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เอ็นไซมยอยลิกนินจากจุลินทรียมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษรวมทั้ง

การกําจัดสารพิษในสิ่งแวดลอม การศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยลิกนินสามารถนํามาใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุจลิุนทรียใหมีคุณสมบัตติามที่ตองการได งานวิจัยนี้ไดคัดเลือกรา 
กลุม white-rot ที่ผลิตเอ็นไซมยอยลิกนนิไดสูง 1 เชื้อ จากการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทด 
สวน ITS ใน ribosomal DNA กับฐานขอมลูใน Gene Bank พบวาเปนเชื้อในจีนัส Ganoderma sp.  
เมื่อทดลองแยก cDNA ของเอ็นไซมยอยลิกนินของเชื้อที่ไดจาก mRNA โดยใชยีนทีป่ลาย 5’ ของ
เอ็นไซม manganese peroxidase จาก Ganoderma formosanum และ Ganoderma australe พบ
โคลนที่มีช้ินสวนของยนีในกลุม peroxidase จํานวน 4 โคลน โดยโคลน E1-2 พบ promoter 
ทางดาน 5' ประกอบดวย TATA box ที่ตําแหนง 144-149  CAT box ที่ตําแหนง 306-311 และ 
326-330 พบ start codon (ATG) ที่ตําแหนง 599-601 และพบวามี metal response element (MRE) 
อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167  จากการเปรียบเทียบลําดับกรด    
อมิโนกับฐานขอมูลเอ็นไซมยอยลิกนนิในรากลุม white-rot ชนิดอื่น พบวาโคลน E5-2 เปนสวน
ของเอ็นไซม manganese peroxidase เนื่องจากพบกรดอมิโนที่อยูบริเวณ manganese binding site 
โดยคาดวากรดอมิโน Glu62,Val65 และ Asp142 เปนกรดอมิโนที่จับกบั Mn2+ และมี Arg70, 
Arg72 และ Arg136 อยูบริเวณ heme group 
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 Lignolytic enzymes play important roles in pulp and paper industry and xenobiotic 
compounds degradation. Molecular genetics studies of lignolytic enzymes can lead to strain 
improvement for desired property. In this research, lignolytic fungi were screened and selected 
for the highest enzyme activity strain. Based on ITS ribosomal DNA sequences comparison, the 
selected fungus was found to be Ganoderma sp. The cDNA encoding manganese peroxidase 
was isolated from mRNA pool of the fungus by using nucleotide sequences at 5’ end of 
manganese peroxidase from Ganoderma formosanum and Ganoderma australe as a primer. 
Four clones were found to have peroxidase gene. Clone E1-2 contained promoter sequence at   
5’ terminal with TATA box, CAT box and start codon at 144-149, 306-311 and 326-330 and 
599-601 nucleotide positions, respectively. The metal response element was found at nucleotide 
position 162-167 between TATA box and CAT box. Based on amino acid comparison of 
lignolytic enzymes from white-rot fungi, the clone E5-2 was found to be a fragment of 
manganese peroxidase with Glu62, Val65 and Asp142 interacted with Mn2+ at manganese 
binding site while Arg70, Arg72 and Arg136 were the residues near heme group. 
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ตารางที่ หนา 
  

1 คุณสมบัติของเอนไซม laccase จากเชื้อรา 13 
2 ขอมูลเชื้อราที่แยกไดจากตวัอยางดินและไมผุจากธรรมชาติ 35 
3 จํานวนเชื้อราที่แยกไดจากจากธรรมชาติแบงตามความสามารถในการ

เกิดปฏิกิริยาของเอ็นไซมตอสารตั้งตน 49 
4 จํานวนโคลนที่ไดจากการเชือ่มตอแถบดีเอน็เอที่สกัดจาก agarose gel เขากับ

เวคเตอร pDrive แลว transform สู E.coli DH 5α 57 
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1 โครงสรางสารโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิดซึ่งใชในการสังเคราะหลิกนิน 4 
2 โครงสรางลิกนินจากตนสน 5 
3 โครงสรางของลิกนินซึ่งทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 6 
4 สภาวะออกซิเดชันของ lignin peroxidase 10 
5 โครงสราง 3 มิติของเอ็นไซม yeast cytochrome c peroxidase 10 
6 โครงสราง 3 มิติ ของเอ็นไซม laccase ใน Trametes versicolor 15 
7 ระบบการยอยสลายลิกนินของ Phanerochaete  chrysosporium 16 
8 บทบาทของ veratryl alcohol ในการเปนตัวกลางการสงตอประจุในขบวนการยอย

ลิกนิน 16 
9 การผลิตเอ็นไซม manganese peroxidase , laccase และ polyphenol peroxidase 50 

10 กิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน 3 ชนดิ 51 
11 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของเชื้อ GF กับลําดับนิวคลีโอไทด

ของเชื้อชนิดตางๆจากฐานขอมูลใน Gene Bank โดยใชโปรแกรม BlastN 53 
12 cDNA ของเชื้อ GF ที่สังเคราะหจาก totalRNA ดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร Mn-

P 5’ และ Oligo(dT)20 54 
13 ขนาดของดีเอน็เอที่สกัดจาก agarose gel เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 55 
14 แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิดเวคเตอร pDrive 56 
15 ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอในโคลนที่แยกไดเปรียบเทียบกับขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 58 
16 ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอจากโคลน E 1-1 จํานวน 880 นวิคลีโอไทด 60 
17 ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอจากโคลน E 1-2 จํานวน 1156 นวิคลีโอไทด 61 
18 ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอจากโคลน E 5-2 จํานวน 880 นวิคลีโอไทด 62 
19 ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอจากโคลน E 6-2 จํานวน 867 นวิคลีโอไทด 63 
20 โครงสรางสามมิติของเอ็นไซม manganese peroxidase และกลุมกรดอมิโนที่จับ

กับ Mn2+ (manganese binding site)  66 
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ภาพที ่ หนา 
   

21 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนวิคลีโอไทดของโคลน E5-2 
กับเห็ดชนิดตางๆ 67 

22 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนวิคลีโอไทดของโคลน E1-2 
กับเห็ดชนิดตางๆ 68 

23 การเปรียบเทยีบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนวิคลีโอไทดของโคลน E6-2 
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ABTS = 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenz-triazoline-6-Sulphonic acid) 
DNA = Deoxyribonucleic acid 
EDTA = Ethylene-diamine tetraacetic acid 
EtOH = Ethyl alcoho 
IPTG = Isopropyl thio-β-D-galactoside 
LA = Luria-Betani agar 
LB = Luria-Betani broth 
MEA = Malt extract agar 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
PDA = Potato dextrose agar 
PDB = Potato dextrose agar 
RNA = Ribonuclic acid 
TBE = Tris-borate EDTA eletrophoresis buffer 
TE = Tris-EDTA buffer 
w/v = น้ําหนกัตอปริมาตร 
X-gal = 5-Bromo-4-chloro-3-indotyl-β-D-galactoside 
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คํานํา 
 

 อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษเปนอุตสาหกรรมหนึ่งที่มคีวามสําคัญในประเทศไทย
กระบวนการผลิตเยื่อมีวัตถุประสงคเพื่อแยกเสนใยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสออกจากเนื้อไมเพือ่
ผลิตเปนเยื่อกระดาษ เนื้อไมประกอบดวยเสนใยเซลลูโลสรอยละ 45 เฮมิเซลลูโลสรอยละ 25 และ
ลิกนินรอยละ 30 ลิกนินที่อยูในเนื้อไมจะถกูกําจดัออกจากกระบวนการผลิตเยื่อเพราะเปนสาเหตุที่
ทําใหเยื่อมีคุณภาพต่ําและมสีีดําคล้ํา ลิกนินในกระบวนการผลิตและฟอกเยื่อจะถูกแยกและทํา
ปฏิกิริยากับออกซิเจนละลายอยูในน้ําทิ้ง ซ่ึงจะถูกสงไปยังระบบบําบดัน้ําแบบชวีภาพที่มีการเติม
อากาศและใหทําปฏิกิริยากับจุลินทรีย แลวถูกตกตะกอนออกดวยสารสม (alum) เกิดเปน
สารประกอบที่ยอยสลายไดยากในสภาพธรรมชาติ เนื่องจากลิกนนิมีโครงสรางที่สลับซับซอนเปน 
branched polymer ของ phenol propane units ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ C-C และพันธะ C-O-C  
 

ปจจุบันพบวามีจุลชีพหลายชนิดที่มีความสามารถในการยอยสลายและฟอกจางสีของ
ลิกนินและสารประกอบที่มโีครงสรางคลายลิกนิน (lignin-like compound) ทั้งราและแบคทีเรียตาง
ก็มีเอนไซมยอยสลายลิกนินและสารที่มีโครงสรางคลายลิกนิน แตราจะมีความสามารถในการยอย
สลายลิกนินไดสูงกวาในแบคทีเรีย พบวาเชื้อราในกลุม white-rot fungi จะมีความสามารถในการ
ยอยสลายลิกนนิไดดีที่สุด ราในกลุมนีจ้ะมรีะบบยอยลิกนินเปนแบบ extracellular system 
เกิดปฏิกิริยาแบบ oxidative mechanism ประกอบดวยเอนไซมหลัก 3 ชนิด คือ lignin peroxidase 
(LiP), manganese peroxidase (MnP) และ laccase 

 
นอกจากสารประกอบลิกนินจะมีโครงสรางที่สลับซับซอนยากตอการยอยสลายแลว คา

ความเปนกรด-ดางของน้ําทิ้งจากกระบวนการผลิตเยื่อของโรงงานอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษก็
ยังไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลชีพที่ใชในระบบบําบัดน้ําแบบชีวภาพ ทาํใหผลิตเอนไซม
ไดนอยไมเพยีงพอตอการยอยสลายลิกนิน เปนผลใหตองใชสารเคมีจํานวนมากในการตกตะกอน
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ลิกนินที่ยังคงตกคางอยูในน้าํทิ้ง กอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเพราะตองเพิ่มตนทุนคา
สารเคมี ทั้งยังเพิ่มปริมาณตะกอนของสารประกอบลิกนนิที่ยอยสลายไดยากออกสูส่ิงแวดลอม 

 
การแยกและศกึษายนีของเอนไซมยอยสลายลิกนินไดมผูีศึกษาแลวจากจุลชีพหลายชนิด 

การเพิ่มประสทิธิภาพของยนีในราสามารถทําไดโดยการเปลี่ยนโปรโมเตอร หรือเพิม่จํานวนชุด
ของยีน โดยไมกอใหเกิดลักษณะ gene silencing เหมือนที่พบในแบคทีเรีย  

