ดว้ยเทคนิค Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 
   นาํ mRNA ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.2 มาทาํการสงัเคราะห์ 5′ First strand cDNA โดยใช ้BD 
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, USA) ตามวธีิการของบริษทัดงัน้ี ในการ
เตรียม 5′First strand cDNA จะใช ้mRNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกบั 5′-CDS primer ปริมาตร 
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1 ไมโครลิตร, Smart II A  oligo ปริมาตร 1 ไมโครลิตรและนํ้ากลัน่ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงไปใน
หลอด PCR tube ขณะเดียวกนัถา้เป็นการเตรียม 3′ First strand cDNA จะใช ้mRNA ปริมาตร
เท่ากบั 1 ไมโครลิตร ผสมกบั 3′-CDS primer Aปริมาตร 1 ไมโครลิตรและนํ้ากลัน่ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ใส่ลงไปในหลอด PCR tube หลงัจากนั้นจึงนาํสารท่ีไดท้ั้งสองหลอดมาบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แช่นํ้าแขง็ 2 นาที จากนั้นจึงเตรียมสารละลาย Master mix 
ของปฎิกิริยา ซ่ึงประกอบไปดว้ย 5x First Strand Buffer, DTT, dNTP Mix (10 มิลลิโมล), MMLV 
Reverse Transcriptase ดงัน้ีคือ 
 
  5x First Strand Buffer       2.0  ไมโครลิตร 
  DTT     1.0 ไมโครลิตร 
  dNTP Mix (10 มิลลิโมล)   1.0  ไมโครลิตร 
   MMLV Reverse Transcriptase  1.0  ไมโครลิตร 
 
 โดยปฎิกิริยารวมเท่ากบั 10 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายดงักล่าวลงในหลอด PCR  
หลอดเดิม ผสมสารดงักล่าวใหเ้ขา้กนัแลว้ทาํการป่ันเหวีย่งใหส้ารละลายทั้งหมดรวมกนัอยูท่ี่บริเวณ
กน้หลอดแลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 1.5 ชัว่โมง จากนั้นเจือจาง cDNA ดว้ย Tricine-
EDTA buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดุปฏิกิริยาดว้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
เกบ็รักษา cDNA ท่ี -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใชป้ระโยชน์ เน่ืองจากการทาํ Rapid 
Amplification of cDNA Ends (RACE) เพื่อใหไ้ดผ้ลท่ีดีข้ึนอยูก่บัคุณภาพและความสมบูรณ์ของ
RNA  
  
 เม่ือได ้5′และ3′ First strand cDNA แลว้ จะนาํ 5′, 3′ First strand cDNA น้ีมาใชเ้ป็น 
Template ในการทาํปฏิกิริยา 5′, 3′RACEโดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลสจาก
หอยนางรมแลว้ นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าออกแบบไพรเมอร์ทางดา้น 5′ และ 3′ 
 เพื่อหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้น 5′ ของยนี ScAmy cDNA ซ่ึงจะใช ้
 
ไพรเมอร์สาํหรับหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้น 5′ของยนีแอลฟาอะไมเลส 
  Amy5R primer 5′ GGCCCTGCCAGTTATTGCGATCCTCCCC 3′ 
ไพรเมอร์สาํหรับหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้น 3′ของยนีแอลฟาอะไมเลส 
   Amy3R primer 5′ CGGAGTTCATGTGGCGCATCCTTACGG 3′ 



 

26 

ท่ีออกแบบมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วน ในหอยนางรมบริเวณกลางยนี ร่วมกบั Universal 
primer (UPM) ในการทาํปฏิกิริยาโดยส่วนผสมของการทาํปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร 
ประกอบดว้ย 
 
 5 ′, 3′ RACE First strand cDNA  2.5  ไมโครลิตร 
 10X Universal primer    5  ไมโครลิตร 
 10 μM Gene-specific primer   2 ไมโครลิตร 
 10X BD Adventage 2 PCR Buffer  5 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP mix    1  ไมโครลิตร 
 5 U/UI Taq DNA polymerase   2  ไมโครลิตร 
 PCR Grade Water    32.5  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม    50  ไมโครลิตร 
 
  นาํสารละลายผสมน้ีไปเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเคร่ือง Thermal cycler ท่ีกาํหนดใหมี้ 
สภาวะการทาํงานเป็นดงัน้ี ในช่วงแรกใชอุ้ณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศา- 
เซลเซียส 3 นาที เป็นจาํนวน 5 รอบ ส่วนช่วงท่ีสองใชอุ้ณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 70 
องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที เป็นจาํนวน 5 รอบ และช่วงท่ีสามใช ้
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที 
เป็นจาํนวน 30 รอบ แลว้เกบ็รักษา 5′ RACE PCR Product ท่ีไดท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  หลงัจากนั้นทาํการตรวจสอบผล 5′ RACE PCR Product ท่ีได ้ดว้ยวิธีการ 1 % 
Agarose gel electrophoresis ในบฟัเฟอร์ 1X TAE ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบ 
DNA ดว้ยการยอ้มใน Ethidium bromide แลว้ถ่ายภาพแถบ DNA ท่ีไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 
 
 1.7  การสกดั DNA จาก Agarose gel และการทาํใหช้ิ้น DNA บริสุทธ์ิ 
 
  การสกดั DNA จาก Agarose gel และทาํใหช้ิ้น DNA บริสุทธ์ิ โดยใช ้Gel/PCR DNA 
Fragments Extratction kit ทาํตามวิธีการของบริษทั (Geneaid, Taiwan) โดยทาํการตดั Agarose gel 
ซ่ึงมีแถบ DNA ท่ีตอ้งการ ใส่ลงใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์ DF 
ปริมาตรประมาณ 500 ไมโครลิตรต่อนํ้าหนกัของ Agarose gel 300 มิลลิกรัม นาํไป Vortex แลว้
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นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยตอ้งทาํการกลบัหลอดไปมาทุกๆ 3 นาที 
หลงัจากนั้นนาํ DF columnใส่เขา้ไปใน Collection Tube นาํเจลท่ีละลายสมบูรณ์แลว้ดูดใส่ DF 
column แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที จากนั้นเติม Wash Buffer ลงใน DF 
column ตั้งท้ิงไว ้1 นาที แลว้นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ขั้นตอน Wash Buffer 
ทาํ 2 รอบ แลว้ป่ันเหวีย่งอีกคร้ังท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
จากนั้นยา้ย DF column มาไวบ้น Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดใหม่ หลงัจาก
นั้นเติม Elution Buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไว ้2 นาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที  จะไดส้ารละลาย DNA แลว้เกบ็รักษา DNA ท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลของ Purified product ท่ีได ้ดว้ย 1% Agarose gel electrophoresis 
ในบฟัเฟอร์ 1X TAE ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบ DNA ดว้ยการยอ้มใน 
Ethidium bromide แลว้ถ่ายภาพแถบ DNA ท่ีไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 
 
 1.8  การเช่ือมต่อ PCR product ช้ินยนีอะไมเลส (ScAmy) กบัพลาสมิด cloning vector 
(ligation) 
 
  การเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์ไดข้องยนีแอลฟาอะไมเลสท่ีไดจ้ากการทาํ 
RT-PCR มาผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้Gel/PCR DNA Fragments Extratction kit ทาํตามวิธีการ
ของบริษทั (Geneaid, Taiwan)  นาํช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบัพลาสมิด เพื่อสร้าง พลาสมิดดี
เอน็เอสายผสมทาํไดโ้ดยนาํสารละลาย DNA ท่ีบริสุทธ์ิท่ีไดจ้ากขอ้ 1.5 จาํนวน 1.5 ไมโครลิตร 
ผสมกบั T4 DNA ligase 0.5 ไมโครลิตร 2X Rapid ligation buffer 2.5 ไมโครลิตร และ pGEM-T 
Easy vector (ภาพท่ี 1) 0.5 ไมโครลิตร ซ่ึงมีปริมาตรทั้งหมด 5 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน(เวลา 16-18 ชัว่โมง) 
 
 1.9  การเตรียม competent Cell 
 
  การเตรียม competent cells จากเช้ือแบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ JM109 ตามวิธีของ 
(Sambrook et al., 1989) โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ JM109 ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB บ่ม
บนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ดูดเช้ือแบคทีเรีย 600 ไมโครลิตร 
ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 60 มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชัว่โมง 
นาํเช้ือท่ีผา่นการเล้ียงไปวดัความขุ่นของการดูดกลืนแสง (optical density;OD) โดยใชเ้คร่ืองสเปค
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โตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการทาํ competent 
ประมาณ 0.3-0.6 นาโนเมตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,500 rpmท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท้ิง
ส่วนใส เติม TSS solution เพื่อทาํใหผ้นงัเซลลเ์ปิด ทาํการตกตะกอนเซลลแ์ละลา้งเซลลด์ว้ย TSS 
อีกรอบ  ถา้ยงัไม่นาํไปใชใ้หเ้กบ็รักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

 
 

ภาพที ่1 แผนท่ีของ DNA พาหะ (Cloning vector) และลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์อยูใ่นตาํแหน่ง 
 Polylinker ของ pGEM-T Easy vector 
 
ทีม่า: http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf (2008)  
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 1.10  การชกันาํพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียเจา้บา้น (Transformation) 
 
    ใชว้ิธี Heat shock transformation โดยนาํ competent cell ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 1.9 
จาํนวน 100 ไมโครลิตร ผสมกบั Ligation product 5 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการดีดเบา ๆแช่
ในนํ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 วนิาที นาํ
กลบัไปแช่ในนํ้าแขง็ทนัทีเป็นเวลา 2 นาที หลงัจากนั้นเติม Luria-Bertani Culture medium (LB 
medium) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ปิดปาก Microcentrifuge tubes ดว้ย Parafilm นาํไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 30 นาที (เขยา่) หลงัจากนั้นนาํมาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 
6,000 รอบต่อนาที ลดปริมาตรของสารละลายลงใหเ้หลือเพียง 100 ไมโครลิตร ผสมตะกอนกบั
สารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้นาํสารละลาย 100 ไมโครลิตร ไปเกล่ียลงบนอาหาร LB Ampicilin, 
IPTG, X-Gal plate ท่ีทาํการเกล่ีย X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขม้ขน้ 50 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ IPTG (Isopropylthio-β-D-galactoside) เขม้ขน้ 
100 mM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร LB Agar ไวก่้อนแลว้ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันหรือ Micropipette tip ท่ีปลอดเช้ือมาทาํ
การคดัเลือกเอาโคโลนีท่ีคาดวา่จะมีช้ิน Insert คือเลือกเอาเฉพาะแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีขาว  
(Blue-white colony screening) มาเข่ียลงบนอาหาร LB Ampicilin ใหม่ แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เพื่อทาํการตรวจสอบพลาสมิดท่ีมีดีเอน็เอสายผสมท่ีไดด้ว้ยวิธี 
PCR หรือตดัพลาสมิดสายผสมดว้ยเอน็ไซมต์ดัจาํเพาะจากนั้นตรวจสอบความถูกตอ้งของลาํดบั 
นิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 
 
 1.11  การคดัเลือกรีคอมบิแนนทโ์คลน 
 
    ตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอเป้าหมาย (DNA insert) เบ้ืองตน้ โดยการสกดัดีเอน็เอ
ดว้ยฟีนอลและคลอโรฟอร์ม หรือคดัเลือกโดยการตดัพลาสมิดพาหะสายผสม pGEM-T® easy ดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะ (Restriction digestion) 
 
  โดยการสกดัดีเอน็เอดว้ยฟีนอลและคลอโรฟอร์ม เป็นตรวจสอบพลาสมิดสายผสม
เบ้ืองตน้เพื่อการคดัเลือกโคโลนีท่ีมีคาดวา่มีพลาสมิดดีเอน็เอสายผสม โดยใส่สารละลาย TE 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัอยา่งแรง เติมสารละลายฟีนอล-คลอโรฟอร์ม (1:1)โดยการ
เติมการละลายฟีนอล : คลอโรฟอร์มปริมาตร 25 ไมโครลิตร เท่ากบัสารละลายกรดนิวคลีอิก เขยา่
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ใหเ้ขา้กนัอยา่งแรงและเซนตริฟิวจเ์พื่อแยกชั้น โดยกรดนิวคลีอิกซ่ึงละลายอยูใ่นนํ้าจะอยูช่ั้นบน 
ส่วนฟีนอลจะอยูช่ั้นล่างและมีโปรตีนสีขาวขุ่นอยูร่ะหวา่งกลาง ปะปนมา ดูดสารละลายดีเอน็เอท่ี
อยูด่า้นบนมาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยเทคนิค Electrophoresis นาํ ผลผลิตท่ีไดจ้ากการ
ทาํ PCR มาทาํการตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอ โดยใช ้1 % agarose gel ใน 0.5x TAE 
buffer ยอ้มดว้ย ethidium bromide ตรวจดูภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต คดัเลือกโคโลนีท่ีคาดวา่มีช้ิน
ดีเอน็เอไปทาํการสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดัต่อไป 
 
  การตดัพลาสมิดพาหะสายผสม pGEM-T® easy ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ (Restriction 
digestion) ทาํการตดัดีเอน็เอพาหะสายผสมดว้ยเอนไซม ์EcoRI โดยใช ้พลาสมิด 1 ไมโครลิตร 
10xbuffer EcoRI 1ไมโครลิตร เอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI ความเขม็ขน้ 10 ยนิูต 1 ไมโครลิตร นํ้า
กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 7 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ชัว่โมง โดยเอนไซมจ์ะตดัตรง polycloning site กจ็ะทาํใหท้ราบขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ี
โคลนเขา้ไปในเวค็เตอร์ ตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยเทคนิค Electrophoresis นาํผลผลิตท่ีได้
จากการทาํ PCR มาทาํการตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอ โดยใช ้1 % agarose gel ใน 0.5x 
TAE buffer ยอ้มดว้ย ethidium bromide ตรวจดูภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต หลงัจากนั้นนาํพลาสมิด
ท่ีสกดัไดไ้ปวิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด ์และวิเคราะห์โครงสร้าง open reading frames (ORFs) 
หนา้ท่ีของยนีและ ผลผลิตของยนี สญัญาณการแสดงออก (expression signals) และโครงสร้างของ
โปรตีนแอลฟาอะไมเลส ดว้ยโปรแกรมสาํเร็จรูป ExPASy-Tool (http://www.expasy.ch/tools) 
 
 1.12  การสกดั Plasmid เพื่อนาํไปตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด ์
  
     การสกดัพลาสมิดจากเซลลแ์บคทีเรียดว้ยชุด FastPlasmid Mini kit ตามวิธีการของ
ผูผ้ลิต(eppendorf,USA) โดยนาํเช้ือแบคทีเรียจากโคโลนีเด่ียว มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB 30 
มิลลิลิตร เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง ดูดเซลลใ์ส่ในหลอด microtube 1 
ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ละลายตะกอนแบคทีเรียและทาํให้
เซลลแ์ตกดว้ย lysis solution ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex นาน 30 วนิาที บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 
3 นาที  ยา้ยสารละลายไปท่ี spin column หมุนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบต่อนาที เติม DILUTED Wash 
Bufer 400 ไมโครลิตร หมุนเหวีย่งท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 วนิาที เทส่วนใสท้ิง หมุน
เหวีย่งอีกคร้ังดว้ยความเร็วเท่าเดิม เพื่อเอาบฟัเฟอร์ออกใหห้มด ยา้ยคอลมัน์ไปใส่ในหลอดใหม่ลา้ง
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ดีเอน็เอออกจากคอลมัน์ โดยเติมบฟัเฟอร์ Elution Bufer 25 ไมโครลิตร นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วเท่าเดิม เกบ็ไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส สาํหรับใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
 
 1.13  การทาํ Restriction enzyme digestion 
 
    pGEM-T Easy เป็น Vector ท่ีมีจุดตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ (Restriction enzyme) 
ชนิด EcoRI ซ่ึงอยูข่นาบขา้งของช้ิน Insert บน Recombinant DNA จึงใชเ้อนไซมช์นิดน้ีในการ 
ตดั Recombinant DNA ท่ีไดจ้ากการโคลน เพื่อยนืยนัผล ซ่ึงส่วนผสมของสารละลายท่ีใชใ้นการทาํ
ปฏิกิริยา มีดงัน้ี 
  Plasmid DNA   2  ไมโครลิตร 
  10X Buffer Eco RI  2  ไมโครลิตร 
  Eco RI    0.5  ไมโครลิตร 
  Distilled water   5.5  ไมโครลิตร 
  ปริมาตรรวม   10  ไมโครลิตร 
 
   ผสมส่วนผสมทั้งหมดใน Microcentrifuge tubes จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง หลงัจากนั้นตรวจสอบผลของปฏิกิริยาดว้ย วิธีการ 1% Agarose gel 
electrophoresis ในบฟัเฟอร์ 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์
ตรวจสอบแถบ DNA ดว้ยการยอ้มใน Ethidium bromide แลว้ถ่ายภาพแถบ DNA ท่ีไดภ้ายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลต 
 
 1.14 การหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 
 
   เลือก Plasmid ท่ีคาดวา่จะมีช้ินของ Insert ขนาดความยาวใกลเ้คียงกบั 5′และ 3′ 
RACE PCR Product มาทาํหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้น 5′และ3′ ของ cDNA โดยหน่วยงาน 
Macrogen,  Inc. (Korea) 
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2. การศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส (ScAmy) ในเนือ้เยือ่ชนิดต่างๆ ของหอยนางรม
โดยใช้เทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 สกดั RNA จากเน้ือเยือ่ส่วนปาก (labia palps) เน้ือเยือ่ส่วนเหงือก (gills) เน้ือเยือ่ปกคลุม 
(mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือ (muscle)  และเน้ือเยือ่ส่วนตอ้มนํ้ายอ่ย (digestive gland) ของหอย
นางรมแลว้นาํมาทาํ first strand cDNAโดยเทคนิค RT-PCR นาํ cDNA มาเป็น templateในการทาํ
ปฏิกิริยา PCRโดยใชไ้พรเมอร์ AMY Forward primer คือ 5′ -GGGCACACGTGTCAGTACA 
GCGTT- 3′กบั AMY Reverse primer คือ 5′ -AAGCCAGACCCTTGCTTGCTCCTC- 3′ 
แลว้เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยนี β-actin ซ่ึงจะใชเ้ป็น Internal control โดยใชไ้พรเมอร์  

β-actin Forward primer คือ 5′ -CATCGTTACTAACTGGGACG- 3′β-actin Reverse primer คือ 5′ 
-AGGATTCCATACCCAGGAAG- 3′ 
 
โดยส่วนผสมของสารละลายท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา มีดงัน้ี 
 
 First strand cDNA   1   ไมโครลิตร 
 10X Taq Buffer     2   ไมโครลิตร 
 10 μM Forward Primer   1.5   ไมโครลิตร 
 10 μM Reverse Primer   1.5   ไมโครลิตร 
 2.5 mM dNTP    2   ไมโครลิตร 
 5 U/UI Taq DNA polymerase  0.1   ไมโครลิตร 
 Distilled water    21.9   ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม    30   ไมโครลิตร 
 
 ผสมสารละลายทั้งหมดใน PCR tubes นาํสารละลายผสมน้ีไปเพิ่มปริมาณ target DNA 
ดว้ยเคร่ือง thermal cycler ท่ีกาํหนดใหมี้สภาวะการทาํงานเป็นดงัน้ี ในช่วงแรกใชอุ้ณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ช่วงท่ีสองใชอุ้ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ  
55 องศาเซลเซียส เป็นเวล 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เป็นจาํนวน 35 
รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้เกบ็รักษา PCR products ท่ีไดท่ี้อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผล PCR product ท่ีไดข้องยนี AMY และ β-actin ดว้ยวิธีการ 1% 
agarose gel electrophoresis ในบฟัเฟอร์ 1X TAE  ท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลตต์รวจสอบแถบ 
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DNA ดว้ยการยอ้มใน ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้ถ่ายภาพ
แถบ DNA ท่ีไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตโดยถา้อวยัวะใดมีแถบ DNA เกิดข้ึน แสดงวา่ท่ีอวยัวะ
ดงักล่าวมีการแสดงออกของยนีชนิดนั้นๆส่วนปริมาณการแสดงออกจะสงัเกตไดจ้ากระดบัความ
เขม้ของแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึน กล่าวคือ ถา้มีความเขม้ของแถบดีเอน็เอมากกแ็สดงวา่ท่ีอวยัวะนั้นมี
การแสดงออกของยนีดงักล่าวมากดว้ย ในทางกลบักนัถา้มีความเขม้ของแถบดีเอน็เอนอ้ย กแ็สดงวา่
ท่ีอวยัวะนั้นๆมีการแสดงออกของยนีดงักล่าวนอ้ยตามไปดว้ย 
 
3. การศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส (ScAmy) โดยใช้วธีิ Relative Real-time PCR  
 
 นาํ first strand cDNA ของตวัอยา่งจากอวยัวะต่างๆของหอยนางรม ประกอบดว้ย เน้ือเยือ่
ส่วนปาก (labia Palps) เน้ือเยือ่ส่วนเหงือก (gills) เน้ือเยือ่ปกคลุม (mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือ 
(muscle)  และเน้ือเยือ่ส่วนตอ้มนํ้ายอ่ย (digestive gland) ในแต่ละเน้ือเยือ่มาวิเคราะห์ผลการ
แสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสโดย  Mastercycler®ep realplex,real-time thermal cycler 
(Eppendorf ,USA) และใช ้SYBR green dye เป็นตวัตรวจสอบการแสดงออกของยนี โดยการใช้
ไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะเจาะจงของยนีแอลฟาอะไมเลสและยนีเบตา้แอคติน (β-actin) เป็น internal 
control 
 
 สาํหรับสารเคมีท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา ประกอบดว้ย cDNA 1 ไมโครกรัม, SsoFast 
EvaGreen Supermix (Bio-Rad, USA), 10 ไมโครโมล Forward primers, 10 ไมโครโมล Reverse 
primers และ water ionizer  โดยมีรายละเอียดดงัน้ีคือ 
 
 First strand cDNA      1   ไมโครลิตร 
 10 μM Forward Primer      1   ไมโครลิตร 
 10 μM Reverse Primer      1   ไมโครลิตร 
 SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, USA)  12.5   ไมโครลิตร 
 Distilled water       9.5   ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม       25   ไมโครลิตร 
 
 ใส่สารละลายท่ีเตรียมไวล้งใน polypropylene plates จากนั้นนาํไปทาํปฏิกิริยา
Mastercycler® ep realplex, real-time thermal cycler (Eppendorf ,USA)  ท่ีกาํหนดใหมี้สภาวะการ
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ทาํงานเป็นดงัน้ีในช่วงแรกใชอุ้ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ช่วงท่ีสองใชอุ้ณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เป็นจาํนวน 40 รอบ และในช่วงสุดทา้ยใชอุ้ณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 55  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ อุณหภูมิ 95 องศา- 
เซลเซียส 30 วินาที เป็นจาํนวน 1 รอบ แลว้บนัทึกผลค่า threshold cycle หรือ CT ท่ีไดเ้พื่อใชใ้น 
การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส (ScAmy) ภายหลงัจากท่ีไดท้าํการ
กระตุน้หลงั จากนั้นทาํการวเิคราะห์ความแตกต่างของการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส 
(ScAmy) 
 
4. การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
 

สกดัเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสตามวิธีของ (Hashini et al., 2003) โดยชัง่เน้ือเยือ่ส่วน 
Digestive gland 0.1 กรัม บดใหล้ะเอียดภายในโกร่งโดยใชไ้นโตรเจนเหลว เพื่อรักษาสภาพของ
เอน็ไซม ์จากนั้นใส่ Phosphate buffer ท่ีเกบ็ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (20 มิลลิโมล,พีเอช 6.5) 
แลว้นาํไปป้ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  ดูดสารละลายส่วนใสใส่หลอดใหม่ เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้น
การศึกษาหนา้ท่ีของเอนไซมต่์อไป 

 
4.1 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 
      นาํเอนไซมท่ี์สกดัไดใ้นเบ้ืองตน้มาทดสอบหาช่วงอุณหภูมิท่ีเอนไซมแ์อลฟา 

อะไมเลสสามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุด โดยการนาํเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสทาํปฏิกิริยากบันํ้าแป้งตม้
สุก (แป้ง 1%) บ่มไวใ้นอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 5-80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
เติม DNS reagent (3,5-dinitrosalisylate) แลว้นาํไปตม้ในนํ้าเดือด 15 นาที นาํไปวิเคราะห์ผลโดย
การวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรมนาโนดรอป 
 

4.2 การศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 
 

      นาํเอนไซมท่ี์ผา่นการสกดัใน Phosphate buffer ท่ีมี pH ท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 2-12 มา
ทดสอบหาช่วง pH ท่ีเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสสามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุด โดยการนาํเอนไซม์
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แอลฟาอะไมเลสทาํปฏิกิริยากบันํ้าแป้งตม้สุก (แป้ง 1%) บ่มไวใ้นอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นเติม DNS reagent (3,5-dinitrosalisylate) แลว้นาํไปตม้ในนํ้าเดือด 15 นาที 
นาํไปวิเคราะห์ผลโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 

 
4.3 การศึกษาผลกระทบของเกลือต่อการทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 
     โดยนาํเอนไซมท่ี์ผา่นการสกดัใน Phosphate buffer ท่ีมี pH 6.0 และมีความเขม้ขน้ของ

NaCl ท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 0.5-5 โมล แลว้นาํเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสทาํปฏิกิริยากบันํ้าแป้งตม้สุก
(แป้ง 1%)ท่ีละลายในนํ้ากลัน่ บ่มไวใ้นอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 
DNS reagent (3,5-dinitrosalisylate) แลว้นาํไปตม้ในนํ้าเดือด 15 นาที นาํไปวิเคราะห์ผลโดยการวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
 

5. การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ทั้งหมดของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรม (ScAmy) 
 
       นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดใ้นแต่ละโคลนมาตดัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง vector จากนั้น
นาํเอาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเปรียบเทียบ (Blast) กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีท่ีไดมี้การ
บนัทึกไวแ้ลว้ไป Genbank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโ้ปรแกรม BlastN 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blastn)  จากนั้นทาํการเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกนัของ
ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย
นางรม (ScAmy) 
 
 5.1 การทาํ Phylogenetic Tree 
  
       ศึกษาความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของยนีแอลฟาอะไมเลสกบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆโดย
คดัเลือก full-length ของยนีแอลฟาอะไมเลสของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆจากฐานขอ้มูล Genbank 
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) จากนั้นนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดท้ั้งหมดมาทาํ 
Alignment ดว้ยวิธี Multiple alignment โดยใชโ้ปรแกรม (ClustalW) แลว้จึงอาศยัโปรแกรม Mega 
version 3.1 ในการสร้างและอ่านผลความสมัพนัธ์ในเชิงวิวฒันาการของยนีแอลฟาอะไมเลส  
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สถานทีแ่ละระยะเวลาทาํการวจัิย 
 
 สถานท่ีทาํการวิจยั 
หอ้งปฏิบติัการพนัธุศาสตร์ สาขาพนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 
 ระยะเวลาทาํการวิจยั 
เร่ิมทาํงานวิจยัเดือนมกราคม 2552 และส้ินสุดงานวิจยัในเดือนมีนาคม 2554 
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ผลและวจิารณ์ 

 
ผล 

 
1. การหาลาํดบันิวคลโีอไทด์ทีส่มบูรณ์ (full-length) ของ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลสจากหอย

นางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (ScAmy) 
 

 1.1 การสกดัอาร์เอน็เอของหอยนางรม 
 

  การสกดัอาร์เอน็เอของหอยนางรมจากเน้ือเยือ่ของต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) ดว้ย 
Trizol Reagent จากนั้นนาํอาร์เอน็เอท่ีไดม้าตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดว้ยการวดัความเขม้ขน้
ของอาร์เอน็เอโดยเคร่ืองวดัสารพนัธุกรรมนาโนดร๊อป และนาํอาร์เอน็เอท่ีไดม้าทาํอะกาโรส
เจลอิเลก็โตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) พบวา่ปริมาณอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดมี้ปริมาณ 
5,390.30 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เม่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอาร์เอน็เอท่ีไดจ้ากอตัราส่วน
ระหวา่งค่าดูดกลืนแสงท่ี 260/280 พบวา่มีค่าความบริสุทธ์ิเท่ากบั 2.1 ซ่ึงค่าท่ีไดจ้ากการดูดกลืนแสง 
260/280 น้ีสามารถบอกความบริสุทธ์ิไดด้งัน้ี (สุรินทร์, 2545) 
 
  ค่าท่ีวดัได ้ 1.65-1.85   แสดงวา่มี DNA ปนอยู ่ 
      แต่ถา้ไดค่้า  >1.85    แสดงวา่ได ้RNA บริสุทธ์ิ 
 ถา้ไดค่้า  <1.65   แสดงวา่มีโปรตีนหรือสารฟีนอลปน 
 
  จากนั้นนาํอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดม้าตรวจสอบคุณภาพดว้ยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 1 
เปอร์เซ็นตพ์บวา่อาร์เอน็เอยงัมีคุณภาพปกติ (ภาพท่ี 8) 
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ภาพที ่8 ตรวจสอบคุณภาพอาร์เอน็เอของเน้ือเยือ่ต่อมนํ้ายอ่ยของหอยนางรม (Saccostrea 

commercialis) ดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นต ์ช่องท่ี 1 และ 2  คือ 
  อาร์เอน็เอท่ีสกดัจากเน้ือเยือ่ของต่อมนํ้ายอ่ยของหอยนางรม 

 
 1.2  การเพิ่มปริมาณของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรม (ScAmy) 
 
  นาํอาร์เอน็เอท่ีไดม้าใชเ้ป็นแม่แบบในการเพิ่มปริมาณยนีโดยใชไ้พรเมอร์ AMYF, 
AMYR หลงัจากผา่นการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอแลว้ตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 
เปอร์เซ็นตพ์บวา่มีขนาดประมาณ 650 คู่เบส (ภาพท่ี 9) นาํดีเอน็เอท่ีไดไ้ปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์
แลว้นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดเ้ปรียบเทียบความคลา้ยคลึงโดยใชโ้ปรแกรม BlastN เปรียบเทียบ
ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัลาํดบันิวคลีโอไดทท่ี์มีอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank พบการ
แสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบยอ่ยอาหารนั้นคือยนีแอลฟาอะไมเลสของสตัวป์ระเภทหอย 
(Mollusks) หลายชนิดซ่ึงหน่ึงในจาํนวนนั้นคือพบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ DNA ของยนี
แอลฟาอะไมเลสชนิดเอ ในหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas (Accession number AF320688.1) 
 