 
จากเหตุผลที่กลาวมาแลวการใชเทคโนโลยีทางชีวภาพในการปรับปรุงลักษณะพันธุกรรม

ของ white-rot fungi เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน จึงสามารถทําได
และเปนหนทางที่สามารถชวยลดปญหาการใชสารเคมีในการกําจดัลิกนินจากกระบวนการผลิตเยือ่ 
ชวยลดปริมาณสารเคมีปนเปอนในสิ่งแวดลอม และชวยลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอัน
เนื่องมาจากการใชสารเคมีปริมาณมากในการบําบัดน้ําทิง้จากอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษได 

 
 

 



วัตถุประสงค 

 
1. คัดเลือกเชื้อราสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการยอยลิกนนิ   
 
2. แยกและศกึษายีนผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินจากเชื้อราที่คัดเลือก 

 



การตรวจเอกสาร 

 
1.  ลิกนิน 
 

ลิกนินเปนสารโมเลกุลใหญ พบมากเปนอนัดับสองรองจากเซลลูโลส พบในกลุมของพืชที่
มีทอลําเลียง ทําหนาที่ใหความแข็งแรงแกพชื ทําใหพืชตานทานตอแรงกดดัน และการบุกรุกของ 
จุลินทรียได (Brown, 1985) สามารถพบลิกนินไดใน ferns และ club mosses แตไมพบใน 
Bryophyta (true mosses) รวมทั้งพืชช้ันต่ํา สําหรับพืชช้ันสูงที่มีลิกนินเปนองคประกอบไดแก 
angiosperms, gymnosperms และ monocotyledons ซ่ึงเปนกลุมพืชที่สําคัญและมีจํานวนมากที่สุด
บนพื้นโลก ลําตนของเนื้อไม angiosperms ประกอบดวยลิกนิน 18-25 % ของเนื้อเยื่อแหง สวนใน 
gymnosperms และ monocotyledons ประกอบดวยลิกนิน 25-35 % และ 10-15 % ของเนื้อเยื่อแหง 
ตามลําดับ (Cowling and Kirk, 1976) ดังนัน้ลิกนินจึงเปนองคประกอบสําคัญของพืชที่สามารถ
ปรับตัวเพื่อการดํารงอยูได  

 
โครงสรางของลิกนินมีหลายรูปแบบ และมีน้ําหนกัโมเลกุลแตกตางกันตั้งแต 10 ถึง 1,000 

kDa หรือมากกวา (Eggeling, 1983) ลิกนินเปนสารโมเลกุลใหญที่สังเคราะหขึ้นจากหนวยยอย 
phenylpropanoid ซ่ึงไดแก p-coumartyl alcohol, coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol (ภาพที่ 1) 

 

 
 

ภาพที่ 1  โครงสรางสารโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิดซึ่งใชในการสังเคราะหลิกนิน 
       ท่ีมา: Crawford R.L. (1981) 
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หนวยยอยทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณแตกตางกนัขึ้นอยูกับชนดิของพืช (Bisaria and Chose, 1981) หนวย
ยอยเหลานี้จะจับตัวกนัเปนโครงสรางสามมิติ โดยเกดิการสรางพันธะอีเธอรระหวางคารบอน
ตําแหนงที่ส่ีของวงแหวนฟนอล กับคารบอนที่ตําแหนง β ของ side chain โดย side chain ของ
ลิกนินจะประกอบดวย cinnamyl alcohol, aldehyde และ hydroxylated การจับกันดวยพันธะอีเธอร 
และการสรางเปนโมเลกุลขนาดใหญทําใหโมเลกุลของลิกนินมีความแข็งแรงและทนตอการยอย
สลาย (Evans, 1987) (ภาพที่ 2) สามารถพบลิกนินไดในชัน้ middle lamella ของพืช (Norkrans, 
1967; Cowling and Kirk, 1976) โดยทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดังแสดงในภาพ  
ที่ 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   ภาพที่ 2  โครงสรางลิกนินจากตนสน 
   ท่ีมา: Evans (1987) 
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  ภาพที่ 3  โครงสรางของลิกนินซึ่งทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 

  ท่ีมา: Norkrans (1967); Cowling and Kirk (1976) 
 
2.  การยอยสลายลิกนิน 

 
 ลิกนินสามารถยอยสลายทางเคมีโดยใชสารละลายดางทีม่ีความเขมขน 5 % และที่อุณหภูมิ
สูง 130-280 องศาเซลเซียส (Avgerinos and Wang, 1983) หรืออาจใชสารทําใหเกดิการออกซิไดส
ได เชน H2O2, NaClO2 ฯลฯ ก็มีผลใหลิกนนิเกิดการยอยสลายไดเชนกนั (Sullivan and Hershberger, 
1959; Gould, 1984) แตการยอยสลายทางเคมีนี้ทําใหเกิดปฏิกิริยาที่รุนแรงและใชอุณหภูมิสูง 
รวมทั้งมีการตกคางของสารเคมีอันตรายดวย จึงไดศึกษาการยอยสลายลิกนินโดยใชปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพ โดยใชเอ็นไซมซ่ึงไดจากจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมๆ ไดดังนี ้
 

2.1  การยอยสลายลิกนินโดยเชื้อรา สามารถแบงกลุมของเชื้อราที่ยอยสลายลิกนินไดเปน 
3 กลุมคือ soft-rot fungi, brown-rot fungi และ white-rot fungi โดย soft-rot fungi สามารถแทรกเขา
ไปที่ secondary walls ของเซลลเนื้อไมแลวทําการยอยสลายได เชื้อราพวกนีจ้ัดอยูในกลุม 
Ascomycetes และ Fungi Imperfecti จะพบมากในสภาพธรรมชาติที่ช้ืน soft-rot fungi สามารถยอย
สลาย  polysaccharides ไดดี แตยอยสลายลิกนินไดแบบชาๆ (Kirk, 1984) สวน brown-rot fungi 
สามารถยอยสลาย polysaccharides และเปลี่ยนแปลงโครงสรางของลิกนินโดยแทรกเขาที่ lumen 
ของเนื้อไม เชือ้ราพวกนี้ทําการยอยสลายไดคลายกับ Basidiomycetes ซ่ึงเปนกลุมหนึง่ใน white-rot 
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fungi (Buswell and Odier, 1987) แตอยางไรก็ดี ทั้ง soft-rot fungi และ brown-rot fungi สามารถ
ยอยลิกนนิไดอยางชาๆ มีศักยภาพต่าํเมื่อเปรียบเทียบกับ white-rot fungi ซ่ึงมีความสามารถสูงใน
การยอยสลายลิกนิน และเปนกลุมจุลินทรยีที่มีการศึกษากันมาก โดย white-rot fungi สามารถบุกรุก
เขาที่ lumen ของเซลลเนื้อไมเหมือนกับ brown-rot fungi แต white-rot fungi มีคุณสมบัติพิเศษกวา 
ตรงที่มีผนังเซลลบางมากจนสามารถเขาถึง middle lamella ของพืช และยังมีผลให extracellular 
enzyme สามารถหลั่งออกมานอกเซลลไดงายกวา จนสามารถยอยสลายทั้ง polysaccharide และ 
ลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ (Hatakka, 1986) white-rot fungi สวนมากไดแกกลุมของ 
Basidiomycetes และ Ascomycetes บางสายพันธุ white-rot fungi ที่มีการศึกษากันไดแก Polyporus, 
Pycnoporus, Fomes, Ischnoderma, Pleurotus, Phlebia, Phellinus, Ganoderma, Cerrena, 
Meruleus, Poria , Xylolobus, Hirschioporus, Lentinula, Bjerkandera และ Sporotrichum (Hatakka, 
1986) ซ่ึงสายพันธุที่มีการศกึษากนัมาก ไดแก Phanerochaete chrysosporium 
 
 white-rot fungi ไมใชลิกนนิเปนแหลงคารบอนอันดับแรก โดย Kirk et al. (1976) ได
ทดลองยอยสลายลิกนินโดยมีแหลงคารบอนเปนกลูโคสหรือเซลลูโลส ซ่ึงพบวาระหวางการเจริญนี้
จะไมมกีารยอยสลายลิกนินเลย แตเมื่อกลูโคสหรือเซลลูโลสหมดไปจะมีผลกระตุนใหสราง
เอ็นไซมที่สามารถยอยสลายลิกนินใหกลายเปนแหลงคารบอนตอไปได (Keyser et al.,1987) ใน
การยอยสลายตามธรรมชาตินั้นเชื้อราจะใชแหลงคารบอนคือ polysaccharides จากพชืกอนจะมีการ
ใชลิกนิน 
 

ในสภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจน Phanerochaete chrysosporium จะสามารถยอยสลาย
ลิกนินไดดีมาก (Kirk et al., 1976; Fenn and Kirk, 1981) สารประกอบไนโตรเจน เชน กรดอมิโน
ตางๆ ไดแก glutamate, glutamine และ histidine มีผลยับยัง้การยอยสลายลิกนิน โดยควบคุมที่ระดับ 
cyclic AMP (cAMP) โดยจากการทดลองพบวาระดับของ cAMP ใน Phanerochaete จะลดพรอม
ทั้งลดกิจกรรมการยอยสลายของลิกนินลงดวย (MacDonald et al., 1984) 
 

การยอยสลายลิกนินใน Phanerochaete chrysosporium ยังถูกควบคุมโดยสภาวะการขาด
แคลนแหลงคารบอน โดยเมือ่มีการเติมคารโบไฮเดรตจะมีผลลดการยอยสลายลิกนนิ และเมื่อมกีาร
เติม glutamate จะลดการยอยสลายลิกนินอยางสมบูรณ (Jeffries et al., 1981) นอกจากนี้ยังพบวา
การขาดแคลนซัลเฟตมีผลตอการลดการยอยลิกนินดวย ในขณะที่การขาดแคลนฟอสฟอรัสไมมีผล
ตอการยอยสลายลิกนิน 
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 Phanerochaete chrysosporium ตองการออกซิเจนในการยอยสลายลิกนิน ทดลองโดยเลี้ยง
เชื้อในอาหารเหลวที่มีการเขยา มีผลใหเสนใยของเชื้อรารวมกันเปนกลุมมีลักษณะเปน pellet ซ่ึงมี
ผลตอความสามารถในการรับออกซิเจนและการยอยสลายลิกนิน (Kirk and Farrell., 1987) 
 

2.2  การยอยสลายลิกนินโดยแบคทีเรีย แบคทีเรียจํานวนมากทั้งแกรมบวกและแกรมลบมี
ความสามารถในการยอยสลายลิกนินได แตถึงอยางไรกต็ามกระบวนการยอยสลายโดยแบคทีเรีย
เกิดขึ้นชา และไมสมบูรณเมือ่เทียบกับเชื้อรา การยอยสลายลิกนินของแบคทีเรียในสภาวะที่มีอากาศ
ทั่วถึงจะมีประสทิธิภาพสูงกวาสภาวะไมมอีากาศ 
 

แบคทีเรียแกรมลบที่มีความสําคัญในการยอยสลายลิกนนิคือ Pseudomonas, Xanthomonas, 
Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Beijerinckia  และ Erwinia สวน
แบคทีเรียแกรมบวกที่มีการศึกษาถึงการยอยสลายลิกนนิจะอยูในกลุม Actinomycete ไดแก 
Streptomyces, Actinomadura, Arthrobacter, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus และ 
Thermomonospora (Zimmermann, 1990) 
 

การยอยสลายลิกนินของแบคทีเรียไมตองการสารตั้งตน Odier และ Monties (1978) ได
ทดลองเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  Xanthomonas ในอาหาร minimal medium ที่มี dioxane-lignin เปน
แหลงพลังงานและแหลงคารบอนเปนเวลา 15 วัน พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายลิกนินได 77 % 
และเมื่อมีการเติมกลูโคส พบวาอัตราการยอยสลายลิกนนิเหลือเพยีง 23 % นอกจากนี้ยังพบวา
แบคทีเรียมีความสามารถในการสลาย methoxyl groups, aromatic ring และ side chain ได แตมี
ประสิทธิภาพดอยกวาเชื้อรา 
 

2.3  การยอยลิกนินโดยใชเชือ้รารวมกับแบคทีเรีย ไดมีการใชเชื้อรารวมกับแบคทีเรียใน
การเพิ่มประสทิธิภาพการยอยสลายลิกนิน Blanchette และ Shaw (1978a) ไดทดลองใชแบคทีเรีย 
(Enterobacter sp.) หรือยีสต (Saccharomyces bailii และ Pichia pinus) รวมกับ Basidiomycetes 
เชน Coriolus versicolor, Hirschioporus abietinus และ Poria placenta ยอยเนื้อไมเปนเวลา 5 เดือน 
พบวาการยอยมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นโดยแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของเชื้อราโดยใหสารพวก
วิตามินแกเชื้อรา และพบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายไมไดหลังจากเชื้อราไดทําลายผนังเซลลแลว 
การรวมกันของแบคทีเรียและเชื้อรานี้ เปนวิธีหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนิน 
(Blanchette and Shaw, 1978b) 
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3.  เอ็นไซมยอยสลายลิกนินจากเชื้อรา 
 

3.1  lignin peroxidases เปนเอ็นไซมตัวแรกที่มีการคนพบวาสามารถยอยสลายลิกนนิได 
โดยการยอยลิกนินจะอาศยัไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวทําใหเกดิการตัดพันธะ Cα -Cβ ของ
ลิกนิน และ methylated lignin แยกครั้งแรกจาก Phanerochaete chrysosporium มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 42 kDa มี protoheme IX เปน prosthetic group โดยมี 1 โมลของ protoheme IX เทากับ 
โมลของ lignin peroxidase  

  
 โดยปกต ิlignin peroxidase สามารถเกิดปฏิกิริยาไดในสภาวะไมมีออกซิเจน แตตองมี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนสิ่งกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา (Renganathan and Gold., 1986) กลไกการ
ทํางานของ lignin peroxidase เหมือนกับ yeast cytochrome c peroxidase (Poulos and Kraut, 1980) 
และ horseradish peroxidase (Dawson,1988) โดยเกิดปฏกิิริยาที่ active site (Kuila et al., 1985; 
Andersson et al., 1985) lignin peroxidase ในธรรมชาติมีองคประกอบเปน heme iron atom (Fe III) 
โดยปฏิกิริยาจะเกดิขึ้นเมื่อมไีฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวใหอิเล็กตรอน 2 อนุภาคแก  oxi-iron 
cation radical (Fe IV-O) กลายเปน compound I (LiP I) ซ่ึงสามารถยอยสลายลิกนินไดจากนั้นจะ
เกิด oxidize อีก 1 คร้ัง กลายเปน compound II (LiP II) และกลับเขาสูสภาวะเดิม ถาในสภาวะที่มี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากจะ oxidize ตอเปน compound III (LiP III) (ภาพที่ 4) โดยมีveratryl 
alcohol เปนสารตัวกลาง (mediator) ที่ทําหนาที่ใหอิเล็คตรอนแก compound II และ compound III 
เพื่อกลับมาเปน lignin peroxidase ในสภาวะปกติ (Wariishi and Gold, 1989; Tien and Kirk, 1984; 
Andrawis et al., 1988;  Wariishi et al., 1990) 

 
3.2  manganese peroxidase เปนเอ็นไซมที่เกิดปฏิกิริยา peroxidase โดยอาศัย manganese 

(MnII) และถูกกระตุนโดย lactate พบในอาหารเหลวทีใ่ชเล้ียง Phanerochaet (Kuwahara et al., 
1984; Huynh and Crawford, 1985) เอ็นไซม manganese peroxidase มีน้ําหนกัประมาณ 46 kDa  
ประกอบดวย glycoprotien และม ีprotoporphyrin IX เปน prosthetic group มี glycan 17% มี
คุณสมบัติเหมอืน lignin peroxidase (Glenn and Gold, 1985; Paszczynski et al., 1986) และมี 
coordination site เปน heme iron ที่มีรูปแบบเชนเดยีวกันกับที่พบใน lignin peroxidase , 
horseradish peroxidase และ yeast cytochrome c peroxidase  โดย heme iron นี้มีกรดอมิโน 
histidine เปน ligand (ภาพที่ 5) (Mino et al., 1989) 
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ภาพที ่4  สภาวะออกซิเดชันของ lignin peroxidase LiP = Lignin peroxidase; 
LiP I = compound I; LiP II = compound II; LiP III = compound 
III; VA = veratryl alcohol   

ท่ีมา: Wariishi  and Gold (1989) 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 ภาพที่ 5  โครงสราง 3 มิติของเอ็นไซม yeast cytochrome c peroxidase 
 ท่ีมา: Anonymous (2006) 
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manganese peroxidase ที่ผลิตไดจาก Phanerochate chrysosporium  เปน isoenzyme มี
หลายรูปแบบแตทําหนาทีเ่ดยีวกัน (Leisola et al., 1987; Farrell et al., 1989) กลไกการทํางานของ 
manganese peroxidase เหมือนกับ peroxidase ทั่วไป คอืมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนสารกระตุน
ใหเกิดปฏิกิริยาเร่ิมตน โดย Mn(II) ให 2 อิเล็คตรอนแกไฮโดรเจนเปอรออกไซดทําใหได 
compound I ซ่ึง Mn(II) เกิด oxidize เปน Mn(III) โดย compound I จะถูกออกซิไดสตอเปน 
compound II และเขาสูสภาวะเดิมคือ manganese peroxidase และถามไีฮโดรเจนเปอรออกไซดมาก
เกินพอจะทําใหเกิด compound III ไดอีกซึง่จะสามารถยอยสลาย phenolic lignin model 
compounds รวมทั้งสามารถยอยลิกนนิไดดวยเชนกนั (Wariishi et al., 1988, Wariishi and Gold 
1989; Forrestes et al., 1988) manganese peroxidase สามารถ oxidize สาร glutathione, 
dithiothreitol และ NADPH ไดและพรอมกันนีย้ังผลิตน้ําไดจากออกซิเจนซึ่งเกดิในปฏิกิริยา 
Mn(II)-dependent reaction และผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพื่อปฏิกิริยา peroxidation สําหรับ
การยอยสลายลิกนิน (Paszczynski et al., 1985; Paszczynski et al., 1986)  

 
3.3  laccase จากเชื้อราเปนเอ็นไซมจัดอยูในกลุม extracellular glycoprotein (ตารางที่ 1) 

สามารถยอยสลายสารทั้งพวก phenolic และ non-phenolic compounds เชน guaiacol, 2,6-
dimethoxyphenol, p-phenylene diamine, syringaldizine (N,N’-bis(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzy 
–lidenehydrazine)) และ ABTS (2,2’-azinbis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) จากการ
ทดลองสกัดแยกเอ็นไซมใหบริสุทธิ์พบวาเปน isoenzyme เนื่องจากมกีารดัดแปลงโมเลกุลเพื่อความ
สมบูรณเหมาะตอ extracellular location ที่แตกตางกัน โดยมีการตัดสายของ polypeptide หรือเติม
หมูคารโบไฮเดรต เอ็นไซมนี้มีขนาด 60-80 kDa ประกอบดวย 520 -550 กรดอมิโนมคีารโบไฮเดรต
เปนองคประกอบ 15-20 % และมี copper 2-4 อะตอมตอโมเลกุลของเอ็นไซม (ภาพที่ 6) จาก
การศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของ cDNA ของยีน laccase ในราชนิดตางๆ ไดแก Neurospora 
crassa, Aspergillus nidulans (Ascomycete), Coriolus birsutus, Plebia radiata และ Agaricus 
bisporus (Basidiomycetes) พบวาบริเวณอนุรักษของยนี laccase คือบริเวณ copper binding site ซ่ึง
ประกอบดวย cysteine 1 residue และ histidine 10 residue จับกับคอปเปอร 4 อะตอม ซ่ึงลักษณะนี้
สามารถพบไดในเอ็นไซม ascorbate oxidase และ mamalian plasma protein ceruloplasmin 
โครงสราง 3 มิติของเอ็นไซม laccase ที่ไดจาก Neurospora crassa และ Phlebia radiata มีลักษณะ
เปน β-barrel เหมือนกับที่พบในเอ็นไซม ascorbate  oxidase ซ่ึงจากการเปรียบเทียบคาความ
คลายคลึงของสาย polypeptide ของเอ็นไซม laccase 5 สาย และเอน็ไซม ascorbate oxidase 2 สาย 
พบวามีคาความคลายคลึง 83 เปอรเซ็นต   
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white-rot fungi สวนมากสามารถผลิต laccase และหลั่งออกมานอกเซลล เอ็นไซม laccase 
สามารถยอยสลาย lignin model compounds และ phenolic hydroxyl ไดเปน phenoxy radicals โดย
ใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอน กลุมราที่สามารถผลิต laccase ไดดีคอื  Trametes (Polyporus, 
Coriolus) versicolor (Bollag and Leonowicz, 1984) Pleurotus ostreatus (Sannia et al., 1986) 
สวน Phanerochaete chrysosporium เปนกลุมของ white-rot fungi ที่ไมสามารถผลิต laccase ได 
 