 

28S 
18S 

Low MW RNA 

1      2     
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ภาพที ่9 ขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ AMYF, AMYR ดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 
1 เปอร์เซ็นต ์ช่องท่ี 1 คือดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb, ช่องท่ี 2 คือช้ินดีเอน็เอโดยใช ้

 ไพรเมอร์ AMYF, AMYR ขนาดประมาณ 650 คู่เบส 
 

 1.3  การหาลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณปลาย 5' และ 3' โดยเทคนิค Rapid amplification of 
cDNA ends polymerase chain reaction (RACE PCR) 
 
  ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีแอลฟาอะไมเลส ท่ีไดมี้ขนาดความยาวเท่ากบั 650 
คู่เบส ทั้งน้ีลาํดบันิวคลีโอไทดด์งักล่าวยงัไม่สมบูรณ์กล่าวคือยงัขาดส่วนของลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้ง
ทางดา้น 5' และทางดา้น 3' ดงันั้นจึงใชเ้ทคนิค 5' และ 3' Rapid amplification of cDNA ends 
polymerase chain reaction (5' และ 3' RACE PCR) เพื่อหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟา 
อะไมเลสท่ีสมบูรณ์โดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะเจาะจงต่อยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย
นางรมพนัธ์ุปากจีบ ไพรเมอร์ท่ีใชก้บั 3' RACE PCR  คือ Amy3'RACE เม่ือทาํปฏิกิริยา PCR 
ไดแ้ถบดีเอน็เอ ท่ีมีขนาดประมาณ 700 คู่เบส (ภาพท่ี 10) ส่วนไพรเมอร์ท่ีใชก้บั 5' RACE PCR คือ
Amy5'RACE ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1100 คู่เบส (ภาพท่ี 11) นาํดีเอน็เอท่ีไดไ้ปโคลนและ
หาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
  

1         2   

1000 bp 

  500 bp 
  650 bp 
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  700 bp 

  500 bp 

  1100 bp 

 
 

ภาพที ่10 ขนาดช้ินดีเอน็เอของ 3' RACE PCR product  โดยใชไ้พรเมอร์ Amy3R ดว้ยอะกาโรส
เจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นต ์ช่องท่ี 1 คือดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb, ช่องท่ี 2  

  คือช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ Amy3R ขนาด 700 คู่เบส 
 

 
 

ภาพที ่11 ขนาดช้ินดีเอน็เอของ 5' RACE PCR product  โดยใชไ้พรเมอร์ Amy5R ดว้ยอะกาโรส
เจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นตช่์องท่ี 1 คือดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb,ช่องท่ี 2 คือ
ช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ Amy5R ขนาด 1,100 คู่เบส 

1           2   

1000 bp 

  500 bp 

1     2   

  1000 bp 
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 เม่ือทาํการ Sequencing จากพลาสมิดท่ีบรรจุลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 5' และ 3' RACE PCR 
products โดยการใช ้Universal primer ชนิด T7 และ SP6 ตามลาํดบัจึงทาํใหท้ราบวา่ลาํดบันิวคลีโอ
ไทดข์อง 5' RACE PCR product ท่ีมีขนาดความยาว 931 คู่เบส และ 3' RACE PCR product  ท่ีมี
ขนาดความยาวของลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 531 คู่เบส  อีกทั้งเม่ือเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของ
ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของ 5' และ 3' RACE PCR products ดงักล่าวโดยการใช้
โปรแกรม BlastN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) พบวา่มีความคลา้ยคลึงกบัยนีแอลฟา 
อะไมเลสเอมากท่ีสุด ซ่ึงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิดท่ีบรรจุลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 5' RACE 
PCR product นั้นมีตาํแหน่งของกรดอะมิโน Methionine (M: ATG) ตรงกบักรดอะมิโนลาํดบัท่ี1 
ของยนีแอลฟาอะไมเลสชนิดเอ ในหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas (Accession number AF320688.1) 
ดว้ย แสดงวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดด้งักล่าวน่าจะเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์เป็นตาํแหน่งของ Start 
codon ของ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบดว้ยเช่นกนั ในขณะท่ี
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิดท่ีบรรจุลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' RACE PCR products นั้นมี
ตาํแหน่งของ Poly-A-tail บริเวณส่วนปลายของ cDNA ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 3' RACE PCR 
products แสดงใหเ้ห็นวา่บริเวณดงักล่าวน่าจะเป็นส่วนปลายทางดา้น 3' ของ cDNA ของยนี
แอลฟาอะไมเลสชนิดเอ 
 
 1.4 การตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลสท่ีไดจ้ากการโคลน 
 
 หลงัจากนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มีอยูใ่น
ฐานขอ้มูลของ GenBank  โดยใชโ้ปรแกรม Blastn พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งสามส่วนคลา้ยกบั
ยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas (Accession number AF320688.1)  หลงัจาก
นั้นนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าจากทั้ง 3 ส่วนไดแ้ก่ ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนจาก cDNA ของ
เน้ือเยือ่ส่วน digestive gland และลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนท่ีไดม้าจากการใชเ้ทคนิค 5' และ 3' 
RACE เม่ือนาํมา Alignment โดยการใชโ้ปรแกรม CAP3 Sequence Assembly Program 
(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) เพื่อเช่ือมต่อลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดท้ั้งหมดใหเ้ป็นลาํดบั 
นิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ (Full-length) ของ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุ
ปากจีบ ท่ีมีขนาดความยาวของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 1,729 คู่เบส (ภาพท่ี 12(a) ) 
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 เม่ือตรวจสอบความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนท่ีไดก้บัฐานขอ้มูล 
GenBank database อีกคร้ัง พบวา่ลาํดบัของกรดอะมิโนดงักล่าวมีความคลา้ยคลึงกบั cDNA ของยนี
แอลฟาอะไมเลสในหอยนางรม C.gigas (Accession number AF320688.1) มากท่ีสุด 

 
                                                                                                                       AAAAAAAAAAA 3’ 
 
                                            Parcial cDNA 755 bp 
 
                                                                           3' RACE PCR product (688 bp)      
                                                                                                                       AAAAAAAAAAA 3’ 
          RACE PCR product (688 bp)     
 
                                                                                     Overlapping 
 
                                                                                                                       AAAAAAAAAAA 3’ 
 

(a) 
 

>Saccostrea commercialis 
 
CGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAAGCAGTGGTATCAACGCAG 
AGTACGCGGGGGCAGTCAGTTCAGTGAATATGTTCCAAGAGTTACTATCAGTACTGTTGT 
CCGTTGGTTTGGTACAGGGTGGTACGTGGAGTAACCCGACCTGTGCTCCTGGCCGCCACA 
CCATCACACATTTGTTTGAGTGGAAATGGAGTGACATTGCCGCGGAGTGTGAGCGCTTTC 
TCGGTCCTCACGGCTACTGTGGAGTACAGATTTCACCACCCAGTGAGAATCGAGAAGTTA 
CTAGTCCCAACAGGCCATGGTATGAGAGGTACCAACCTGTGTCGTACAAGTTGACGACTA 
GAAGTGGAAACGAGGCTGACCTCAGGGACATGATACAGAGATGCAATAAGGTCAATGTTA 
GAATCTACGCTGATGTCATCATCAATCACATGACCGGTGGCGATGGAACAGGAACAGGCA 
                                     AMY1F 
CGGGCGGATCTCACTGGGACGGGTACAAATTGAGCTATCCCGGGGTACCCTATTCTGCCT 
 

ภาพที ่12 การโคลนลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ (Full-length) ของ cDNA ของยนีแอลฟาอะ
ไมเลสโดยใชเ้ทคนิค RACE PCR (a) แผนผงัเป็นการเรียงตวัของลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์
ไดจ้าก 5' RACE, 3' RACE และช่วงกลางของยนีแอลฟาอะไมเลส  (b) ภาพแสดงการ
ออกแบบไพรเมอร์ (ตาํแหน่งของ Specific primer) ของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย
นางรมสายพนัธ์ุปากจีบ 

5'              Full-Length of Alpha-Amylase cDNA           

5'              Full-Length of Alpha-Amylase 1,729 bp cDNA           
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GGGATTTCAACAGTGGTTCCGAGTGTCACACAGGAGACGGGAACATCCACAACTACAACG 
ACCCCAACGAAGTACGAAACTGTCGATTGGTCAATCTTGTGGACTTGAAACTTTCCAAAG 
ATTACGTGCGAGATGAAGTAGCAGGGTACCTGAACCACCTGATTAGCCTAGGAGTAGCCG 
GGTTCCGAGTAGATACCGCCAAACACATGTGGCCAGGCGATCTTCGTGCCGTCTTTGGAA 
GACTCAATGATTTGAACACGGCCTTATTCCCCGCAGGAACCAAACCCTTTGTTTATCAGG 
AAGTGATTGACATGGGACACGAAGCCATAAGCGCCAAAGAATATACCGGGATTGCAAGGG 
TTACGAACTTTATTTACGGAATCAAACTAGCTGATGTGTTCAGACGCCATAATCAAGCAA 
AATGGCTGAAAAGTTGGGGCGAAAGTTGGGACATGCCAAATACAAATGACGTTGTTGTAT 
TTACCGATAACCATGACAACCAAAGAGGACATGGCGGAGGAGGTGGCCCTTTAACGTTCT 
                              Amy3R 
TCGAACCACGTGCCTACAAAATGGCAACGGAGTTCATGTTGGCACATCCTTACGGTTTAA 
CACGTGTGATGAGCAGCTACAGCTGGAACAGAGATTTCCAAGGTGGGGAGGATCGCAATA 
 
 
      Amy5R 

ACTGGCAGGGCCCCCCTCATAATGGAGACATGAGCATTAAGGGACCGTCCATTAATTCTG 
ATAACTCGTGTGGAAATGGATGGGTATGTGAGCACAGATGGCGTCAAATTTACAATATGG 
 

TCGCCTTCCGCAACGTTGTCATGGGAACAGCGATGTCACATTGGTGGGATAATGGAGACT 
      AMY1R 

ACGCCATTGCCTTCTCTCGTGGAAACAAAGGTTTCATCATTATCAATGCGGGAACATCGG 
ACATTAATGTCAACTTGCAAACTGGTTTACCGCAGGGTACATACTGTGATGTCATATCCG 
GTAATTACGATAATGGAGGATGTACCGGAAATGAAGTTCACGTTGGAGGTGATGGACACG 
CCCACTTCCATATCAGTCATAGTAGTGATGACCCTGTTGTTGCAATTCATATAGGTGCCA 
AAAAGGGATCCGCAAAGAAAGTCACAACGTAGTCAATGAAAAATGTATAAAACAATATAT 
GCTGTAATAAAACTAGTTTGTATATATTTAAAATAAATGTAGAATCCATAAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

(b) 
 

ภาพที ่12 (ต่อ) 
 

1.5  ยนืยนัผลดว้ยการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนีแอลฟาอะไมเลสส่วน Open Reading 
Frame (ORF) 
 

       เม่ือไดช้ิ้นดีเอน็เอ 3 ช้ินมาต่อกนัพบวา่ เป็นลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟา 
อะไมเลส ของหอยนางรม เพือ่เป็นการยนืยนัผลท่ีได ้จึงไดท้าํการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของแอลฟา 
อะไมเลสโดยใช ้cDNA ของเน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) มาใชเ้ป็นแม่แบบในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอ โดยใชไ้พรเมอร์AMY2F,AMY2R  

 
     ท่ีมีความจาํเพาะต่อยนี (ภาพท่ี12(b)) โดยเม่ือทาํปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสซ่ึงมี

ขั้นตอนดงัน้ีคือ ขั้นตอน denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที จาํนวน 1 รอบ ขั้นตอน 
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  500 bp 

denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 40 วินาที annealing  ท่ีอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เวลา 
40 วินาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที จาํนวน 35 รอบ และขั้นตอน 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ซ่ึงไพรเมอร์คู่น้ีมีความจาํเพาะต่อยนี
แอลฟาอะไมเลส โดยสามารถเพิ่มปริมาณยนีในส่วนของ Start Codon จนถึงปลายทางดา้น Stop 
Codon นาํผลผลิตจากกระบวนการพีซีอาร์ไปวิเคราะห์ดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 
เปอร์เซ็นตจ์ะไดช้ิ้นดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 1,563 คู่เบส (ภาพท่ี 13 )  

 

 
 

ภาพที ่13  แถบ PCR Produces ของยนีแอลฟาอะไมเลสโดยใชไ้พรเมอร์ AMY2F คู่กบั AMY2R
ดว้ยอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นต,์ช่องท่ี 1  คือดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 1 
kb, ช่องท่ี 2 คือ ยนีแอลฟาอะไมเลสโดยใชไ้พรเมอร์ AMY2F คู่กบั AMY2R ขนาด 
1,563 คู่เบส 

 
1.6  การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดของ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลส ของ

หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ 
 

 เม่ือนาํพลาสมิดลูกผสมไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(Sequencing) แลว้นาํมาวิเคราะห์พบวา่ 
ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดท่ีสมบูรณ์ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมท่ีมีความยาว

1           2     

  1000 bp 

  1563 bp 
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เท่ากบั 1,759 คู่เบส ซ่ึงเม่ือทาํการพิจารณาลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดนั้นจะประกอบไปดว้ยลาํดบั
นิวคลีโอไทดท่ี์สามารถถอดรหสัเป็นกรดอะมิโน (Open Reading Frame, ORF) ท่ีมีความยาวทั้งส้ิน 
1,563 คู่เบส และมีลาํดบัของนิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 5' ท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการสร้างโปรตีน  
(5' Untranslated region, 5' UTR) และทางดา้นปลาย 3' ท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการสร้างโปรตีน  
(3' Untranslated region, 3' UTR) ท่ีมีความยาวเท่ากบั 89 คู่เบสและ107 คู่เบส ตามลาํดบั อีกทั้งยงั
พบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์เป็น ATTTA หรือท่ีเรียกวา่ AU rich element motif (ARE) อยูใ่นส่วนของ 
3' UTR จาํนวน 1 ตาํแหน่ง โดยตาํแหน่งของ AU rich element motif (ARE) น้ีจะมีความสาํคญัต่อ
การคงสภาพของ mRNA (mRNA stabilizing function) (Bakheet et al., 2001 และ Nagoshi et al., 
2006) และยงัพบตาํแหน่งของ Polyadenylation signal (AATAAA) จาํนวน 1 ตาํแหน่ง ก่อนถึง
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Poly A tail ประมาณ 14 bp (ภาพท่ี 14) และเม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดใ์น
ส่วนท่ีสามารถถอดรหสัเป็นกรดอะมิโน (ORF) ท่ีมีความยาวทั้งส้ิน 1563 bp น้ี มาถอดรหสัเป็น
กรดอะมิโน ทาํใหไ้ดล้าํดบัของกรดอะมิโนท่ีมีความยาวทั้งส้ิน 520 Residues  
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CGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCG  29 
      GGAATTCGATTAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGGCAGTCAGTTCAGTGAAT  89 