4.  การยอยสลายลิกนินโดย White-rot fungi 
 
 ราที่ใชศึกษากลไกในการยอยลิกนินคือ Phanerochaete chrysosporium โดยในการยอย
สลายลิกนิน Phanerochaete  chrysosporium ผลิตเอ็นไซม 3 ชนิดคือ LiP MnP และ glyoxal 
oxidase (GLOX) (Kirk and Hammol.,1992) โดยเอน็ไซมทั้งสามมีการทํางานรวมกนัดังภาพที่ 7 
โดยเริ่ม จากเอน็ไซม GLOX ทําหนาที่ในการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดหรับการทาํงานของ
เอ็นไซม peroxidase ซ่ึงมีเอ็นไซม LiP เปนเอ็นไซมหลักในการยอยโครงสรางที่เปน non-phenolic 
ของ ลิกนินสวนที่เปน aromatic nuclei จะถกู oxidized ไปเปน aryl cation radical ซ่ึงจะถูกตัดใน
ขบวนการ fragmentation ในขณะผลิต veratryl alcohol ซ่ึงเปน secondary metabolite ทําหนาที่
กระตุนการสราง LiP และเปนตัวกลางในการสงถายประจ ุ(charge-transfer mediator) (ภาพที่ 8) 
เอ็นไซม MnP จะผลิต Mn3+ ซ่ึงเมื่อถูก chelate จะทําหนาที่ oxidize สารพวก phenolic สารระหวาง
ปฏิกิริยาทั้งที่เปน aliphatic และ aromatic ก็จะถูก metabolize ตอโดยราจนกลายเปน
คารบอนไดออกไซดและน้าํ 
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ตารางที่ 1  คุณสมบัติของเอนไซม laccase จากเชื้อรา  
 

Organism No. of 
enzymes 

Mol. Mass 
(kDa) 

Carbohydrate 
content (%) 

Copper content 
(atom per molecule ) 

Agaricus bisporus 
 

1(2) 100 
65 
 

15 
 

2 
 

Armillaria mellea 
 

2 59 
? 
 

- - 

Aspergillus nidulans 
(conidial) 
 

1 
 

110 
 

12 
 

- 

Botrytis cinerea 
 

2 
 

80 
72 
 

80 - 

Lentinus edodes 1 66 
 

- - 

Monocillium incicum 1 100 
72 
 

- - 

Neurospora crassa 1 65 
 

11 3 

Phlebia radiata 
 

1 
 

64 
 

- 2 

Podosporra anserina 3 70 
80 
390 

 

25 
23 
22 

3.3 
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ตารางที่ 1  (ตอ)  
 

Organism No. of 
enzymes 

Mol. Mass 
(kDa) 

Carbohydrate 
content (%) 

Copper content 
(atom per molecule ) 

Polyporus (Coriolus) 
 versicolor 

2 
 

60 
~65 

 

14 
 

4 
 

Pycnoporus coccineus 
 

1 
 

70 - - 

Schizophyllum 
commune 

1 
 

62-64 - - 

 

ท่ีมา: Christopher (1994) 
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ภาพที่ 6  โครงสราง 3 มิติ ของเอ็นไซม laccase ใน Trametes versicolor ; 

สีน้ําเงินแสดงอะตอมของ copper ion 
ท่ีมา: Joachim, (2007) 
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 ภาพที ่7  ระบบการยอยสลายลิกนินของ  Phanerochaete  chrysosporium  
 ท่ีมา: Kirk and Hammol. (1992) 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่8  บทบาทของ veratryl alcohol ในการเปนตวักลางการสงตอประจุในขบวนการ
ยอยลิกนนิ 

 ท่ีมา: Harvey et al. (1986) 
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5.  ประโยชนของเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 

เอ็นไซมยอยลิกนินจาก white rot fungi นอกจากจะยอยและฟอกจางสีเนื้อไมแลวยัง
สามารถยอยสลาย hydroxy stilbenes ซ่ึงเปนสารที่ใชเปนสียอมผม (Onuki  et al., 2000; Pruche et 
al., 2000) เอ็นไซม laccase ที่อยูบนผิวหนาพื้นดินมีประโยชนในการวเิคราะหและตรวจวดัสารพวก 
azide (Leech and Daigle, 1998) โดยตวัตรวจจับจะตรวจรีดักชั่นของออกซิเจนในกระบวนการยอย
สลายที่เกิดขึ้น ประโยชนของ ligninolytic enzyme  สามารถสรุปไดดังนี้ 
 
  5.1  Delignification เปนการยอยสลายลิกนนิในเนื้อเยื่อไมซ่ึงมีความสําคญัตออุตสาหกรรม
การผลิตเยื่อกระดาษ ไดมีการศึกษาระบบการยอยลิกนินโดยเอ็นไซม laccase, MnP และ LiP ใน 
white-rot fungi ชนิดตางๆ พบวาเอ็นไซมทีไ่ดมีความสามารถในการยอยลิกโนเซลลูโลสได
เหมือนกนั แตมีความแตกตางดาน molecular weight, optimum pH  และคุณสมบัติอ่ืนๆ โดย
เอ็นไซม laccase จะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสไดสูงเมื่อมีสารพวก phenolic 
เปนตัวกระตุน (Mai et al., 2000) สาร phenolic นี้เปนพษิตอราแตไมเปนอันตรายตอยีสต Larsson 
et al. (2001) ไดทําการตดัตอยีน laccase จาก Trametes เขาสูระบบของยีสต Saccharomyces 
cerevisiae เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอ็นไซมใหสูงขึ้น พบวาสามารถเกิดการยอยสลายเนื้อ
ไมไดดแีละทนตอสารพวก phenolic ได 
 

5.2  Ethanol production โดยใชยีสตดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อใหทนตอสารพวก phenolic 
และสามารถสลายลิกโนเซลลูโลส (Larsson et al., 2001) โดยถายยนี laccase จากรากลุม white-rot 
คือ Trametes versicolor เขาสูยีสต S. cerevisiae โดยตอยีนภายใต PGK1 promoter เปนการ
ปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบจําพวกลิกโนเซลลโูลส  

 
5.3  Bioremediation เอ็นไซมจากราสามารถยอยสลายสารที่ยอยยากทีก่อใหเกิดมลภาวะตอ

ส่ิงแวดลอมได เชน Trichlorophenol, 2,4,6-tricholophenols สามารถยอยสลายโดยรา Panus 
tigrinus และ  Coriolus versicolor ไดเปน 2,6 dichloro-1,4-hydroguinol และ 2,6-dichloro-1,4-
benxoquinone โดย P. tigrinus  ผลิตเอ็นไซม MnP สวน C. versicolor ใชเอ็นไซม laccase ในการ
ยอยสลาย (Leontievsky et al., 2000) สียอมสังเคราะหจําพวก azure B, brilliant green, congo red, 
crystal violet และ remazo’ brilliant blue R สามารถยอยสลายไดโดย Flavodon flavus ในอาหารทีม่ี
แหลงไนโตรเจนต่ํา (Raghukumar, 2000) T. versicolor สามารถกําจัดสี Poly R-478 ได 90 % โดยมี 
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veratryl alcohol เปนตัวกระตุน และสามารถยอยสลายสาร humic acid โดยสลาย 4-methyl-3-
hydroxyanthranilic acid ไดเปน 2-amino-4,6-dimethyl–3-phenoxa zinone–1,9- carboxylic acid 
(Osiadacz et al., 1999; Fakoussa  and  Frost, 1999) สารกําจัดแมลงศัตรูพืชพวก Isoxaflutole ซ่ึง
ตกคางในดินและพืชในรูปแบบของ diketonitrile สามารถถูกยอยสลายโดย Phanerochaete 
chrysosporium และ T. versicolor ไดเปน benzoic acid มีการแยกเอนไซม laccase บริสุทธิ์จาก 
Coriolopsis gallica เพื่อใชในการยอยสลายสาร carbazole, N-ethylcarbazole, fluorene และ 
dibenzothiophene (Bressler et al., 2000) ในป ค.ศ. 2000 Hublik และ Schinner ไดตรึงเอนไซม 
laccase ที่แยกมาจาก Pleurotus เพื่อใชในการกําจัดสารพวก phenolic จากมลภาวะ และไดมีการ
ปรับปรุงใหมกีารยอยสลายสาร 2,6-dimethoxyphenol ในระบบถังหมกั 

 
6.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอ 
 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดเีอ็นเอเปนสิ่งสําคัญสําหรับงานวิจยัทางอณชีูว 
วิทยาโดยเฉพาะกับดเีอ็นเอสายใหมที่เพิ่งทราบลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ-
ไทดบนสายดีเอ็นเอจะทําใหทราบถึงบริเวณที่มีรหัสในการสรางโปรตีน บริเวณที่เกีย่วของกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี นอกจากนีย้งัสามารถวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอ
ใหมโดยทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเออืน่ๆ เพื่อทราบบริเวณที่
คลายคลึงกัน 

  
 ในการหาบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสรางโปรตีนนั้นสามารถทําไดโดยการหา open 
reading frame (ORF) แลวจงึตรวจสอบวา ORF ที่หาไดนั้นเปนบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสราง
โปรตีนจริงหรือไม ซ่ึงสามารถตรวจสอบได 2 วิธี คือ หาคุณสมบัติทางสถิติของลําดับนิวคลีโอไทด
ของสายดีเอ็นเอ ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวเปนรหัสการสรางโปรตีน และหาบริเวณทีเ่กี่ยวของกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี เชน promoter, ribosome binding site, terminator และบริเวณที่มกีาร
เติม poly-A หรือบริเวณที่เกีย่วของกับขัน้ตอน RNA splicing 
 