       ATGTTCCAAGAGTTACTATCAGTACTGTTGTCCGTTGGTTTGGTACAGGGTGGTACGTGG  149 
         20   M  F  Q  E  L  L  S  V  L  L  S  V  G  L  V  Q  G  G  T  W 
              AGTAACCCGACCTGTGCTCCTGGCCGCCACACCATCACACATTTGTTTGAGTGGAAATGG  209 
         40   S  N  P  T  C  A  P  G  R  H  T  I  T  H  L  F  E  W  K  W 
              AGTGACATTGCCGCGGAGTGTGAGCGCTTTCTCGGTCCTCACGGCTACTGTGGAGTACAG  269 
         60   S  D  I  A  A  E  C  E  R  F  L  G  P  H  G  Y  C  G  V  Q 
              ATTTCACCACCCAGTGAGAATCGAGAAGTTACTAGTCCCAACAGGCCATGGTATGAGAGG  329 
         80   I  S  P  P  S  E  N  R  E  V  T  S  P  N  R  P  W  Y  E  R 
              TACCAACCTGTGTCGTACAAGTTGACGACTAGAAGTGGAAACGAGGCTGACCTCAGGGAC  389 
        100   Y  Q  P  V  S  Y  K  L  T  T  R  S  G  N  E  A  D  L  R  D 
              ATGATACAGAGATGCAATAAGGTCAATGTTAGAATCTACGCTGATGTCATCATCAATCAC  449 
        120   M  I  Q  R  C  N  K  V  N  V  R  I  Y  A  D  V  I  I  N  H 
              ATGACCGGTGGCGATGGAACAGGAACAGGCACGGGCGGATCTCACTGGGACGGGTACAAA  509 
        140   M  T  G  G  D  G  T  G  T  G  T  G  G  S  H  W  D  G  Y  K 
              TTGAGCTATCCCGGGGTACCCTATTCTGCCTGGGATTTCAACAGTGGTTCCGAGTGTCAC  569 
        160   L  S  Y  P  G  V  P  Y  S  A  W  D  F  N  S  G  S  E  C  H 
              ACAGGAGACGGGAACATCCACAACTACAACGACCCCAACGAAGTACGAAACTGTCGATTG  629 
        180   T  G  D  G  N  I  H  N  Y  N  D  P  N  E  V  R  N  C  R  L 
              GTCAATCTTGTGGACTTGAAACTTTCCAAAGATTACGTGCGAGATGAAGTAGCAGGGTAC  689 
        200   V  N  L  V  D  L  K  L  S  K  D  Y  V  R  D  E  V  A  G  Y 
              CTGAACCACCTGATTAGCCTAGGAGTAGCCGGGTTCCGAGTAGATACCGCCAAACACATG  749 
        220   L  N  H  L  I  S  L  G  V  A  G  F  R  V  D  T  A  K  H  M 
              TGGCCAGGCGATCTTCGTGCCGTCTTTGGAAGACTCAATGATTTGAACACGGCCTTATTC  809 
        240   W  P  G  D  L  R  A  V  F  G  R  L  N  D  L  N  T  A  L  F 
              CCCGCAGGAACCAAACCCTTTGTTTATCAGGAAGTGATTGACATGGGACACGAAGCCATA  869 
        260   P  A  G  T  K  P  F  V  Y  Q  E  V  I  D  M  G  H  E  A  I 
              AGCGCCAAAGAATATACCGGGATTGCAAGGGTTACGAACTTTATTTACGGAATCAAACTA  929 
        280   S  A  K  E  Y  T  G  I  A  R  V  T  N  F  I  Y  G  I  K  L 
              GCTGATGTGTTCAGACGCCATAATCAAGCAAAATGGCTGAAAAGTTGGGGCGAAAGTTGG  989 
        300   A  D  V  F  R  R  H  N  Q  A  K  W  L  K  S  W  G  E  S  W 
              GACATGCCAAATACAAATGACGTTGTTGTATTTACCGATAACCATGACAACCAAAGAGGA  1049 
        320   D  M  P  N  T  N  D  V  V  V  F  T  D  N  H  D  N  Q  R  G 
              CATGGCGGAGGAGGTGGCCCTTTAACGTTCTTCGAACCACGTGCCTACAAAATGGCAACG  1109 
        340   H  G  G  G  G  G  P  L  T  F  F  E  P  R  A  Y  K  M  A  T 
              GAGTTCATGTTGGCACATCCTTACGGTTTAACACGTGTGATGAGCAGCTACAGCTGGAAC  1169 
        360   E  F  M  L  A  H  P  Y  G  L  T  R  V  M  S  S  Y  S  W  N 
              AGAGATTTCCAAGGTGGGGAGGATCGCAATAACTGGCAGGGCCCCCCTCATAATGGAGAC  1229 
        380   R  D  F  Q  G  G  E  D  R  N  N  W  Q  G  P  P  H  N  G  D 
              ATGAGCATTAAGGGACCGTCCATTAATTCTGATAACTCGTGTGGAAATGGATGGGTATGT  1289 
        400   M  S  I  K  G  P  S  I  N  S  D  N  S  C  G  N  G  W  V  C 
              GAGCACAGATGGCGTCAAATTTACAATATGGTCGCCTTCCGCAACGTTGTCATGGGAACA  1349 
        420   E  H  R  W  R  Q  I  Y  N  M  V  A  F  R  N  V  V  M  G  T 
              GCGATGTCACATTGGTGGGATAATGGAGACTACGCCATTGCCTTCTCTCGTGGAAACAAA  1409 
        440   A  M  S  H  W  W  D  N  G  D  Y  A  I  A  F  S  R  G  N  K 
              GGTTTCATCATTATCAATGCGGGAACATCGGACATTAATGTCAACTTGCAAACTGGTTTA  1469 
        460   G  F  I  I  I  N  A  G  T  S  D  I  N  V  N  L  Q  T  G  L 
              CCGCAGGGTACATACTGTGATGTCATATCCGGTAATTACGATAATGGAGGATGTACCGGA  1529 
        480   P  Q  G  T  Y  C  D  V  I  S  G  N  Y  D  N  G  G  C  T  G 
              AATGAAGTTCACGTTGGAGGTGATGGACACGCCCACTTCCATATCAGTCATAGTAGTGAT  1589 
        500   N  E  V  H  V  G  G  D  G  H  A  H  F  H  I  S  H  S  S  D 
              GACCCTGTTGTTGCAATTCATATAGGTGCCAAAAAGGGATCCGCAAAGAAAGTCACAACG  1649 
        520   D  P  V  V  A  I  H  I  G  A  K  K  G  S  A  K  K  V  T  T 

      TAGTCAATGAAAAATGTATAAAACAATATATGCTGTAATAAAACTAGTTTGTATATATTT   1709 
              AAAATAAATGTAGAATCCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
 

ภาพที ่14 ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟา-อะไมเลสในหอยนางรมสาย
พนัธ์ุปากจีบโดยแถบสีชมพแูสดงถึงตาํแหน่งของกรดอะมิโน Cysteines จาํนวน 8 
ตาํแหน่ง แถบสีเหลืองแสดงตาํแหน่งของ signal peptide กรอบสีเขียวแสดงตาํแหน่งของ
start codon:ATG กรอบสีแดงแสดงตาํแหน่งของ stop codon: TAG แถบสีฟ้าแสดง
ตาํแหน่งของ conserved domains ตวัอกัษรท่ีเป็นตวัหนาแสดงถึงตาํแหน่งของ 
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Polyadenylation signal (AATAAA) และตวัอกัษรท่ีขีดเสน้ใตแ้สดงถึงส่วนของ AU rich 
element motif (ARE) (ATTTA) 

 
2. การวเิคราะห์โปรตีนแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (ScAMY) 
 

2.1 การหานํ้าหนกัโมเลกลุ 
 

      เม่ือทาํการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนทั้งหมดของ cDNA ของยนีแอลฟาอะไมเลสแลว้
พบวา่โปรตีนของแอลฟาอะไมเลส ของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบมีนํ้าหนกัโมเลกลุประมาณ
(MW) 57.763 kDa และมีค่า Theoretical isoelectric point (pI) เท่ากบั 6.36 โดยใชโ้ปรแกรม
ออนไลน์ (http://au.expasy.org/tools/ protparam.html)  ซ่ึงค่า Theoretical isoelectric point หรือ pI 
ดงักล่าวคือค่า pH ท่ีทาํใหก้รดอะมิโนหรือโปรตีนมีประจุสุทธิเป็นศูนย ์(Xuhua, 2007) 
   

2.2 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุ
ปากจีบ (ScAmy) ท่ีสมบูรณ์กบัยนีแอลฟาอะไมเลสของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ 
 

     การเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบัของกรดอะมิโน
ของยนีแอลฟา-อะไมเลส ของหอยนางรมกบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีมีการบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) นาํลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสมาเปรียบเทียบกบั
ลาํดบักรดอะมิโนของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่ม Vertebrates และ กลุ่ม Invertebrates โดยเร่ิมจาก
การนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟา-ไมเลสในส่ิงมีชีวิตทุกชนิดท่ีใชใ้นการศึกษา มาทาํการ
ถอดรหสัเป็นลาํดบัของกรดอะมิโน เม่ือวเิคราะห์โครงสร้างของลาํดบักรดอะมิโนพบวา่กรด 
อะมิโนของยนีแอลฟา-อะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (ScAmy) มีส่วนของ secondary-
structure element ของ (β/α) และสามารถจดัลาํดบักรดอะมิโนตาม binding domain ได ้10 domain 
(Janecek, 1992) ไดแ้ก่ FEW (β1), GYCGVQISP (β2), DVIINHM (β3), HNYN (loop3), LVDLK 
(loop3), GFRVDTAKHM (β4), QEVIDMG (β5), GIARVTNFIY (β6),  FTDNHD (β7), 
GLTRVMSSY (β8), KWSDIAAECE (α1), DLRDMIQRCNKVNVR (α2), KDYVRDEVAGY 
(α3 ), PGDLRAVFGRLND (α4), AISAK (α5), KLADVFRRHN (α6a),  RAYKMATEFMLA 
(α6b), NMVAFRNVVMG (α7) (ภาพท่ี 15) เม่ือนาํลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลส 
(ScAmy) มาเปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนของส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืนๆโดยใชโ้ปรแกรม 
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/  ส่ิงมีชีวิตท่ีนาํมาเปรียบเทียบไดแ้ก่ CAA68065 
(Pecten maximus) หอยเชลล,์ ABO26610(Haliotis discusdiscus) หอยเป๋าฮ้ือ, AAL37183.1 
(Crassostrea gigas) หอยนางรม, BAA04586.1 (Drosophila simulans) แมลงหวี,่ ACT64133 
(Bombyx mori)     หนอนไหม, 1JAE_A (Tenebrio molitor Larval) หนอนนก, NP_001107848.1 
(Tribolium castaneum) มอดแป้ง, AAM20738.1 (Apis mellifera)  ผึ้ง, AAA29357.1 (Anopheles 
gambia) ยงุกน้ปล่อง, AAH09121 (Mus musculus) หนู, NP_998176.1 (Danio rerio) ปลามา้ลาย, 
AAF02828.1(Sus scrofa) หมูป่า และ NP_000690.1 (Homo sapiens) มนุษย ์พบวา่ ประกอบไปดว้ย
ตาํแหน่งอนุรักษ ์(conserved domain) ทั้งหมด 9 ตาํแหน่ง ไดแ้ก่ FEW, GYCGVQISP, DVIINHM, 
HNYN, LVDLK, GFRVDTAKH, EVID, FTDNHD, GLTRVMSSY พบวา่บางตาํแหน่งมีการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในหลายๆตาํแหน่ง (ภาพท่ี 17)  

 
MFQELLSVLLSVGLVQGGTWSNPTCAPGRHTITHLFEWKWSDIAAECERFLGPHGYCGVQ 60 
                                                                                                                                β1    α1             β2       
 
ISPPSENREVTSPNRPWYERYQPVSYKLTTRSGNEADLRDMIQRCNKVNVRIYADVIINH 120 
                                        α2               β3                                           
 
MTGGDGTGTGTGGSHWDGYKLSYPGVPYSAWDFNSGSECHTGDGNIHNYNDPNEVRNCRL 180 
                                              loop3 
 
VNLVDLKLSKDYVRDEVAGYLNHLISLGVAGFRVDTAKHMWPGDLRAVFGRLNDLNTALF 240 
  loop3      α3                  β4          α4 
 
PAGTKPFVYQEVIDMGHEAISAKEYTGIARVTNFIYGIKLADVFRRHNQAKWLKSWGESW 300 
           β5       α5        β6         α6a 
 
DMPNTNDVVVFTDNHDNQRGHGGGGGPLTFFEPRAYKMATEFMLAHPYGLTRVMSSYSWN 360 
            β7                         α6b    β8 
 
RDFQGGEDRNNWQGPPHNGDMSIKGPSINSDNSCGNGWVCEHRWRQIYNMVAFRNVVMGT 420 
       α7 
 
AMSHWWDNGDYAIAFSRGNKGFIIINAGTSDINVNLQTGLPQGTYCDVISGNYDNGGCTG 480 
 
 
NEVHVGGDGHAHFHISHSSDDPVVAIHIGAKKGSAKKVTT*    520 
 
 

ภาพที ่15 แสดงใหเ้ห็นในส่วนของ secondary-structure element ของ (β/α) ในยนี
แอลฟาอะไมเลส     ของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ โดยแถบสีเหลืองแสดง
ส่วนแอลฟาและแถบสีเขียวแสดงส่วนของเบตา้ 

 
3. การหาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ 

 
หลงัจากทาํการเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบัของกรดอะมิโน ดว้ยโปรแกรม 

ClustalW (http://clustal.org) ในภาพท่ี 17 พบวา่ ผลจากการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในหลายๆ
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ตาํแหน่ง (ภาพท่ี 17) ส่งผลใหเ้กิดความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบและ
ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ โดยจากการสุ่มค่า Bootstrap Value 1000 replicates จากโปรแกรม MEGA 3.1 
พบวา่ Phylogenetic tree ของส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆท่ีไดป้ระกอบดว้ย 13 interior branch โดยมีผลการ
ทดสอบ bootstrap อยูร่ะหวา่ง 56-100 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 16) เม่ือนาํมาหาค่าระยะห่างทาง
พนัธุกรรม (Genetic Distance) (ตางรางท่ี 3) และคาํนวณหาเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน (%Identity) กบั
ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน 13 ชนิด (ตารางท่ี 2) พบวา่ลาํดบัอะมิโนของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจากมีความ
เหมือนกบัเอนไซมอ์ะไมเลสของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนตั้งแต่ 48-88 เปอร์เซนตโ์ดยเหมือนกบัหอย
นางรมสายพนัธ์ุ Crassostrea gigas 88 เปอร์เซ็นต ์และเหมือนกบั Anopheles gambia นอ้ยท่ีสุด 48 
เปอร์เซ็นต ์เอนไซมอ์ะไมเลสของสตัวต่์างๆจะมีความเหมือนกนัประมาณ 50 เปอร์เซ็นตข้ึ์นไป  
(Da Lage, 2002) 

 
ตารางท่ี 2 แสดงเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของกรดอะมิโนแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุ             

ปากจีบเปรียบเทียบส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ 
 
 
ช่ือ                                           ความยาวของกรดอะมิโน                          %ความเหมือน 

 
    Crassostrea gigas    520    88   
    Pecten maximus                                        508    69    
   Haliotis discusdiscus    511    63     
   Danio rerio                                                            512                                                58  
   Drosophila simulans                                  492    54    
   Bombyx mori                                              500    52   
   Tenebrio  molitor                                       471    55   
  Tribolium castaneum                                             490                                                 55 
  Anopheles gambia                                      509    48 
  Apis mellifera                                             493    50  
 Mus musculus                                              509    55    
 Sus scrofa                                                     511    55  
 Homo sapiens                                              511    57  
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ตารางที ่3 ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม Genetic Distance ของหอยนางรมกบัสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ 
  

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
1. Homo sapiens 0.000                
2. Sus scrofa 0.016 0.000               
3. Mus musculus 0.097 0.154 0.000              
4. Gallus gallus 0.145 0.147 0.138 0.000             
5. Danio rerio 0.109 0.260 0.292 0.348 0.000            
6. Saccostrea commercialis 0.274 0.405 0.342 0.281 0.394 0.000           
7. Crassostrea gigas 0.314 0.360 0.434 0.321 0.396 0.104 0.000          
8. Pecten maximus 0.369 0.543 0.561 0.511 0.290 0.265 0.251 0.000         
9. Haliotis discusdiscus 0.353 0.360 0.468 0.416 0.432 0.396 0.287 0.563 0.000        
10. Drosophila simulans 0.719 0.581 0.719 0.643 0.957 0.805 0.541 1.007 0.333 0.000       
11. Anopheles gambia 0.903 0.756 0.839 0.842 1.172 0.946 0.860 0.993 1.181 1.158 0.000      
12. Apis mellifera 0.231 0.330 0.219 0.396 0.362 0.475 0.557 0.620 0.577 0.894 1.183 0.000     
13. Tenebrio molitor 0.604 0.550 0.579 0.527 0.622 0.654 0.581 0.552 0.466 0.534 0.955 0.891 0.000    
14. Tribolium castaneum 0.690 0.679 0.654 0.622 0.674 0.681 0.663 0.676 0.627 0.724 0.756 0.977 0.174 0.000   

15. Bombyx mori 0.799 0.842 0.914 0.776 0.867 0.665 0.695 0.523 1.176 1.475 0.704 1.145 1.027 0.885 0.000  
16. Thermotoga maritima 1.475 1.762 1.661 1.738 1.584 1.871 1.860 1.776 1.656 2.063 2.423 1.400 2.088 2.217 3.041 0.000 
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ภาพที ่16 Phylogenetic tree แสดงความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย

นางรม (ScAMY) กบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ท่ีไดมี้การบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank 
database  

 
3. การหาตําแหน่งจับของคลอไรด์ (Chloride Binding), แคลเซียม (Calcium Binding), ฮิสตดิีน 
(Histidine Binding), บริเวณกระตุ้น (Active site), ตําแหน่ง Cysteine Residues และ β/α-Barrel 
ของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ 
 

เม่ือไดล้าํดบักรดอะมิโนมาแลว้สามารถแบ่งลาํดบักรดอะมิโนของแอลฟาอะไมเลสของ
หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (ScAMY) พบลกัษณะความเหมือนของเรสิดิวส์ของ active site บริเวณ 
subsite ท่ี 3 ไดแ้ก่ H120 (ฮิสติดีน), D185 (แอสพาติค) และ H286 (ฮิสติดีน) บริเวณ subsite ท่ี 4 
ไดแ้ก่ H203 (ฮิสติดีน), E241 (กลูตามิค) และ D307 (แอสพาติค ) บริเวณ subsite ท่ี 5ไดแ้ก่ K188 
(ไลซีน) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบักรดอะมิโนของแอลฟาอะไมเลสในส่ิงมีชีวิตหลายๆชนิด พบวา่ 
เรสิดิวส์ท่ีอยูบ่ริเวณ active site ของกรดอะมิโนในหอยนางรมมีความคลา้ยคลึงกนักบัแอลฟา 
อะไมเลสในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ยกเวน้กรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสท่ีอยู ่active site บริเวณ 
subsite ท่ี 5 ใน Aspergillus niger (ยสีต)์ และ barley (ขา้วบาร์เล่ย)์ ดงัตารางท่ี 3 
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ส่วนในตาํแหน่งจบัของแคลเซียม Calcium binding site มีทั้งหมด 4 ตาํแหน่งประกอบไป
ดว้ย N106 (แอสพาราจีน), D152 (แอสพาร์ติค), D162 (แอสพาร์ติค) และ H203 (ฮิสติดีน) ซ่ึงเม่ือ
เปรียบเทียบกบักรดอะมิโนของแอลฟาอะไมเลสในส่ิงมีชีวิตหลายๆชนิด พบวา่เรสิดิวส์ท่ีอยูบ่ริเวณ
ตาํแหน่งจบัของแคลเซียม Calcium binding site ในหอยนางรมมีความคลา้ยคลึงกนักบัแอลฟา 
อะไมเลสในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ยกเวน้กรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสท่ีตาํแหน่งจบัของ
แคลเซียม Calcium binding site ใน Bacillus licheniformis ซ่ึงมีเพียง 3 ตาํแหน่งเท่านั้นและความ
แตกต่างในชนิดของกรดอะมิโนในส่ิงมีชีวติ Aspergillus niger (ยสีต)์ และbarley (ขา้วบาร์เล่ย)์
พบวา่มีความแตกต่างของกรดอะมิโนจาก แอสพาติค (D) เป็น กลูตามิค (E) และฮิสติดีน (H) เป็น 
กลูตามิค (E) ใน Aspergillus niger (ยสีต)์ ส่วนใน barley (ขา้วบาร์เล่ย)์ มีความแตกต่างจากกรด 
อะมิโนจาก ฮิสติดีน (H) เป็นไกลซีน(G)  ส่วน Calcium binding ตาํแหน่งอ่ืนๆนั้นมีกรดอะมิโน
เป็นรูปแบบเดียวกนั  (Stefan et al .,1998)  ดงัตารางท่ี 4 

 
 สาํหรับส่วนของตาํแหน่งจบัของครอไรด ์Chloride binding site มีทั้งหมด 3 ตาํแหน่ง 

ประกอบไปดว้ย R194 (อาร์จินิน), R318 (อาร์จินิน) และS295 (เซรีน) เม่ือเปรียบเทียบกบักรดอะมิ
โนของแอลฟาอะไมเลสในส่ิงมีชีวิตหลายๆชนิด พบวา่เรสิดิวส์ท่ีอยูบ่ริเวณตาํแหน่งจบัของ 
ครอไรด ์Chloride binding site ในหอยนางรมมีความคลา้ยคลึงกนักบัแอลฟาอะไมเลสในส่ิงมีชีวิต
ชนิดอ่ืนๆ ยกเวน้กรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสบริเวณตาํแหน่งท่ี 3 ในหอยนางรมสายพนัธ์ุ
ปากจีบมีความแตกต่างของประเภทกรดอะมิโน N (แอสพาราจีน) เป็นกรดอะมิโน S295 (เซรีน)  
เม่ือเปรียบเทียบกบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ดงัตารางท่ี 4  

 
ตาํแหน่งจบัของฮิสติดีน ประกอบไปดว้ย H119, H216 และH315 และพบจาํนวนกรด 

อะมิโนซิสเตอินทั้งหมด 8 ตาํแหน่ง ประกอบดว้ย C47, C105, C159, C177, C394, C400, C466 
และ C478 (ภาพท่ี 18) ตาํแหน่งของซิสเตอินทั้ง 8 ตาํแหน่งน้ีเป็นตาํแหน่งอนุรักษท่ี์พบใน เอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสของสตัวทุ์กชนิด (Janacek, 1993) 
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ตารางที ่4 แสดงความเหมือน (conservation) ของกรดอะมิโนแอลฟาอะไมเลส บริเวณ side-chains       
ในกระบวนการเขา้ไปกระตุน้การเกิดปฏิกิริยาและบริเวณของการเขา้จบัของ substrate 
และไอออน 

 
                               TMA                      BLA          ANA          BAA                     SCA 
                                                                           

          Residues at the active site 
Subsite 
3                              H99                       H105         H122          H92                     H120 
3                              D185                     D231         D206          D179                   D185 
5                              K188                     K234         K209          K182                   K188 
4                              H189                     H235         E210          G183                  H203 
4                             E222                      E261          E230           E204                   E241 
3                             H286                     H327          H296           H288                  H286 
4                             D287                      D328          D297          D289                  D307 

Residues involved in chloride binding 
                               R183                     R229          R204           R177                  R194 
                               N285                     N326         N295           N287                 S295 
                               R321                     E300           I326              -                      R318 
                                                       Residues involved in calcium binding 
                               N98                       N104          N121          N91                    N106 
                               D146                        -              E162          D138                  D152 
                               D155                    D200           D175         D148                   D162 
                               H189                    H235           E210          G183                  H203 
                                                                                                   A141 
 
         TMA, Tenebrio molitor α -amylase                  SCA, S.commercial α -amylase 
         BLA, Bacillus licheniformis α -amylase          ANA, Aspergillus niger α -amylase 
         BAA, barley α -amylase                                    
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S.commercial      MFQELLSVLLSVGLVQGG----TWSNPTCAPGRHTITHLFEWKWSDIAAECERFLGPHGY 56 
C.gigas           MFQVILWCLLYVGVVRGG----TWSNPTCAPGRHTITHLFEWKWSDIAAECERFLGPMGY 56 
Pecten            -MLSLIIAACCVTVALAG----TFSNPTCAPGRNTIVHLFEWKWTDIAKECERFLGPNGF 55 
Haliotis          -MIPTWCLAFLLPTALAS----MYSDPHCSSGRSAITHLFEWTWSDIAKECERFLGPYGY 55 
Drosophila        -MFLAKSLVCLALLAVAN----AQFDTNYASGRSGMVHLFEWKWDDIAAECENFLGPNGF 55 
Bombyx            -MFRYILLLSAVTLALAY------KNPHYASGRTTMVHLFEWKWDDIAAECERFLGPRGF 53 
Homo              --MKFFLLLFTIGFCWA------QYSPNTQQGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLAPKGF 52 
Danio             --MKLLILAALVGLSLA------QFDPNTKSGRTAIVHLFEWRWADIAAECERYLGPNGF 52 
Tenebrio          -----------------------XKDANFASGRNSIVHLFEWKWNDIADECERFLQPQGF 37 
Tribolium         -MHFKPILVLCLATLALG-----QKDPHFAADRNSIVHLFEWKWSDIADECERFLAPKGF 54 
Gambia            -MKLLVRLAPILLLALTGRPVAAQHDPHFVRGHSTIVHLFEWKWSDIADECERFLGPKGY 59 
Apis              -MMPAIVLLLALLTLAAG--EIAHNDPHFAPGHDAIVHLFEWKWNDIAKECEQFLGPVGF 57 
Mus               --MKFFLLLSLIGFCWA------QYDPHTQYGRTAIVHLFEWRWVDIAKECERYLAPNGF 52 
Sus               --MKLFLLLSAFGFCWA------QYAPQTQSGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLGPKGF 52 
                                            .    .:  :.***** * *** ***.:* * *: 
S.commercial      CGVQISPPSENREVTSP--NRPWYERYQPVSYKLTTRSGNEADLRDMIQRCNKVNVRIYA 114 
C.gigas           CGVQISPPNENRIVTSP--NRPWWERYQPVSYKLVTRSGNEADLRDMVQRCNKVNVRIYA 114 
Pecten            CGVQISPPNENRLVN----NRPWWERYQPVSYKLQTRSGSEDQLRDMISRCNRVNVRIYS 111 
Haliotis          CGVQISPPNENRVVTNP--RRPWWERYQPVSYKLQTRSGSEQDLKDMVSRCNKAGVRIYA 113 
Drosophila        AGVQVSPVNENAVK----DSRPWWERYQPISYKL--RSGNEQQFASMVKRCNAVGVRIYV 109 
Bombyx            GGIQVSPPNENLVIWSR--NRPWWERYQPISYRLVTRSGNENQFSNMVRRCNNVGVRIYV 111 
Homo              GGVQVSPPNENVAIYNP--FRPWWERYQPVSYKLCTRSGNEDEFRNMVTRCNNVGVRIYV 110 
Danio             GGVQISPPSESIVVTNP--WHPWWQRYQPIGYNLCSRSGNENELKDMITRCNNVGVNIYV 110 
Tenebrio          GGVQISPPNEYLVADG----RPWWERYQPVSYIINTRSGDESAFTDMTRRCNDAGVRIYV 93 
Tribolium         GGVQISPPNENLVVTSS--NRPWWERYQPVSYILNTRSGDEAALADMISRCNAVGVRIYV 112 
Gambia            GGVQLSPVNENIVIRLADGSRPWWERYQPISFKLDTRSGSEAEFADMSRRCNAAGVRLYV 119 
Apis              GGVQVSPVQENIVI----DKRPWWERYQPISYKWITRSGTREQFIDMVARCNKAGVRIYV 113 
Mus               AGVQVSPPNENIVVHSP--SRPWWERYQPISYKICSRSGNEDEFRDMVNRCNNVGVRIYV 110 
Sus               GGVQVSPPNENIVVTNP--SRPWWERYQPVSYKLCTRSGNENEFRDMVTRCNNVGVRIYV 110 
                   *:*:** .*          :**::****:.:    *** .  : .*  *** ..*.:*  
 