 ลักษณะของ coding region คือสวนลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอทีม่ีรหัสสําหรับการ
สรางโปรตีนจะมีองคประกอบที่มีลักษณะเฉพาะซึ่งแตกตางจากลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
บริเวณทีไ่มมีรหัสสําหรับการสรางโปรตนี เนื่องจากลําดบันิวคลีโอไทดจะตองมีรหสัสําหรับกรด 
อมิโนที่ประกอบเปนสาย polypeptide สําหรับโปรตีนนั้น หนาที่การทํางานของโปรตีนจึงมีสวน
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อยางมากในการกําหนดลําดบันิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ นอกจากนั้นมกีารศึกษาทีแ่สดงวาดเีอ็นเอ
ในบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสรางโปรตีนมีคุณสมบัติของ periodicity คุณสมบัตินี้สามารถ
วิเคราะหได 2 วิธี คือ 1) base composition bias โดยคาดวาในสวน non-coding region นั้นมีการ
กระจายตัวอยางอิสระ ดังนัน้องคประกอบของเบสแตละชนิดมีปริมาณไมแตกตางกัน สวนใน
บริเวณ coding region จะมกีารกําหนดเบสขึ้นอยูกับกรดอมิโนที่มาประกอบกันเปนสายโปรตีน 
โดยทั่วไปแลวพบวาเบสในตาํแหนงที่ 1 และที่ 2 ของโคดอนทั้งหมดใน coding region จะเปน
เบสกัวนนีและไซไตซีนเทากับ 50 เปอรเซ็นต โปรแกรมทางคอมพิวเตอรสําหรับการวิเคราะหหา 
coding region โดยวิธีนี้ เชน โปรแกรม Testcode อยูในซอฟแวร GCG package โดยคาํนวณหา
ปริมาณเบสที่เปนองคประกอบเปนสวนๆ ซ่ึงมีความยาวตามที่กําหนด แลวจะเลื่อนไปคํานวณใน
สวนถัดไป การวิเคราะห coding region นี้ไมตองการขอมูลอ่ืนใดมาประกอบแตมีขอบกพรองที่วา
ไมสามารถหาจุดเริ่มตนและสิ้นสุด รวมทั้งไมสามารถบอก reading frame ได และ 2) codon usage 
patterns คือรูปแบบของการใชโคดอนเพือ่ประกอบเปนยีนเปนลักษณะที่เรียกวา codon preference 
โดยคํานี้มีความหมายตางจาก codon usage ซ่ึงหมายถึงความถี่ที่โคดอนแตละตวัถูกใชเพื่อเปน
องคประกอบของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน การวิเคราะหหา coding region นั้นไดจากการ
คํานวณหา codon usage ของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการวิเคราะหถา codon usage ที่คํานวณได
สอดคลองกับ codon preference สําหรับสิ่งมีชีวิตนั้น ก็นาจะเปนไปไดวาดีเอ็นเอบริเวณที่ทําการ
วิเคราะหเปน coding region การวิเคราะหโดยวิธีนี้เหมาะสมสําหรับยีนที่มีการแสดงออกใน
ระดับสูง 
 
 ลักษณะของสวนควบคุมการแสดงออกของยีน (regulatory element) คือบริเวณที่เกีย่วของ
กับการควบคมุการแสดงออกของยีนและมักจะเปนดีเอน็เอสวนสั้นๆ การวิเคราะหหาดีเอ็นเอ
บริเวณนี้สามารถทําไดโดยการหาสวนของดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตรงกับ 
regulatory element ที่ตองการ เนื่องจาก regulatory element มีขนาดสั้นและมีลําดับนวิคลีโอไทดที่
แตกตางกันไดบาง ประสิทธิภาพของวิธีการหาบริเวณที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนจึงขึ้นอยูวาจะสามารถกําหนดลักษณะของลําดับนิวคลีโอไทดของ regulatory element ใหชัดเจน
ไดเพยีงใด การใหความหมายและกําหนดลักษณะของ regulatory element สามารถทําไดโดยการใช
ลําดับนิวคลีโอไทดชนิดทีเ่ปน consensus เปนตัวกําหนด ตัวอยางเชน บริเวณโปรโมเตอรที่
ตําแหนง –10 ของยีนในแบคทีเรีย E.coli มี consensus คือ TATAAT ดงันั้นในการหาโปรโมเตอร
ของยีนในแบคทีเรียจะหาบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน TATAAT หรือที่ใกลเคียงนี้มากที่สุด 
วิธี frequency matrix เปนการหาความถี่ของเบสแตละชนดิ ที่แตละตําแหนงของลําดบันิวคลีโอ-
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ไทดในบริเวณควบคุมโดยแสดงเปนตารางการกระจายความถี่ และอีกวิธีคือวิธี weight matrix เปน
ตารางที่แสดงนัยสําคัญของการพบเบสชนิดหนึ่งๆ ในตําแหนงหนึ่งๆ สรางจาก frequency matrix 
โดยนําคาความถี่นี้ไปหาคาเฉลี่ยของการพบเบส ตัวเลขที่ไดนี้แสดงคาโอกาสพบเบสหนึ่งๆ มาก
นอยกวาปกตเิปนกี่เทาในแตละตําแหนง จากนั้นหาคา logarithm ของตัวเลขนั้น 
 
 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนกลุมของโปรแกรมคอมพิวเตอร
สําหรับเปรียบเทียบหาความคลายคลึงกันของดีเอ็นเอ หรือโปรตีน ถูกพัฒนาโดย National Center 
for Biotechnology Information สหรัฐอเมรกิา สามารถทํางานและแสดงผลไดรวดเร็ว ประกอบดวย 
5 โปรแกรม คือ 
 

1.  BlastN เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอกบัลําดับ  
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอทีอ่ยูในฐานขอมลู 

 
2.  BlastP เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทยีบลําดับกรดอมิโนของ polypeptide กับลําดับ

กรดอมิโนของ polypeptide ที่อยูในฐานขอมูล 
 
3.  BlastX เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ไดจาก

การแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่สนใจ โดยเปรยีบเทียบกับลําดับกรดอมิโนของ 
polypeptide ที่อยูในฐานขอมลู 

4.  TblastN เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของ polypeptide กับลําดับ
กรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่อยูใน
ฐานขอมูล 

 
5.  TblastX เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ได

จากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอทีส่นใจ โดยเปรยีบเทียบกับลําดับกรดอมิโน
ทั้ง 6 reading frame ที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่อยูในฐานขอมูล 
 

ผลจากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดนี้แสดงถึงความนาจะเปนโดยคาํนวณจากคะแนน 
และความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน โดยโปรแกรม BLAST จะบอกคาความนาจะเปน
ของผลการเปรียบเทียบ คานี้สามารถใชประเมินความนาเชื่อถือได เนือ่งจากขอมูลลําดับนิวคลีโอ-
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ไทดที่เพิ่มมากขึ้นในฐานขอมูล จึงมีความตองการที่จะเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในหลายสาย
คราวเดียวกนั ดังนั้นนกัวจิัยจาก European Molecular Biology Laboratory ประเทศเยอรมัน ไดวจิัย
โปรแกรมชุด Clustal ขึ้นมาเพื่อชวยในการวิเคราะห multiple sequence alignment 
 
7.  การวิเคราะหลําดับกรดอมิโนบนสายนวิคลีโอไทด 
 
 รูปแบบและตาํแหนงการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอมิโนที่แปลรหัสมาจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด สามารถบอกไดถึงคุณสมบัติของบริเวณจําเพาะตางๆ ที่พบในโปรตีนชนิดนัน้ๆ 
การวิเคราะหหาบริเวณจําเพาะเหลานี้มีความสําคัญในการทํานายชนดิของโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยจะเปนตัวบงชีว้าบริเวณนั้นๆ จะเปนบริเวณทีม่ีความจําเพาะตอการเกิด 
ปฏิกิริยาใด พบวารูปแบบของลําดับนิวคลีโอไทดหรือกรดอมิโนที่ใหลักษณะเฉพาะนี้ในเอ็นไซม
ชนิดเดยีวกันหรือกลุมเดียวกันจะมีความคลายคลึงกัน 
 
 รูปแบบของกรดอมิโนบริเวณจําเพาะในเอนไซม lignin peroxidase และ manganese 
peroxidase จะมีความคลายคลงึกัน ไดแก บริเวณ glycosylation site ที่กําหนดดวยกรดอมิโน Asn 
257 (หมายถึงกรดอมิโน Asparagine ในตาํแหนงที่ 257) และ/หรือ Ser 334 (Thomas, et al. 1993),   
บริเวณ glycosylation site ที่กําหนดดวยกรดอมิโน Asn 103-Asn 131-Asn 135-Asn 160 (Pekk, et 
al. 2003), บริเวณ C-terminal site กําหนดดวยบริเวณทีเ่ปน proline rich ซ่ึงมีการเรียงตัวของกรด 
อมิโนเปน Ile-Pro-Pro-Pro-Pro-Gly-Ala หรือ Ile-Pro-Pro –His-Lys-Ala หรือ Ile-Pro-Pro-Pro-Pro-
Ser-Pro-Asn, บริเวณ conserved distal histidine กําหนดดวย His 47 (Thomas, et al. 1999),  บริเวณ 
conserved proximal histidine กําหนดดวย His 176 (Thomas, et al. 1999), บริเวณ manganese 
binding site กําหนดดวย Glu 56-Glu-60-D 200 หรือ Glu-35-Glu 39-Asp 179 (Yasuhiko, et al. 
1995 และ Heather, et al. 2001), บริเวณ CRE (cAMP response element) กําหนดดวยลําดับของนิว 
คลีโอไทด TGACGTC (Mario, et al. 2000), บริเวณ MRE (Metal response element) กําหนดดวย
ลําดับของนิวคลีโอไทด ACCCCG (Mario, et al. 2000), บริเวณ XRE (Xenobiotic response 
element) กําหนดดวยลําดับของนิวคลีโอไทด CACGCT (Mario, et al. 2000) 
 

รูปแบบของกรดอมิโนบริเวณจําเพาะของเอนไซม laccase คือ บริเวณ copper-binding site 
กําหนดดวยกรดอมิโน histidine ที่มีการเรียงตัวเปน His _ His หรือ His _ _ His _ His (Kazutomo, 
et al. 2002) 



อุปกรณและวิธีการ 

 
อุปกรณ 

 
1.  เชื้อจุลินทรีย 
 

เชื้อจุลินทรียทีใ่ชประกอบดวยเชื้อรา YK505 (Trametes hirsuta) เปนเชื้อใชเปรียบเทียบ
ไดรับจาก Dr. Kondo, Kyushu University ผานทางสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภณัฑเกษตรและ
อุตสาหกรรมเกษตร, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร เชื้อรา GF เปนเชื้อสายพันธุบริสุทธิ์คัดแยกไดจาก
การวิจยัคร้ังนีแ้ละเชื้อแบคทเีรีย E. coli  DH5α (F+supE44 endA1 hsdR17(rk

-mk
+) gln44 thi1 recA1 

gyrA(Nal2) deoR lambda-) 
 