ภาพที ่17 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟา-อะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปาก
จีบกบัส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่ม Vertebrates และ กลุ่ม Invertebrates ดงัน้ีคือ 
CAA68065(Pecten maximus) หอยเชลล,์ ABO26610(Haliotis discusdiscus) หอยเป๋าฮ้ือ, 
AAL37183.1 (Crassostrea gigas) หอยนางรม, BAA04586.1 (Drosophila simulans) 
แมลงหวี,่ ACT64133 (Bombyx mori)     หนอนไหม, 1JAE_A (Tenebrio molitor Larval) 
หนอนนก, NP_001107848.1 (Tribolium castaneum) มอดแป้ง, AAM20738.1  
(Apis mellifera)  ผึ้ง, AAA29357.1 (Anopheles gambia) ยงุกน้ปล่อง, AAH09121(Mus 
musculus) หนู, NP_998176.1 (Danio rerio) ปลามา้ลาย, AAF02828.1(Sus scrofa) หมูป่า 
และ NP_000690.1 (Homo sapiens) มนุษยก์รอบสีฟ้าท่ีปรากฏเป็นการแสดงลกัษณะของ
การเกิดพนัธะ Disulfide ระหวา่งกรดอะมิโน Cysteine กรอบสีชมพ ูคือบริเวณตาํแหน่ง
ของ Consensus pattern และเสน้ใตต้วัอกัษรคือ Histidine binding ส่วน (*) คือตาํแหน่ง
ของกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกนั และ (.) คือ ตาํแหน่งของกรดอะมิโนท่ีมีความ
คลา้ยคลึงกนัสูง 
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S.commercial      DVIINHMTGGD-GTGTG-TGGSHWDGYKLSYPGVPYSAWDFNSGSECHTGDGNIHNYNDP 172 
C.gigas           DVVINHMTGAG-GSGTG-TGGSHWDGGSLSYPGVPFSSWDFNSGSECSTGDGNIHNYNDP 172 
Pecten            DTVINHMTGVG-GSGTG-TAGSHWNGDTLSYPGVPFSAWDFNTGNECHSSDMNIHDYNNA 169 
Haliotis          DTVINHMTGVG-GTGQG-TAGSSYDANQLKYPGVPYGPTDFNDNSNCHTGDMQIHNYNNP 171 
Drosophila        DVIFNHMAADG---GTYGTGGSTASPSSKSYPGVPYSSLDFN-PTCAIN------NYNDA 159 
Bombyx            DAIINHMTGTWN--ENVGTGGSTANFENWHYPAVPYGRNDFNWPHCVITGS----DYNCC 165 
Homo              DAVINHMCGNAVSAGTSSTCGSYFNPGSRDFPAVPYSGWDFNDG-KCKTGSGDIENYNDA 169 
Danio             DAVINHMCGSGGGSGTHSSCGSYFNANNKDFPTVPYSNLDFNDG-KCNTGSGNIENYQDI 169 
Tenebrio          DAVINHMTGMN----GVGTSGSSADHDGMNYPAVPYGSGDFH-SPCEVN------NYQDA 142 
Tribolium         DTVINHMTGMG----GTGTAGSQADRDGKNYPAVPYGSGDFH-DSCTVN------NYQDA 161 
Gambia            DIIINHMGATQPVEPAIGTGSSTAIPSDRQFPAVPFGWPDFN-PPCAIN------DWGNA 172 
Apis              DVIMNHMSGDR--NDAHGTGNSRANTYNFDYPQVPYTVKNFH-PRCAVN------NYNDP 164 
Mus               DAVINHMCGVGAQAGQSSTCGSYFNPNNRDFPGVPYSGFDFNDG-KCRTASGGIENYQDA 169 
Sus               DAVINHMCGSGAAAGTGTTCGSYCNPGNREFPAVPYSAWDFNDG-KCKTASGGIESYNDP 169 
                  * ::*** .         : .*        :* **:   :*:      .      .:    
S.commercial      -NEVRNCRLVNLVDLKLSKDYVRDEVAGYLNHLISLGVAGFRVDTAKHMWPGDLRAVFGR 231 
C.gigas           -NEVRNCRLVSLVDLKLSKDYVRDSIAGYLNHLISLGVAGFRVDAAKHMWPGDLRAVFGR 231 
Pecten            -EEIRNCRLVSLADLKLSKNYVREEITQYMNHLIDLGVAGFRIDAAKHMWPGDLRAMFGT 228 
Haliotis          -EEVRNCRLVGLADLKAGKDYVRSEIEGYLNHLVDIGIAGFRVDAAKHMWPGDLTAIFGS 230 
Drosophila        -NQVRNCELVGLRDLNQGNSYVQDKVVEFLDHLIDLGVAGFRVDAAKHMWPADLAVIYGR 218 
Bombyx            PDRVRNCELSGLKDLNQGSDYVRQQILNYMNRLIDMGVAGFRIDAAKHMWPHDLRVIYDR 225 
Homo              -TQVRDCRLTGLLDLALEKDYVRSKIAEYMNHLIDIGVAGFRLDASKHMWPGDIKAILDK 228 
Danio             -NQVRNCRLVGLLDLALEKDYVRSKVADYMNKLIDMGVAGFRVDACKHMWPGDLSAVYGR 228 
Tenebrio          -DNVRNCELVGLRDLNQGSDYVRGVLIDYMNHMIDLGVAGFRVDAAKHMSPGDLSVIFSG 201 
Tribolium         -SNVRNCELVGLADLNQGSDYVRSKIIEYMNHLVDLGVAGFRVDAAKHMWPADLEAIYAS 220 
Gambia            -EQIRNCELVGLHDLNQAVPWVRDRVVDFLNHLIELGVAGFRVDAAKHMWPADLAVIFGR 231 
Apis              -SNVRNCELVGLHDLDQSQEYVRSKLVDFLNDLVTVGVAGFRVDAAKHMWPSDLRTIYSR 223 
Mus               -AQVRDCRLSGLLDLALEKDYVRTKVADYMNHLIDIGVAGFRLDASKHMWPGDIKAILDK 228 
Sus               -YQVRDCQLVGLLDLALEKDYVRSMIADYLNKLIDIGVAGFRIDASKHMWPGDIKAVLDK 228 
                    .:*:*.* .* **     :*:  :  ::: :: :*:****:*:.*** * *: .:    
S.commercial      LNDLNTAL-FPAGTKPFVYQEVIDMGH-EAISAKEYTGIARVTNFIYGIKLADVFRRHN- 288 
C.gigas           LHDLNSAY-FPSGTKPFIFQEVIDMGH-EAISAAEYTGIARVTNFIYGIKLADVFRHHN- 288 
Pecten            LHDLNSAV-FGSGRKPFIFQEVIDMGG-EPISASEYTGIGRVTNFIFGVKLGQVFRNEN- 285 
Haliotis          VKNLRSDV-FGGGKKPFVFQEVIDMGG-EPIKGDQYLGSGRVTNFIFGAKLAQVFRKQN- 287 
Drosophila        LKTLNTDHGFASGSKAYIVQEVIDMGG-EAISKSEYTGLGAITEFRHSDSIGKVFRGKD- 276 
Bombyx            LRNLNTAHGFPSGARPYIYQEVIDLGG-EAISRNEYTPLAAVTEFRFGLELSQAFQRRN- 283 
Homo              LHNLNSNW-FPAGSKPFIYQEVIDLGG-EPIKSSDYFGNGRVTEFKYGAKLGTVIRKWNG 286 
Danio             LHNLNTRW-FPSGAKPFIFQEVIDLGG-EPITSSEYTGIGRVTEFKYGAKLGNIIRKWNG 286 
Tenebrio          LKNLNTDYGFADGARPFIYQEVIDLGG-EAISKNEYTGFGCVLEFQFGVSLGNAFQGGN- 259 
Tribolium         LKNLNTDHGFLDGQKPFIFQEVIDLGG-EAISKHEYTGFGTVIEFQYGLSLGNAFQGGN- 278 
Gambia            LNNLNTAYGFAPGSRAFLAQEVIDMGAHEAVRKFEYTFLGTVTEFMFSHYLGRAFGGND- 290 
Apis              VRNLNRTHGFPNDARPYIFQEVIDYGN-EAISKREYNGMAAVIEFKYSYEISNAFRGNN- 281 
Mus               LHNLNTKW-FSQGSRPFIFQEVIDLGG-EAVSSNEYFGNGRVTEFKYGAKLGKVMRKWDG 286 
Sus               LHNLNTNW-FPAGSRPFIFQEVIDLGG-EAIQSSEYFGNGRVTEFKYGAKLGTVVRKWSG 286 
                  :. *.    *  . :.:: ***** *  *.:   :*   . : :* ..  :.  .   .  
S.commercial      -QAKWLKSWGESWGMPNSNDVVVFTDNHDNQRGHGGGGG-PLTFFEPRAYKMATEFMLAH 346 
C.gigas           -QAKWLKTWGEQWGMPNSNDAVVFIDNHDNQRGHGGGGG-VLTFFEPRSYKMATEFMLAH 346 
Pecten            -KASNLHNWGEAWGMPNSNDVVVFIDNHDNQRGHGGGGG-PLTHFEPRPYKLATAFMLAH 343 
Haliotis          -AMKYLSNWGSAWGMLKSDDSVVFIDNHDNQRGHGGGGG-VLTHFEPRPYKLATAFMLAH 345 
Drosophila        -QLQYLTNWGTAWGFAASDRSLVFVDNHDNQRGHGAGGADVLTYKVPKQYKMASAFMLAH 335 
Bombyx            -QLRWLVNWGPQWGLLASGDALTFIDNHDNQRGHGAGG-NILTYKQSRQYKGAIAFMLAH 341 
Homo              EKMSYLKNWGEGWGFVPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAH 346 
Danio             EKLSYLKNWGEGWGFMPSDKALVFVDNHDNQRGHGAGGASIVTFWDARLYKMAVGFMLAH 346 
Tenebrio          -QLKNLANWGPEWGLLEGLDAVVFVDNHDNQRTGGS---QILTYKNPKPYKMAIAFMLAH 315 
Tribolium         -QLANLANWGPEWNLLDGLDAVAFIDNHDNQRTGGS---QILTYKNPKPYKMAIAFMLAH 334 
Gambia            -ALRWLSNFGEAWRLLASREAFVFVDNHDNQRGDYG----ILTYKQPKPYKMATAFAAAY 345 
Apis              -NLKWLVNWGEQWGFLPSKDSLVFVDNHDTQRDNPQ----ILTYKYSKRYKMAVAFMLSH 336 
Mus               EKMSYLKNWGEGWGLMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAH 346 
Sus               EKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKVAVGFMLAH 346 
                       * .:*  * :      ..* ****.**         :*.  .: ** *  *  :: 
 

ภาพที ่17 (ต่อ) 
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S.commercial      PYGLTRVMSSYSWNRDFQGGEDRNNWQGPPHNGDMSIKGPSINSDNSCGNGWVCEHRWRQ 406 
C.gigas           PYGFTRVMSSYHWNRDFHGGEDHNNWQGPPHNGDMSIKGPSIQSDMSCSNGWICEHRWRQ 406 
Pecten            PYGFTRLMSSYNFDR-------SNTDQGPPHNGDN-INDVTINADLTCGNGWTCEHRWRE 395 
Haliotis          PYGFPRVMSSYNFNQ-------ANTDQGPPQNGDMSTKPVTING-MVCGNGWTCEHRWRQ 397 
Drosophila        PFGTPRVMSSFSFSD---------TDQGPPTTDGHNIASPVFNSDNSCSGGWVCEHRWRQ 386 
Bombyx            PYGYPQLMSSFAFTD---------TEAGPPMNSRGDITSPTINADNSCGNGWICEHRWRQ 392 
Homo              PYGFTRVMSSYRWPRQFQNGNDVNDWVGPPNN-NGVIKEVTINPDTTCGNDWVCEHRWRQ 405 
Danio             PYGFTRVMSSYRWDRNIVNGQDQNDWIGPPSNGDGSTKPVPINPDSTCGDNWVCEHRWRQ 406 
Tenebrio          PYGTTRIMSSFDFTD---------NDQGPPQDGSGNLISPGINDDNTCSNGYVCEHRWRQ 366 
Tribolium         PYGTTRLMSSFAFDN---------NDQGPPQDGAGNLISPSINDDGTCGNGYVCEHRWRQ 385 
Gambia            PYGQLRIMSSFAFTD---------FDQGPPSDAQGNLLSPIINPDKTCGGGWVCEHRWRQ 396 
Apis              PFGTPRIMSSFDFQS---------KDQGPPNDGNGNILSPSIH-DNICSNGWICEHRWRQ 386 
Mus               PYGFTRVMSSYYWPRNFQNGKDVNDWVGPPNN-NGKTKEVSINPDSTCGNDWICEHRWRQ 405 
Sus               PYGFTRVMSSYRWARNFVNGQDVNDWIGPPNN-NGVIKEVTINADTTCGNDWVCEHRWRQ 405 
                  *:*  ::***: :              ***           ::    *...: ******: 
 
S.commercial      IYNMVAFRNVVMGTAMSHWWDNGDYAIAFSRGNKGFIIINAGTSDINVNLQTGLPQGTYC 466 
C.gigas           IYNMVAFRNVVMGTTLTNWWDNGDYAIAFSRGNKGFIVINAGTSDINVNLQTGLSQGTYC 466 
Pecten            IYNMVAFRNIVMGQNLQHWWDNGNYQIAFGRGNKGFIAMNMDNHNLDQTLQTGLPAGTYC 455 
Haliotis          MYNMVAFRNIAGYSGLSNWWSGSDYQIAFSRGNKAFIAFNLEGYDLSKSLNTGLPSGSYC 457 
Drosophila        IYNMVAFRNAVGSDAIQNWWDNGSNQISFSRGSRGFVAFNNDNYDLNSSLQTGLPAGTYC 446 
Bombyx            IHNMVVFRNTAGNGALTNWWDNGSNQIAFCRGNQAFIAFNNDAWDMDQTLQTCLPAGTYC 452 
Homo              IRNMVIFRNVVDGQPFTNWYDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWSFSLTLQTGLPAGTYC 465 
Danio             IKNMVIFRNVVNGQPFSNWWDNGSNQIAFSRGSRGFIIINNDDWELNVSLSTGLPGGTYC 466 
Tenebrio          VYGMVGFRNAVEGTQVENWWSNDDNQIAFSRGSQGFVAFTNG-GDLNQNLNTGLPAGTYC 425 
Tribolium         IFNMVGFRNAVQGTGIENWWSDGNQQIAFGRGNKGFVAFTIG-YDLNQHLQTGLPAGSYC 444 
Gambia            MYSMIHFRNLAWGTPLRHWWDNGNNQIAFARGDVGFVAFNNEPFDMNVILQTGLPAGIYC 456 
Apis              IYNMVRFRNLVKGTKIDNWWDNGSNQIAFSRGCSGFVAFNGDQYDLKKNLKVCLPPGQYC 446 
Mus               IRNMVAFRNVVNGQPFANWWDNDSNQVAFGRGNKGFIVFNNDDWALS--LQTGLPAGTYC 463 
Sus               IRNMVWFRNVVDGQPFANWWANGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWQLSSTLQTGLPGGTYC 465 
                  : .*: *** .    . :*: ...  ::* **  .*: :.     :.  *.. *. * ** 
S.commercial      DVISGNYDNGGCTGNEVHVGGDGHAHFHISHSSDDPVVAIHIGAKKGSAKKVTT- 520 
C.gigas           DVISGNYDNGRCTGNEVHVGGDGHAHFHISSGSDDPVVAIHIGAKKGSAKKVTT- 520 
Pecten            DVISGSYDGSSCSGTEIQVGNDGNAHFSISNSSDDPMIAIHVGAKKG-QPKVTT- 508 
Haliotis          DVISGNLENGGCTGKTIDVDGSGHASIHISSSDKDPMVAIHVGAKKGSSPKRVG- 511 
Drosophila        DVISGSKSGSSCTGKTVSVGSDGRASIYIGSSEDDGVLAIHVNAKL--------- 492 
Bombyx            DIISGARSGNRCTGKSIVVGSDGRALIIHRSNEYDMMVAIHRGADSRL------- 500 
Homo              DVISGDKINGNCTGIKIYVSDDGKAHFSISNSAEDPFIAIHAESKL--------- 511 
Danio             DVISGQKENGRCTGKEVNVGGDGKASFRISNQEEDPFIAIHADSKL--------- 512 
Tenebrio          DVISGELSGGSCTGKSVTVGDNGSADISLGSAEDDGVLAIHVNAKL--------- 471 
Tribolium         DVISGNAENGSCSGKTITVGGDGYADLSLGANEDDGVIAIHVNAKL--------- 490 
Gambia            DVISGAREG--CTGLQVIVEPNGFASISIRANAEDGVIAIHSEVSVLVCVLPNEV 509 
Apis              DVISGNLEKGRCTGKVVTVGSDGNANIEIGAGEEDGVLAIHVKAKMA-------- 493 
Mus               DVISGDKVDGNCTGIKVYVGNDGKAHFSISNSAEDPFIAIHAESKI--------- 509 
Sus               DVISGDKVGNSCTGIKVYVSSDGTAQFSISNSAEDPFIAIHAESKL--------- 511 
                  *:***      *:*  : *  .* * :       * .:***   .  
 