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

อาหารแข็ง ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Luria-Bertani Agar (LA) และ Nutrient 
Agar (NA) สวนอาหารเหลว ไดแก Potato Dextrose Broth (PDB), Luria-Bertani Broth (LB) และ 
Basal Medium (ภาคผนวก) 

 
3.  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 

 3.1  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหเบื้องตน ไดแก จานเพาะเลี้ยง ตูควบคุมอุณหภูมิ 
สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารแข็งสูตร NA ซ่ึงเติม 2 มิลลิโมลาร ABTS, 0.01% Phenol Red และ 0.8 
กรัมตอลิตร Tannic acid 

 
3.2  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน ไดแก เครื่อง 

spectrophotometer หลอดทดลอง สารตั้งตนในการรีดิวซของเอ็นไซม laccase, manganese 
peroxidase และ lignin peroxidase 
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4.  อุปกรณและสารเคมีในการสกัดแยก DNA และ RNA 
 

4.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเสนใย ไดแก ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ สารเคมีที่ใชเตรียมอาหาร PDB 

 
4.2  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการสกัดแยก DNA และ RNA ไดแก เครื่องปนเหวีย่ง

ความเร็วสูง หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร และ 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต เครื่องแกว สารเคมี
ตางๆ  
 
5.  อุปกรณและสารเคมีในการแยกพลาสมดิจากแบคทีเรีย 
 

5.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ไดแก ฟลาสก เครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสูตร LB 

 
5.2  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการแยกพลาสมิด ไดแก เครื่องปนเหวีย่งความเรว็สูง  

หลอดปนเหวีย่งขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต เครื่องแกว สารเคมีตางๆ   
 
6.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณ DNA  
 

6.1  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการวัดความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ ไดแก เครื่อง 
spectrophotometer 

 
6.2  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการแยกขนาดดีเอ็นเอ ไดแก ชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสและ

อุปกรณถายรูป 
 

7.  อุปกรณและสารเคมีในการทํา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

7.1  อุปกรณในการทํา PCR ไดแก เครื่อง Thermal cycler ไมโครปเปต หลอดทําปฏิกริิยา 
PCR แบบผนงับางขนาด 500 มิลลิลิตร  
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7.2  สารเคมีในการทํา PCR ไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ ไพรเมอร เอ็นไซม Taq DNA 
polymerase และ dNTP 

 
8.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการถายยนีเขาสูแบคทีเรีย 
 

8.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรีย ไดแก ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ตูควบคุมอุณหภูมิ สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเหลวสูตร LB 

 
8.2  อุปกรณทีใ่ชในการนําดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเซลล ไดแก อางปรบัอุณหภูมใิหรอน 

และอางน้ําแข็ง 
 
9.  ชุดสําเร็จรูป 
 

9.1  ชุดสกัดแยก total RNA จากเสนใยรา Rneasy Plant Mini kit ของบริษัท Qiagen  
 
9.2  ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเออยางรวดเรว็ Colony Fast Screen (Size Screen) ของบริษัท 

Epicenter 
 
9.3  ชุดสกัดแยกแถบดเีอ็นเอจากชิ้นวุน Gene clean II Kit ของบริษัท BIO 101 
 
9.4  ชุดการทําโคลน QIAGEN PCR Cloning Kit ของบริษัท Qiagen 
 
9.5  ชุดสกัดแยก QIAquick spin สําหรับทํา PCR product ใหบริสุทธิ์ของบริษัท Qiagen 

 
10.  คอมพิวเตอรและโปรแกรมสําหรบัการวิเคราะหลําดับเบส   
 

ไดแก โปรแกรม DNASIS version 2, ClustalW และ BLAST (จากฐานขอมูลผานเว็ปไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
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วิธีการ 

 
1.  การคัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากธรรมชาต ิ
  

1.1  การเก็บตวัอยางจากธรรมชาติ เก็บตัวอยางชิ้นไมผุและดินใตไมผุจากอุทยานแหงชาติ
เขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี อุทยานแหงชาตหิวยขาแขง จังหวัดอทุัยธาน ี
  

1.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีกจิกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน วางตวัอยางที่เก็บไดจากขอ 1.1 
บนอาหารสูตร NA (Nutrient Agar) ที่เสริมดวยยาปฏิชีวนะ streptomycin ที่ความเขมขนสุดทาย 
200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองนาน 1 วนั ตัดเฉพาะปลายเสนใยทีเ่จริญออกมาเลื้ยง 
บนอาหารจานใหมทําเชนนี้ 3 คร้ัง แลวปลอยใหเชื้อราเจริญเติบโตนาน 1 วันและ 2 วนั บันทึก
ลักษณะเสนใยและสปอรทีไ่ด 

 
 เมื่อเชื้อเจริญได 3 วัน ใช cock borrer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะอาหาร
วุนที่มีเสนใยอายุนอยอยูมาวางบนอาหาร NA ที่เสริมดวย tannic acid ปริมาณ 0.8 กรัมตอลิตร ที่จะ
ใหบริเวณสีเหลืองกับเอ็นไซม polyphenol oxidase, ABTS ปริมาณ 2 มิลลิโมลาร ที่ใหสีเขียวกับ
เอ็นไซม laccase และ 0.01% phenol red ที่ใหบริเวณสีเหลืองมะนาวกับเอ็นไซม manganese 
peroxidase เล้ียงเสนใยที่อุณหภูมหิองนาน 3 วัน แลวสังเกตุสีที่เกิดขึ้นรอบโคโลนี 
 
2.  การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน 

 
2.1 การวัดกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิ เอ็นไซมยอยลิกนินซึ่งนํามาศึกษานีแ้บงเปน 3 

ชนิด คือ เอนไซม lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP) และ laccaseโดยมีวิธีการ
ดังตอไปนี ้

 
 เอ็นไซม LiP วัดกจิกรรมตามวิธีของ Tien and Kirk (1988) โดยสวนผสมสารตั้งตน
ประกอบดวย 10 มิลลิโมลาร veratryl alcohol จํานวน 160 ไมโครลิตร 5 มิลลิโมลาร H2O2 จํานวน 
64 ไมโครลิตร 0.25 โมลาร d-tartaric acid pH 2.5 จํานวน 160 ไมโครลิตร และตัวอยางเอ็นไซม 
โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 ไมโครลิตร วัดผลิตผลที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร  

(ε = 9300 M-1cm-1) 
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 เอ็นไซม MnP วัดกจิกรรมตามวิธีของ Pasczynski et al. (1988) โดยสวนผสมสารตั้งตน
ประกอบดวย 0.5 โมลาร sodium tartrate buffer pH 5.0 จํานวน 160 ไมโครลิตร 1 มิลลิโมลาร 
guaiacol pH 4.5 จํานวน 80 ไมโครลิตร 1 มิลลิโมลาร MnSO4 จํานวน 80 ไมโครลิตร 5 มิลลิโมลาร 
H2O2 จํานวน 16 ไมโครลิตร และตัวอยางเอ็นไซม โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 ไมโครลิตร 

วัดผลผลิตที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 465 นาโนเมตร (ε = 12100 M-1cm-1) 
 
 เอ็นไซม laccase วัดกิจกรรมตามวิธีของ Niku-Paavola et al. (1988) โดยสวนผสมสารตั้ง
ตนจํานวน 800 ไมโครลิตร ประกอบดวย 1โมลาร glycine-HCl pH 3.0 จํานวน 40 ไมโครลิตร 28 
มิลลิโมลาร ABTS จํานวน 500 ไมโครลิตร และตัวอยางเอ็นไซม โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 

ไมโครลิตร วดัผลิตผลที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร (ε = 29300 M-1cm-1) 
 

2.2  การเตรียมตัวอยางเอน็ไซมจากการเลีย้งเชื้อในอาหารแข็ง ดัดแปลงวิธีจาก Pal M. et 
al. (1995) โดยเล้ียงเชื้อในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ใสไมยูคาลิปตัสจํานวน 5 กรัม น้ําจํานวน 20 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที ปลูกเชื้อ
ทุกสัปดาหเปนเวลา 9 สัปดาห โดยตดัชิ้นวุนที่มีเสนใยของเชื้ออายุนอยเจริญอยูดวย cock borrer
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ลงไป 3 ช้ิน บมที ่30 องศาเซลเซียส นํามาสกัดเอนไซมทุก
สัปดาห โดยเติม 50 มิลลิโมลาร sodium acetate pH 4.5 ที่แชในถังน้ําแข็งปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ปนแยกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็ว 3200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปหากิจกรรมของเอ็นไซม  
 
3.  การตรวจสอบสายพันธุเชือ้ราผลิตเอนไซมยอยลิกนิน 
 
 ทําโดยการเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS (Internal Transcribed Spacers)  ของ 
ribosomal DNA ที่เพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10 x buffer จํานวน 5 ไมโครลิตร  
2 มิลลิโมลาร dNTP จํานวน 5 ไมโครลิตร ไพรเมอร ITS1 (TTC GTC GGT GAA CCT GCG G) 
(ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA 
TAT GC) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 ไมโครลิตร, recombinant plasmid จํานวน 10 
นาโนกรัม Taq DNA Polymerase จํานวน 2.5 ไมโครลิตร DNA template จํานวน 10 มิลลิกรัม ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํใหไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณสาย DNA ดวยเครื่อง PCR ที่สภาวะ 
denaturation 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที amplification 30 รอบ โดยกําหนด denaturing ที่ 94 
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องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที annealing ที่ 47 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที และ extension ที่ 72 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที เมื่อส้ินสุดรอบสุดทายทํา final extension ที่ 72 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาท ี
 
 นําผลิตผล PCR ที่ไดไปหาลาํดับนิวคลีโอไทด แลวทํา BlastN เขากับฐานขอมูลนิวคลีโอ-
ไทดใน Gen Bank ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
4.  การสังเคราะห cDNA 
  