ภาพที ่17 (ต่อ) 
 
4. การศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในเนือ้เยือ่ต่างๆของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ 
โดยใช้เทคนิค Revererse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสจาก First strand cDNA ของตวัอยา่ง
ในอวยัวะต่างๆของหอยนางรม ประกอบดว้ย เน้ือเยือ่ส่วนปาก (labia palps) เน้ือเยือ่ส่วนเหงือก
(gills) เน้ือเยือ่ปกคลุม (mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือ (muscle)  และเน้ือเยือ่ส่วนตอ้มนํ้ายอ่ย 
(digestive) ในแต่ละเน้ือเยือ่มาวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสโดยใชเ้ทคนิค 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) เปรียบเทียบการแสดงออกของยนี  
β-actin ซ่ึงจดัเป็น (house keeping gene) ท่ีใชเ้ป็นยนีเปรียบเทียบการแสดงออกของยนีอ่ืนๆ 
(Internal control) เพื่อยนืยนัวา่เซลลห์รือเยื้อเยือ่ของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบระหวา่ง
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ทาํการศึกษายงัมีชีวิตและยงัคงมีกิจกรรมของเซลลอ์ยู ่ทั้งน้ีพบวา่ในทุกอวยัวะมีการแสดงออกของ
ยนี β-actin ท่ีใกลเ้คียงกนัมาก โดยมีขนาดแถบดีเอน็เอของ PCR products เท่ากบั 670 คู่เบส  
(ภาพท่ี 18) 

 
 การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบมีขนาดแถบดีเอน็เอ
ของ PCR product เท่ากบั 620 คู่แบส โดยมีการแสดงออกมากท่ีสุดในเน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย
(Digestive grand) รองลงมาคืออวยัวะส่วนปาก เหงือก เน้ือเยือ่ส่วนปกคลุม และกลา้มเน้ือท่ีไม่มี
การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสเลยแต่อยา่งใด คาดวา่เน่ืองจากอวยัวะดงักล่าวไม่มีการ
แสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสและเน้ือเยือ่ดงักล่าวไม่มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบการยอ่ยอาหาร
(ภาพท่ี 18) 
 
     M         DG         G           L        MT       MC       M       DG         G           L         MT      MC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่18 การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในเน้ือเยือ่และอวยัวะต่างๆของหอยนางรมสาย

พนัธ์ุปากจีบ โดย (a) PCR product ของยนี β-actin มีขนาดของแถบดีเอน็เอเท่ากบั 670 คู่
เบสและ (b) ยนีแอลฟาอะไมเลสมีขนาดของแถบดีเอน็เอเท่ากบั 620 คู่เบส โดย M คือ 
Marker 1 kb, DG  คือ (digestive gland) ต่อมนํ้ายอ่ย, G คือ (gill) เหงือก, L คือ  
(labia palps) ปาก, MT คือ (mantle) กลา้มเน้ือปกคลุม, MC คือ (muscle) กลา้มเน้ือยดึติด 

 
จากผลการทดลองท่ีไดใ้นคร้ังน้ีแตกต่างจากรายงานของ (Huvet et al., 2003) 

 ท่ีศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas พบการแสดงออก
ของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรม พบการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสมากในส่วนของ

a b 
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ต่อมนํ้ายอ่ย เหงือก ปาก กลา้มเน้ือปกคลุม ตามลาํดบั และไม่พบการแสดงออกในกลา้มเน้ือยดืติด
ซ่ึงแตกต่างจากผลการทดลองในคร้ังน้ี 
 
5. การศึกษาระดับการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในเนือ้เยือ่ชนิดต่างๆ โดยใช้เทคนิค 
relative real-time PCR 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในอวยัวะต่างๆของหอยนางรม โดย
ใชเ้ทคนิค relative real-time PCR นั้นตอ้งพิจารณา melting curve แสดงค่า melting temperation 
ของดีเอน็เอในยนีแอลฟาอะไมเลสเพ่ือใหท้ราบความจาํเพาะเจาะจงของผลท่ีไดจ้ากการศึกษาโดย
จะทาํการพิจารณาจากอุณหภูมิท่ีจุดหลอมเหลว (melting temperature หรือ Tm) ท่ีควรมีจุดสูงสุด
เพียง 1 จุดเท่านั้นเพราะจุดท่ีคู่ base pair ของ nucleotide จะแยกออกจากกนัประมาณคร่ึงหน่ึงของ
ขนาดทั้งหมด ทาํใหเ้กิดการลดลงของสญัญาณอยา่งเฉียบพลนั ณ จุดนั้น โดยอุณหภูมิน้ีจะข้ึนกบั
ความยาวและปริมาณ G และ C ท่ีมีในดีเอน็เอเป้าหมายแต่ละชนิด (อโณทยั, 2549) ดงันั้นดว้ยเหตุน้ี
ในการเพิ่มจาํนวนของ DNA ท่ีเกิดข้ึนจะตอ้งเป็นกระบวนการท่ีมีความจาํเพาะเจาะจงสูงและตอ้ง
ไม่มีการเพิ่มจาํนวน DNA ในส่วนอ่ืนใด (non-specific product) หรือจะเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์
เกิดจาก primer dimers (กลุยา, 2547) 
 
 ซ่ึงเม่ือทาํการพิจารณา melting curve ของ Specific primers ของยนีแอลฟาอะไมเลสของ
หอยนางรมท่ีนาํมาทาํการศึกษา พบวา่ melting curve ของ primers ท่ีจาํเพาะต่อยนีแอลฟา 
อะไมเลสของหอยนางรมท่ีไดจ้ากการศึกษาในเน้ือเยือ่ต่างๆพบวา่มีอุณหภูมิท่ีจุดหลอมเหลวเท่ากบั 
82 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 5) และไม่มีส่วนของ primer dimers เกิดข้ึนรวมถึงไม่เกิดการปนเป้ือน
ของดีเอน็เอตน้แบบชนิดอ่ืนๆโดยดูไดจ้ากการเกิดจุดสูงสุดของเสน้กราฟข้ึนเพียงตาํแหน่งเดียว  
ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ primers ท่ีใชใ้นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสของ
หอยนางรมน้ี มีความจาํเพาะเจาะจงต่อยนีแอลฟาอะไมเลสเท่านั้น (ภาพท่ี 19) 
 

และเม่ือทาํการพิจารณากราฟ melting curve ของ specific primers ของยนีแอคตินกพ็บวา่ 
melting curve ของ primers ท่ีจาํเพาะต่อยนีแอคตินของหอยนางรมท่ีไดจ้ากการศึกษาในเน้ือเยือ่
ต่างๆพบวา่มีอุณหภูมิท่ีจุดหลอมเหลวเท่ากบั 85 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 5) และไม่มีส่วนของ 
primer dimers เกิดข้ึน ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ Primers ท่ีใชใ้นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี
แอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมน้ี มีความจาํเพาะเจาะจงต่อยนีแอลฟาอะไมเลสเท่านั้น (ภาพท่ี 19) 
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ตารางที่ 5 แสดง melting curve ของ primers ท่ีจาํเพาะต่อยนีแอลฟาอะไมเลสและยนีแอคตินของ      
หอยนางรมในเน้ือเยือ่ต่างๆมีอุณหภูมิท่ีจุดหลอมเหลวต่างๆดงัน้ี 

 
 
ชนิดเน้ือเยือ่                                      Amylase    Actin 
 

Digestive    82.27    85.23 
Gill      82.17    85.10 
Lap      81.93    85.07 
Mantle      82.07    85.05 
Muscle      81.86    85.10  
ค่าเฉล่ียของMelting temperature (Tm) 82.06    85.03 

 
 

           
 
ภาพที ่19 melting curve แสดงค่า melting temperature ของดีเอน็เอในยนีแอลฟาอะไมเลสของหอย

นางรมสายพนัธ์ุปากจีบมาใชเ้ป็นแม่แบบ โดยใชเ้ทคนิค relative real-time PCR 
 

  การวิเคราะห์การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมดว้ยโปรแกรม 
realplex 1.5 software (eppendorf, Mondo Tech, USA) ผลท่ีไดแ้สดงออกมาในรูปค่า Ct ในทุกๆ
เน้ือเยือ่ท่ีนาํมาเปรียบเทียบการแสดงออก และเม่ือนาํค่า Ct ท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่แต่ละส่วนอวยัวะท่ีทาํ
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การทดลองมาทาํการ calibrate กบัค่า Ct ท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่ยดึติดเน่ืองจากเน้ือเยือ่ดงักล่าวไม่มีการ
แสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส (normalize)  
 
 เม่ือพิจารณาระดบัการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรม พบวา่ในเน้ือเยือ่
ท่ีมีการแสดงออกมากท่ีสุดคือ เน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ยมีการแสดงออกสูงกวา่เน้ือเยือ่ชนิดอ่ืนๆ 
ท่ีนาํมาศึกษาอยา่งเห็นไดช้ดัเจนคิดเป็นระดบัการแสดงออกท่ีสูงกวา่เน้ือเยือ่อ่ืนประมาณ 37, 45, 20 
เท่าของเน้ือเยือ่ปาก, เหงือก, เน้ือเยือ่ส่วนปกคลุม ตามลาํดบั ส่วนเน้ือเยือ่กลา้มเน้ือยดึติดไม่พบการ
แสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสเลย (ภาพท่ี 20) 
 
 ผลการศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมในเน้ือเยือ่จากอวยัวะ
ต่างๆพบวา่มีปริมาณการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในระดบัท่ีแตกต่างกนัระหวา่งเน้ือเยือ่
ส่วนของต่อมนํ้ายอ่ยกบัเน้ือเยือ่ทั้งหมดท่ีนาํมาทาํการทดลองไดแ้ก่ เน้ือเยือ่ปาก, เหงือก, เน้ือเยือ่
ส่วนปกคลุม ตามลาํดบั ส่วนเน้ือเยือ่กลา้มเน้ือยดึติดไม่พบการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลส
เลย โดยมีค่า relative expression level เท่ากบั 148, 4.19, 3.24, 2.32 และ 0 ตามลาํดบั (ภาพท่ี 20) 

0

50

100

150

200

250

M
us

cle

M
an

tle La
p

Di
ge

sti
ve Gi
ll

Re
lat

ive
 E

xp
res

ion
 R

ati
o

Actin
Amylase

 
ภาพที ่20 การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ โดยศึกษาการ

แสดงออกของยนีในเน้ือเยือ่ต่างๆไดแ้ก่ เน้ือเยือ่ส่วนปาก (labia palps) เน้ือเยือ่ส่วน
เหงือก (gills) เน้ือเยือ่ปกคลุม (mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือยดึติด (muscle)  และ
เน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย (digestive) เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (control) ยนี β-actin
ดว้ยเทคนิค relative real-time PCR 
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6. การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากเนือ้เยือ่ส่วนต่อมนํา้ย่อยของหอยนางรม
สายพนัธ์ุปากจีบ 
 

หลงัจากการสกดัเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจากเน้ือเยือ่ต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) ใน
หอยนางรมสายพนัธ์ุกปากจีบแลว้นาํมาวิเคราะห์การทาํงานของเอนไซม ์พบวา่เอนไซมส์ามารถ
ทาํงานไดดี้ในอุณหภูมิ, pH และความเขม้ขน้ของเกลือในระดบัท่ีแตกต่างกนัดงัน้ี 

 
จากการวิเคราะห์ผลของอุณหภูมิต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส โดยการศึกษา

ความสมัพนัธ์ของกิจกรรมเอนไซมก์บัอุณหภูมิ หลงัจากบ่มเอนไซมท่ี์สกดัไดใ้นฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ท่ีมี pH 6 แลว้ทาํปฏิกิริยากบัแป้ง 1% (substrate) ท่ีละลายในนํ้ากลัน่ ทดสอบในอุณหภูมิท่ีแตกต่าง
กนัตั้งแต่ 5 องศาเซลเซียส ถึง 80 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิคร้ังละ 5 องศาเซลเซียส บ่มท้ิงไว้
ท่ีอุณหภูมิดงักล่าว 3 นาที เพือ่ใหเ้กิดกิจกรรมการยอ่ยแป้ง วิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตร ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการเปล่ียนสีของสารละลาย จากการวิเคราะห์ค่าดูดกลืน
แสงและแปลผลแสดงใหเ้ห็นวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมคื์อ 40 องศา
เซลเซียส  พบวา่การทาํงานในเอนไซมท่ี์ระดบัมากกวา่ 50 % คือช่วงอุณหภูมิ 17-65 องศาเซลเซียส 
และท่ี 5 องศาเซลเซียสพบวา่กิจกรรมของเอนไซมมี์เพียง10 % เท่านั้นดงัภาพท่ี 21 

 

ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอ็มไซม์อะไมเลส
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ภาพที ่21 ผลของระดบัอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัต่อร้อยละกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
 

ค่าความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสโดยจากการวิเคราะห์ผลของ
ค่าความเป็นกรด-ด่างต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสนั้นพบวา่ pH ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของ
เอนไซมม์ากท่ีสุดคือ pH เท่ากบั 6.00  (ภาพท่ี 22) จะเห็นวา่เอนไซมอ์ะไมเลสสามารถทาํงานได้
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มากกวา่ 50 % ในช่วง pH 3-10.75 และพบวา่กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสตํ่ากวา่ 20% ท่ีระดบั 
pH ตํ่ากวา่ 2.75 และ 11.5  
 

ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอ็นไซม์อะไมเลส
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ภาพที ่22 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างในระดบัต่างๆท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
 

จากการวิเคราะห์ผลของสารละลายเกลือ (NaCl) ต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส 
พบวา่กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสมีการทาํงาน 80 % และ 50 %ในสารละลายบพัเฟอร์ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) 1.25 M และ 4.75 M ตามลาํดบั (ภาพท่ี 23) กิจกรรมของเอนไซม ์
อะไมเลสมีการทาํงานตํ่ากวา่ 20 % ท่ีความเขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) สูงกวา่ 4.75 M   และพบวา่
เอนไซมอ์ะไมเลสสามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุดในความเขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) ตํ่ากวา่ 0.5 M  
(ภาพท่ี 23) 
 

ผลของ NaCl ต่อกิจกรรมของเอ็นไซม์อะไมเลส
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ภาพที ่23 ผลของเขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) ในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆท่ีมีผลต่อกิจกรรมของ

เอน็ไซมอ์ะไมเลส 
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วจิารณ์ 
 

1. ลาํดับนิวคลโีอไทด์และลาํดับกรดอะมิโน 
 

การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของยนี ScAmy พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดมีความ
ยาวทั้งส้ิน เท่ากบั 1729 คู่เบส โดยมีส่วนของ Open reading frame เท่ากบั 1563 คู่เบส สามารถ
ถอดรหสัแป็นกรดอะมิโนไดท้ั้งส้ิน  520 Amino acids มีความคลา้ยคลึงกบัการศึกษาของ  
(Sellos et al., 2000) ท่ีไดท้าํการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas พบวา่มี
ความยาวในส่วนของ (ORF) ขนาด1561 คู่เบส ถอดรหสัเป็นกรดอะมิโนไดท้ั้งส้ิน 520 Amino acids 
และใกลเ้คียงกบัลาํดบันิวคลีโอไทดต์ลอดสายของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยชนิดอ่ืนๆ เช่นหอย
เป๋าฮ้ือ ท่ีมีความยาว 1650 คู่เบส ถอดรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้511 Amino acids (Nikapittiya et al., 
2009) ในหอยเชลลพ์บวา่ มีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สามารถแปลเป็นกรดอะมิโนยาว 1524 คู่เบส
สามารถแปลเป็นกรดอะมิโนได ้508 (Le Moine  et al., 1997) เม่ือเปรียบเทียบความเหมือนพบวา่
ลาํดบักรดอะมิโนของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยชนิดต่างๆมีเปอร์เซนตค์วามเหมือน 63-88 
เปอร์เซนต ์
 