4.1 การเลี้ยงและเก็บเสนใยดัดแปลงจาก Declan and Dobson (2001) โดยเล้ียงเสนใยใน
อาหารเหลว Basal medium สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนและคารบอนต่ํา บมเสนใยในเครื่องเขยา 50 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 6 วัน แลวเติมกลูโคสใหไดความเขมขนสุดทาย 50 
มิลลิโมลาร และเติมสารกระตุนเอ็นไซม veratryl alcohol ใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร 
และ CuSO4 ใหไดความเขมขนสุดทาย 400 ไมโครโมลาร บมในเครื่องเขยา 25 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมงแลวเติมสารกระตุนเอน็ไซมอีกครั้งหนึ่ง บมในสภาพเดมิ
นาน 24 ช่ัวโมง แลวเก็บเสนใยแบบเทคนิคปลอดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรอง Glass filter 
whatman #4 ลางเสนใยดวยน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลวแชเย็นไว 2 คร้ัง ใชปมดูดอากาศดดูน้ําออกจากเสน
ใยผานกระดาษกรองใหไดมากที่สุด บดเสนใยในไนโตรเจนเหลวจนไดผงละเอียด แบงผงเสนใยลง
ในหลอดไมโครเซนตรฟิวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่แชเยน็หลอดละประมาณ 200 มิลลิกรัม รีบนํา
หลอดที่มีเสนใยเก็บใน -70 องศาเซลเซียสโดยเร็วกอนที่เสนใยจะละลาย 
 

4.2  การสกัด total RNA จากเสนใยที่เก็บ -70องศาเซลเซียส โดยใช Rneasy Plant Mini Kit 
ของบริษัท QIAGEN ทําโดยนําเสนใยที่บดใหเปนผงละเอียดในหลอดไมโครเซนตริฟวจ มาเติม
สารละลาย RLC จํานวน 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน อุนที่อุณหภูม ิ65 oC เปนเวลา 1-3 นาที 
จากนั้นถายใสหลอด QIAshredder spin column (lilac) ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา  
2 นาที สวนน้าํที่ไดเติมเอธานอล 96-100 % ปริมาตร 0.5 เทา ผสมใหเขากันแลวถายลงในหลอด 
Rneasy mini column (pink) ปนเหวี่ยง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผาน
คอลัมนแลวลางคอลัมนโดยเติมสารละลาย RW1 จํานวน 700 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 15 วินาที นําคอลัมนใสหลอดเซนตรฟิวกใหมและลางตอดวยสารละลาย RPE 
buffer จํานวน 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 2 คร้ัง จากนั้น
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ทําให Rneasy silica-gel membrane แหงโดยการนําคอลมันใสหลอดเซนตริฟวกใหมปนเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ละลาย RNA ซ่ึงติดอยูที่ Rneasy silica-gel membrane ดวยน้ํา
ปลอดเชื้อและไมปนเปอนดวย RNase ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพและปรมิาณ RNA 

 
4.3  การสังเคราะห cDNA ดวย Superscript III One-step RT-PCR ของบริษัท Invitrogen 

สารละลายปฏิกิริยาประกอบดวย 2 x Reaction Mix จํานวน 25 ไมโครลิตร, total RNA ปริมาณ 10 
พิโคกรัม - 1 ไมโครกรัม, ไพรเมอรตัวที่ 1 (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 - 2 
ไมโครลิตร, ไพรเมอรตัวที่ 2 (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 - 2 ไมโครลิตร, Superscript 
III enzyme Mix จํานวน 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้าํจนได 50 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดย
เครื่อง Thermal cycler ในสภาวะดังนี้ สราง cDNA เสนที่ 1 บมที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียสนาน 30 
นาที แลวสราง cDNA เสนที่ 2 ดวยการใหความรอน 94 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที ตามดวย 
amplification 40 รอบ โดยกาํหนด denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที annealing ที่
อุณหภูต่ํากวาคา Tm ของไพรเมอรจํานวน 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที extension ที่ 68 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 นาที เมือ่ส้ินสุดรอบสุดทายทํา final extension ที่ 68 องศาเซลเซียสเปนเวลา  
5 นาที เสร็จแลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสหรือนําไปทําใหผลิตผล PCR บริสุทธิ์ดวย QIA 
quick Spin Kit ของบริษัท QIAGEN 
 
5.  การสราง recombinant plasmid จาก cDNA 
  

ทําโดยนาํ cDNA จากขอ 4.3 มาเชื่อมตอกบัพลาสมิดเวคเตอร pDrive ในสารละลาย
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลาย pDrive (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) จํานวน 1 
ไมโครลิตร, cDNA จํานวน 2 ไมโครลิตร, น้ําจํานวน 2 ไมโครลิตร และ ligation master mix 
จํานวน 5 ไมโครลิตร จะมีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร บมที่ 8-10 องศาเซลเซียสนาน 30 นาทีถึง  
2 ช่ัวโมง แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
6.  การนํา recombinant plasmid เขาสู เซลล E.coli DH 5 α 
  

6.1  การเตรียม competent cell ทําโดยเลี้ยง E.coli สายพันธ DH 5 αในอาหาร LB 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน นําเชื้อที่
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เจริญแลว 200 ไมโครลิตร เล้ียงในอาหาร SOB ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียสปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
บมในเครื่องเขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 ช่ัวโมงหรือจน
เซลลมีความขุนที่คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทากับ 0.5 - 0.6 ถายเชื้อที่
เจริญแลวลงในหลอดเซนตริฟวจแชในถังน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ปนเหวีย่งเก็บตะกอนเซลลที่ 
3,500 รอบตอนาที อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ลางตะกอนที่ไดในสารละลาย RF1 ที่ 
แชเยน็ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที ปนเหวี่ยงเก็บเซลล แลวละลายตะกอนใน
สารละลาย RF2 ที่แชเยน็ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แชน้ําแข็งแลวแบงใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ที่แชเย็นไวหลอดละ 100 - 400 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภมูิ -70 °C 

 
 6.2  การนํา recombinant plasmid เขาสู competent cell ทําโดยนํา DNA ที่เตรียมไวจากขอ 
4.3 จํานวน 2 - 5 ไมโครลิตรมาผสมกับ competent cell ที่ไดจากขอ 6.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
โดยเขยาเบาๆ แลวแชน้ําแข็งทันที นาน 30 นาที ทํา heat shock ที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียสนาน 90 
วินาที แลวรีบแชน้ําแข็งทนัที นาน 5 นาท ีเติมอาหาร LB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมเชื้อไวที่ 37 
องศาเซลเซียสนาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปเกลีย่ใหทัว่บนอาหารแข็ง LA ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin 
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร X-gal ความเขมขน 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 
IPTG ที่ความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน 
โคโลนีที่ไดรับ recombinant DNA จะปรากฏสีขาว สวนโคโลนีที่ไมไดรับจะปรากฏสีฟา ยาย
โคโลนีสีขาวใสจานอาหารใหม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 คืนแลวเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ยายใสอาหารใหมทุก 1 - 2 เดือน 
 
7.  การตรวจสอบโคลนโดยการสกัด DNA 
  

7.1  การสกัด DNA ไปตรวจสอบขนาดอยางรวดเร็ว ทําโดยใชชุด Colony Fast Screen 
(Size Screen) ของบริษัท Epicenter ทําโดยนํา colony จากขอ 6.2 ปริมาณเล็กกวาหวัเข็มหมุดมาใส
ในสารละลาย EpiBlue ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กระจายเซลลใหทั่วดวยเครื่อง vortex mixer แรงๆ 
นาน 10 วนิาท ีใสสารละลาย Epilyse ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 
10 นาที ผสมดวยเครื่อง vortex mixer แรงๆ นาน 10 วนิาท ีตรวจสอบ DNA ใน 0.7 % agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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7.2  การสกัดดเีอ็นเอดวยวิธี alkaline lysis ทําโดยเลี้ยงโคโลนีเดี่ยวจากขอ 6.2 ในอาหาร 
LB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่เสริมดวยยาปฏิชีวนะ ampicillin ใหมีความเขมขนสุดทาย 60 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเครื่องเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน ปน
เก็บตะกอนเซลลที่ 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที กระจายตะกอนใน Solution I ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที เติม Solution II ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 
จนไดสารละลายใส (หามเกนิ 5 นาที) แลวใส Solution III ปริมาตร 150 ไมโครลิตร กลับหลอด
เบาๆ จนไดตะกอนสมบูรณ แชในน้ําแข็ง 30 นาที ปนทิง้ตะกอนที่ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
นําสวนใสมาใสสารละลาย phenol และ chloroform อยางละ 400 ไมโครลิตร เขยาแรงๆ ปนเหวีย่ง
เก็บสารละลายใสสวนบนที ่10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําสารละลายชั้นบนมาใสหลอดใหม
แลวเติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแรงๆ ปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาที เกบ็สารละลายสวนบนมาใสสารละลาย 3 โมลาร sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 เทา
ของปริมาตรสารละลาย เติม absolute EtOH ปริมาตร 2 เทาของสารละลาย แชที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 1 คืน ปนเก็บตะกอนที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70 % 
EtOH ที่เยน็ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเก็บตะกอนโดยเทสวนน้ําทิ้ง แลวปลอยใหตะกอนแหง 
ละลายตะกอนในสารละลาย TE ที่เติม RNaseA จํานวน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวที่
อุณหภูมิ -20°C 

 
7.3  การยืนยันขนาดของ cDNA ใน recombinant plasmid โดยวิธี PCR ดวย Taq DNA 

Polymerase ของบริษัท Sigma ประกอบดวยสารละลาย 10 x buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร dNTP 
(ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร SP6 (CAT TTA GGT GAC 
ACT ATA G) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร T7 (GTA ATA 
CGA CTC ACT ATA G) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร recombinant 
plasmid จํานวน 10 นาโนกรมั Taq DNA Polymerase ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํา
จนไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร นําไปใสเครื่อง Thermal cycler โดยใชสภาวะดังนี้ denaturation 
ที่ 94 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที amplification จํานวน 30 รอบ โดยใช denaturing ที่ 94 องศา
เซลเซียสนาน 1 นาที annealing ที่ 47 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที และextension ที่ 72 องศาเซลเซียส
นาน 3 นาที แลวทํา final extension ตออีกที่ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
ไดไปวิเคราะหใน 1.3 % agarose gel electrophoresis 
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8.  การแยกดีเอ็นเอจากแถบใน  agarose gel 
  