2. วเิคราะห์โปรตีน 
 

การวิเคราะห์สายโพลีเปปไทดข์องกรดอะมิโนแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจ
ScAmy พบวา่มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ (MW) 57.763 kDa และค่า pI ท่ีคาํนวณไดเ้ท่ากบั 6.36 โดยใช้
โปรแกรม expasy (http://au.expasy.org)  

 
จากรายงานการการวิเคราะห์สายโพลีเปปไทดท่ี์มีการหาค่ามวลโมเลกลุ (MW) และค่า pI ใน

ส่ิงมีชีวิตท่ีอยูใ่นกลุ่ม mollucs พบวา่มีรายงานการศึกษาดงัน้ี การศึกษาของ  (Nikapittiya et al., 2009) 
ไดท้าํการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยเป๋าฮ้ือพบวา่มีรายงานการหาค่า
มวลโมลกลุเท่ากบั 54 กิโลดาลตนั และคาํนวณค่า pI เท่ากบั 8.3 พบวา่มีความใกลเ้คียงกบั  ScAMY  
และการศึกษาในหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas นาํยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยนางรมมาหาค่ามวล
โมเลกลุ พบวา่มีขนาดเท่ากบั 57.713 kDa  และเม่ือคาํนวณค่า pI ไดเ้ท่ากบั 6.65  โดยจากรายงาน
การศึกษาของ Sellos et al., 2000 สอดคลอ้งกบัค่ามวลโมเลกลุของ ScAMY  คือ 57.763  
กิโลดาลตนัมากท่ีสุด และเม่ือนาํยนีแอลฟาอะไมเลสของส่ิงมีชีวิตในกลุ่ม vertebrae ท่ีมีการศึกษา
มวลโมเลกลุและค่า pI พบวา่มีการศึกษาในคนสามารถมาหาค่ามวลโมเลกลุ ขนาดเท่ากบั 55  
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กิโลดาลตนัโดย (Keller et al., 1971) ถือวา่ค่าท่ีไดจ้ากการคาํนวณดงักล่าวมีความใกลเ้คียงกบัหอย
นางรมสายพนัธ์ุปากจีบ (ScAmy ) เม่ือนาํยนีแอลฟาอะไมเลสของส่ิงมีชีวิตในกลุ่ม invertebrae ท่ีมี
การศึกษามวลโมเลกลุและค่า pI พบวา่มีรายงานใน (Strobl et al., 1997) ท่ีไดท้าํการศึกษาโครงสร้าง
ปฐมภูมิของยนีแอลฟาอะไมเลส (primary structure) ของหนอนนก Tenebrio molitor (TMA) ซ่ึงจาก
การศึกษาน้ีพบวา่ลาํดบักรดอะมิโนมีขนาดเท่ากบั 471 อะมิโน โดยคิดค่ามวลโมเลกลุไดเ้ท่ากบั 51.3 
กิโลดาลตนั และในการศึกษาของ (Kanakatsu., 1978) เป็นการศึกษาในหนอนไหม Bombyx mori  
(Bmα-Amylase) ท่ีไดจ้ากส่วนของนํ้ายอ่ยของ polyvoltine strains พบวา่มีนํ้ าหนกัโมเลกลุเท่ากบั 55 
kDa ซ่ึงพบวา่มวลโมเลกลุของทั้งสองส่ิงมีชีวิตในกลุ่ม invertebrate มีนํ้ าหนกัโมเลกลุใกลเ้คียงกบั
หอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบ  

 
3. การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในหอยนางรม 
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสจากตวัอยา่งในอวยัวะต่างๆของหอย
นางรม ประกอบดว้ย เน้ือเยือ่ส่วนปาก (labia palps) เน้ือเยือ่ส่วนเหงือก (gills) เน้ือเยือ่ปกคลุม
(mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือ (muscle)  และเน้ือเยือ่ส่วนตอ้มนํ้ายอ่ย (digestive) โดยใชเ้ทคนิค 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) และ เทคนิค Relative Real-Time PCR 

ผลท่ีไดจ้ากทั้งสองเทคนิคมีค่าตรงกนั คือโดยมีการแสดงออกมากท่ีสุดในเน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย
(digestive gland) รองลงมาคืออวยัวะส่วนปาก (labia palps)  เหงือก (gills)  เน้ือเยือ่ส่วนปกคลุม และ
กลา้มเน้ือท่ีไม่มีการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสเลยแต่อยา่งใด ซ่ึงจากผลการทดลองคร้ังน้ี
แตกต่างจากการศึกษาของ (Huvet et al., 2003) ท่ีไดท้าํการศึกษาผลการแสดงออกของยนีแอลฟา 
อะไมเลสในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆของหอยนางรมสายพนัธ์ุ C.gigas การศึกษาของ (Huvet et al., 2003) 
พบวา่มีการมีการแสดงออกมากท่ีสุดในต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) รองลงมาคือ เหงือก (Gills)  
และ ปาก (labia palps) แต่ในการทดลองการแสดงออกของนางรมสายพนัธ์ุปากจีบคร้ังน้ีพบวา่ มีการ
แสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสมากท่ีสุดใน ต่อมนํ้ายอ่ย (digestive gland) ซ่ึงใหผ้ลตรงกนั แต่ใน
ลาํดบัถดัมาท่ีมีการแสดงออกรองลงมาพบวา่มีความแตกต่างกนัคือ แสดงออกของนางรมสายพนัธ์ุ
ปากจีบคร้ังน้ีพบวา่มีการแสดงออกของปาก (labia palps) เหงือก (gills) จากการศึกษาของ  
(Darnis et al., 1999) ไดท้าํการศึกษาการโคลนและวิเคราะห์โครงสร้างปฐมภูมิของยนีแอลฟา 
อะไมเลสพบวา่มีการแสดงออกในตบัสูงในคน หนู mouse และหนู rat เช่นเดียวกบัรายงานของ 
(Bompard-Gilles et al.,1996) พบวา่หมู (pig) หรือสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิดอ่ืนๆกมี็การแสดงออก
ของยนีแอลฟาอะไมเลสในเน้ือเยือ่ในส่วนอวยัวะตบั ส่วนในการศึกษาของ (Chamilani et al., 2009) 
การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสของหอยเป๋าฮ้ือในเน้ือเยือ่ต่างๆพบวา่ ยนีแอลฟาอะไมเลสมี
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การแสดงออกมากท่ีสุดใน ตบั (hepatopancreas) และ ต่อมนํ้ายอ่ย (digestive) ส่วนในเหงือก (gills) 
เน้ือเยือ่ปกคลุม (mantle) เน้ือเยือ่ส่วนกลา้มเน้ือ (muscle) พบวา่มีการแสดงออกของยนีแอลฟา 
อะไมเลสในปริมาณท่ีนอ้ยมากซ่ึงจากผลการรายงานดงักล่าวถือวา่สอดคลอ้งกบัการทดลองการ
แสดงออกของหอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบคือมีการแสดงออกมากในเน้ือเยือ่ช้ินส่วนของ  
ต่อมนํ้ายอ่ย (digestive) เน่ืองจากในการศึกษาคร้ังน้ีไม่มีการศึกษาการแสดงออกในเน้ือเยือ่ส่วน  
ตบั (hepatopancreas) 
 

4. กจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 
 

กิจกรรมของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจากอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบพบวา่กิจกรรมของ
เอนไซมส์ามารถทาํงานไดใ้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมคื์อ 40 องศาเซลเซียส, 
pH ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมม์ากท่ีสุดคือ pH เท่ากบั 6.00 และเอนไซมอ์ะไมเลส 
สามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุดในความเขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) ในปริมาณท่ีตํ่ากวา่ 0.5 M ในการศึกษา
ของ (Tapan et al., 2005) ท่ีศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ, pH และความเขม้ขน้ของเกลือต่อเอนไซม ์
อะไมเลสใน Copepoda พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสคือ 35 องศา
เซลเซียส ส่วน pH ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสคือ 5.5-6.00 และความเขม้ขน้ของ
เกลือท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมคื์อ ความเขม้ขน้ของเกลือท่ีตํ่ากวา่ 0.5 พบวา่ปัจจยัต่างๆ
ต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสมีความใกลเ้คียงกนักบักิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสใน
หอยนางรม  โดยจากการรายงานของ (Chamilani et al., 2009) ท่ีมีการศึกษาการแสดงออกของ
เน้ือเยือ่ต่างๆของหอยเป๋าฮ้ือ พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมคื์อ 40-55 องศา
เซลเซียส pH ท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสคือ 6.00-7.5 ในรายงานการศึกษาคร้ังน้ี
พบวา่ pH และอุณหภูมิท่ีเอนไซมส์ามารถทาํงานไดดี้อยูใ่นช่วง 40 เช่นเดียวกนักบัในหอยนางรมสาย
พนัธ์ุปากจีบ 
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สรุป 

 
จากการศึกษาการโคลนและการหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดของยนี ScAmy สามารถ

คน้พบดีเอน็เอท่ีบรรจุขอ้มูลทางพนัธุกรรมของยนี ScAmy มีความยาวทั้งส้ินเท่ากบั 1729 คู่เบส 
โดยส่วนของลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์สามารถถอดรหสัเป็นกรดอะมิโน (ORF) มีความยาวเท่ากบั 1563 
คู่เบสและเม่ือนาํมาถอดรหสัเป็นกรดอะมิโนไดก้รดอะมิโนท่ีมีความยาวเท่ากบั 520 Residues 
 

ในการศึกษาการแสดงออกของยนี ScAmy ในอวยัวะต่างๆของหอยนางรมพนัธ์ุปากจีบดว้ย
เทคนิค Revererse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR) พบวา่มีการแสดงออกมาก
ท่ีสุดในเน้ือเยือ่ส่วนต่อมนํ้ายอ่ย (digestive grand) รองลงมาคืออวยัวะส่วนปาก เหงือก เน้ือเยือ่ส่วน
ปกคลุม และกลา้มเน้ือท่ีไม่มีการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสเลยแต่อยา่งใด ส่วนในเทคนิค 
relative real-time PCR พบวา่มีปริมาณการแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสในระดบัท่ีแตกต่าง
กนัระหวา่งเน้ือเยือ่ส่วนของต่อมนํ้ายอ่ยกบัเน้ือเยือ่ทั้งหมดท่ีนาํมาทาํการทดลองไดแ้ก่ เน้ือเยือ่ปาก, 
เหงือก, เน้ือเยือ่ส่วนปกคลุม ตามลาํดบั ส่วนเน้ือเยือ่กลา้มเน้ือยดึติดไม่พบการแสดงออกของยนี
แอลฟาอะไมเลสเลย โดยมีค่า Relative expression level เท่ากบั 148, 4.19, 3.24, 2.32 และ 0 
ตามลาํดบั 
 

 จากการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโน ScAmy พบวา่ประกอบไปดว้ยบริเวณอนุรักษท์ั้งหมด 9 
ตาํแหน่งไดแ้ก่ไดแ้ก่ FEW, GYCGVQISP, DVIINHM, HNYN, LVDLK, GFRVDTAKH, EVID, 
FTDNHD, GLTRVMSSY การศึกษาความสมัพนัธ์ในเชิงวิวฒันาการของยนี ScAMY เปรียบเทียบ
กบัส่ิงมีชีวิตอ่ืนท่ีไดมี้การบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank database พบวา่มีความสมัพนัธ์เชิง
วิวฒันาการของยนีแยกออกจากกลุ่ม vertebrates, invertebrates และแบคทีเรีย แลว้พบวา่มีความ
ใกลชิ้ดในเชิงวิวฒันาการกบัยนี AMY ในกลุ่มของ mullucs 
 

กิจกรรมของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจากอยนางรมสายพนัธ์ุปากจีบพบวา่กิจกรรมของ
เอนไซมส์ามารถทาํงานไดใ้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมคื์อ 40 องศาเซลเซียส, 
pH ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมม์ากท่ีสุดคือ pH เท่ากบั 6.00 และเอนไซมอ์ะไมเลส 
สามารถทาํงานไดดี้ท่ีสุดในความเขม้ขน้ของเกลือ (NaCl) ในปริมาณท่ีตํ่ากวา่ 0.5 M 
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 การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในงานทางด้าน Molecular cloning 
 
อะกาโรสเจล อเิลค็โตรโฟรีซีส 
1.  50X TAE Buffer  (ต่อลิตร) 

242  กรัม  ของ Tris-base 
57.1  มิลลิลิตร ของ Glacial acetic acid 
100  มิลลิลิตร ของ 0.5 M Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)(pH 8.00) 

ปรับปริมาตรนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้1 ลิตร หลงัจากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
2. เอธิเดียมโบรไมด ์0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

250  ไมโครกรัม ของเอธิเดียมโบรไมด ์ 
500  ไมโครลิตร ของนํ้า     

เกบ็ใหพ้น้จากแสงแดด 
 
Transformation 
1. IPTG 10 มิลลิลิตร 

0.238  กรัม  ของ Isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) 
ละลายสารในนํ้ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 

2. X-gal  1 มิลลิลิตร  
20       มิลลิกรัม ของ 5-bromo-4-cholo-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) 
1   มิลลิลิตร ของ N,N-dimethyl-formamide 

ละลายใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั เกบ็รักษาท่ี -20 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 
 

1. Luria-Bertani (LB) Broth (ต่อลิตร) 
25  กรัม  ของ  LB broth 

จากนั้นทาํการเติม H2O ใหไ้ดป้ริมาตรสุทธิ 1 ลิตร แลว้นาํไปฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 

2. Luria-Bertani (LB) Agar (ต่อลิตร) 
เตรียม LB Broth ปริมาตร 1 ลิตร 
เติม  15  กรัม ของ    Agar 
ละลายสารละลายใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แลว้นาํไปฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหอ้าหารเยน็ลงท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส แลว้เทลงใน
จานเล้ียงเช้ือ (Petri dishes) ในปริมาตรประมาณ 25 มิลลิลิตรและปล่อยใหแ้ขง็ตวั จากนั้นนาํไปเกบ็
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใช ้
 

3. LB  Ampicillin Agar (ต่อลิตร) 
เตรียม LB Agar ปริมาตร 1 ลิตร  
นาํไปฆ่าเช้ือ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และปล่อยใหอ้าหารเยน็
ลงท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม Ampicillin ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลว้เทลงในจานเล้ียงเช้ือ (Petri dishes) ในปริมาตรประมาณ 25 มิลลิลิตรและ
ปล่อยใหแ้ขง็ตวั จากนั้นจึงนาํไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวา่จะใช ้
 
การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ทาํ Completent Cell 
 

1. PEG 40% stock 
0.4  กรัม  ของ PEG  
1000  มิลลิลิตร ของ dH2O  
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2. 10N NaOH  
400   กรัม  ของ NaOH  
800   มิลลิลิตร ของ dH2O  
 

3. 1M Mg2Cl (1000 มิลลิลิตร) 
203.3   กรัม  ของ Mg2Cl    
800   มิลลิลิตร ของ dH2O  
ละลายสารละลายใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร นาํไปกรอง และ
ฆ่าเช้ือดว้ยการ autoclave และเกบ็สารละลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
    

      4.     TSS solution (100 มิลลิลิตร) 
10   กรัม   ของ 10%PEG 
5  มิลลิลิตร ของ 5% Dimethyl sulfoxide 
2      มิลลิลิตร ของ 20 มิลลิโมล Mg2Cl 
เติม LB ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร และนาํไปกรอง 
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