สกัดดีเอ็นเอจาก agarose gel ดวยชุดสกัด Gene Clean II Kit ของบริษัท BIO 101 ทําโดย
ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการจาก agarose gel ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ช่ังน้ําหนกั
ช้ินวุนให 100 มิลลิกรัมมีปริมาตรเทากับ 100 ไมโครลิตร) เติมสารละลาย TBE Modifier ปริมาตร 
0.5 เทาของปริมาตรชิ้นวุน เติมสารละลาย NaI ปริมาตร 4.5 เทาของปริมาตรชิ้นวุน ผสมใหเขากัน 
บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที เติมสารละลาย Glass Milk จํานวน 1 ไมโครลิตรตอ 
100 ไมโครลิตร ของปริมาตรสารละลายในหลอดทั้งหมด บมที่ 55 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
(เขยาหลอดทุก 1 นาที) ปนเหวีย่งตกตะกอน Glass Milk ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 
วินาที เทสวนน้ําทิ้ง เติมสารละลาย New Wash แลวปเปตขึ้น-ลง ใหตะกอนกระจายตัว ปนเหวี่ยง
เก็บตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 วนิาที (ลางดวยสารละลาย New Wash 2 คร้ัง) 
ทิ้งสวนน้ําใหหมด ปลอยใหตะกอนแหง เติมน้ําหรือ TE ปริมาตรเทากับปริมาตร Glass Milk 
กระจายตะกอนใหทัว่ดวยการปเปตขึ้น-ลงชาๆ ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 
วินาที ดดูเฉพาะสวนน้ําที่มสีารละลายดีเอ็นเออยูใสหลอดใหมเก็บที่อุณหภูมิ -20 °C 
 
9.  การสังเคราะห Oligonucleotide 
 

Oligonucleotide ที่ใชในงานวิจัยสังเคราะหโดย Bioservice Unit ศูนยพนัธุวิศกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC), สวทช. และหองปฏิบัติการดีเอน็เอเทคโนโลยี มหาวิทยาลยั 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

 
10.  การวิเคราะหลําดับเบส   
 

วิเคราะหลําดบัเบสโดยวิธี primer extension dideoxy chain termination (PCR) (Sanger et 
al.,1977; Zimermann et al., 1988 and Gibson et al., 1990) โดยใชเครื่องวิเคราะหลําดบัเบส ABI 
PRISMTM model 377 version 3.4.1 ดําเนินการโดย BioService Unit (BSU) ศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC), สวทช และหองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
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11.  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณนิวคลีโอไทด 
 

การตรวจสอบโดยดูจากคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต โดยเจือจางสารละลายนิวคลี-
โอไทดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในน้ําปริมาตร 495 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร  

 
คํานวณปริมาณนวิคลีโอไทดจากคา  A260  =  1.0  =  50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กรณีดีเอ็น

เอเกลียวคู) และคา  A260 = 1.0 = 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กรณีอารเอ็นเอ)  
 
ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอโดยการหาอัตราสวนของคา  A260 / A280  ซ่ึงควรอยูในชวง 

1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอเกลียวคูบริสุทธิ์เหมาะสําหรับการทดลองขั้นตอไป สวนอารอ็นเอที่
เจือจางในสารละลาย 10 มิลลิโมลาร Tris-HCl pH 7.5 RNAที่บริสุทธิ์จะใหคา  A260 / A280  อยู
ในชวง 1.9-2.1   

 
   การตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสทําใน 0.7-1.3 % agarose gel 
eletrophoresis ในสารละลาย 1X TBE buffer เปรียบเทยีบกับแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
1.  การคัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากธรรมชาต ิ
 
 สามารถแยกเชื้อราจากตัวอยางดินและไมผุ ที่เก็บจากอทุยานแหงชาตเิขื่อนแกงกระจานได 
46 ชนิด จากวนอุทยานแหงชาติหวยขาแขงได 7 ชนิด โดยแยกชนิดจากลักษณะเสนใย และการทํา
ปฏิกิริยาเกิดสขีองเอ็นไซม polyphenol oxidase, manganese peroxidase และ laccase กับสารตั้งตน 
tannic acid, phenol red และ ABTS ตามลําดับ (ตารางที่ 2) พบวามเีชื้อ 15 ชนิดที่มีความสามารถ
ผลิตเอ็นไซม แบงเปน ผลิตเฉพาะเอ็นไซม polyphenol oxidase 1 เชื้อ ผลิตเอ็นไซม manganese 
peroxidase 12 เชื้อและผลิตเฉพาะเอ็นไซม laccase 2 เชื้อ เชื้อราที่มีความสามารถผลิตเอ็นไซมได 2 
ชนิดเอ็นไซมมี 7 เชื้อ แบงเปนผลิตเอ็นไซม polyphenol oxidase กับ manganese peroxidase 4 เชื้อ 
ผลิตเอ็นไซม polyphenol oxidase กับ laccase 2 เชื้อ และผลิตเอ็นไซม manganese peroxidase กับ 
laccase 1 เชื้อ พบเชื้อที่ผลิตเอ็นไซมไดทั้ง 3 ชนิดเอนไซมเพียง 1 ชนดิ อีก 30 ชนิดไมสามารถผลิต
เอ็นไซมไดเลย (ตารางที่ 3) จึงเลือกเชื้อที่ผลิตเอ็นไซมไดทั้ง 3 ชนิดเอ็นไซม ไปใชในการศึกษา
กิจกรรมของเอ็นไซมและยนีที่เกีย่วของตอไป โดยใหช่ือเชื้อวา GF 
 
2.  การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากเชื้อท่ีแยกได 
 
 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอ็นไซมยอยลิกนนิ 3 ชนิด คือ manganese 
peroxidease, laccase และ polyphenol peroxidase ของเชื้อ GF โดยใชอาหารแข็ง NA ที่เสริมดวย
สารตั้งตน phenol red , ABTS และ tannic acid ตามลําดบั พบวาเชื้อ GF สามารถผลิตเอ็นไซมไดทัง้ 
3 ชนิด เชน เดยีวกับเชื้อเปรียบเทียบ YK505 โดยพบบริเวณสีเหลืองมะนาวในอาหาร NA ที่เสริม
ดวย phenol red พบบริเวณสเีขียวในอาหารที่เสริมดวย ABTS และบริเวณสีน้ําตาลรอบโคโลนีใน
อาหารที่เสริมดวย tannic acid (ภาพที่ 9)  
 
 การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน ไดแก manganese peroxidase (MnP), lignin 
peroxidase (LiP) และ laccase ในชิ้นไมโดยการเลี้ยงเชื้อ GF และเชื้อ YK505 แบบ solid state 
fermentation ในไมยูคาลิปตัสที่ไมไดเสริมธาตอุาหาร วัดกิจกรรมของเอ็นไซมทุกสัปดาหเปนเวลา 
9 สัปดาห พบวาเชื้อ GF มีรูปแบบกิจกรรมของเอ็นไซมทั้ง 3 ชนิดใกลเคียงกับรูปแบบของเอ็นไซม
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ในเชื้อ YK 505 (ภาพที่ 10) คือ มีการสรางเอนไซม MnP สูงขึ้นอยางรวดเร็วในสัปดาหที่ 4 และมีคา
สูงที่สุดในสัปดาหที่ 6 เทากับ 93.0 และ 90.4 ยูนิตตอลิตรสําหรับเชื้อ GF และ YK505 ตามลําดับ 
สวนกิจกรรมของเอนไซม laccase จะสูงทีสุ่ดในสัปดาหที่ 4 เทากับ 15.6 และ 21.1 ยนูิตตอลิตร
สําหรับเชื้อ GF และ YK505 ตามลําดับ ทั้งเชื้อ GF และ YK505 มีการสรางเอ็นไซม LiP ต่ํามาก 
Kirk and Cullan (1998) พบวากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินของรากลุม white-rot สวนใหญเปน
เอ็นไซม MnP และ laccase สวนเอ็นไซม LiP จะพบไดในบางเชื้อเทานั้น ซ่ึงในบางกรณีจะพบ
กิจกรรมของเอ็นไซม laccase เพียงชนดิเดยีวได เชน เชื้อ Pycnoporus cinnabarinus, Flammulina 
velutipes เปนตน  
 
 เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของทั้งเอ็นไซม MnP และ laccase ในชวงเวลาเดียวกัน จะพบวา
เอ็นไซมทั้งสองมีการแสดงออกที่แปรผกผันกัน คือ ในสัปดาหที่เอ็นไซม MnP สูงขึ้นเอ็นไซม 
laccase จะต่ํา สวนสัปดาหทีเ่อ็นไซม MnP ต่ําเอ็นไซม laccase จะสูงขึน้ หลังจากนั้นเอ็นไซม MnP 
จะสูงอยางสม่าํเสมอ สวนเอน็ไซม laccase จะลดลงจนไมมีกิจกรรมในที่สุด เอ็นไซมที่เชื้อแตละ
ชนิดใชในการยอยลิกนนิจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนดิของเชื้อและชนิดของอาหารเพาะเลี้ยง ใน
การยอยลิกนินนั้นเชื้อจะผลิตเอ็นไซม LiP เพื่อยอยโครงสรางลิกนินที่เปนนอนฟนอลิก (non-
phenolic) และผลิตเอนไซม MnP และ laccase เพื่อยอยโครงสรางลิกนินที่เปนฟนอลิก (phenolic) 
D’Souza et al. (1999) พบวาชนิดของไมและวัตถุดิบที่ใชเล้ียงเชื้อมีผลตอชนิดของเอน็ไซมที่ยอย
สลายลิกนินใน Ganoderma lucidum โดยไมสนกระตุนให G. lucidum ผลิตเอนไซม laccase ขณะที่
ไม poplar กระตุนการผลิตเอนไซม MnP และเมื่อเล้ียงในอาหารไมสนและไม poplar ในอัตราสวน
เทากัน พบวา G. lucidum มีกิจกรรมของเอนไซม MnP ลดลงขณะที่กจิกรรมของเอนไซม laccase 
สูงขึ้น การยอยสลายลิกนินดวยเอ็นไซม laccase ของเชื้อ G. lucidum จะถูกกระตุนโดยสาร 
phenolic ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายไม poplar โดยเอ็นไซม MnP 
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ตารางที่ 2  ขอมูลเชื้อราที่แยกไดจากตวัอยางดินและไมผุจากธรรมชาติ 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-1.1 1.3 1.9 + + - เสนใยฟูสีเหลืองนวล 
ละเอียด มีความ
หนาแนนมาก ใตเสน
ใยสีเหลืองอมสม 
 

KKJ-1.2 0.9 1.3 + + - เสนใยบางใสละเอียด 
 

KKJ-1.3 3.8 6.1 - - - เสนใยขาวละเอียดมี
ความหนาแนนมาก มี
สีเขียว ขาวและใส 
เรียงเปนวงซอนกัน
จากจุดศูนยกลางสปอร
มีสีเขียวเขมและมีเสน
ใยสีขาวขึ้นปกคลุมอยู
ดวย ใตเสนใยมีสีเขียว
อมเหลือง 
 

KKJ-1.4 3.0 5.7 + + + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมาก มีสปอร
สีเขียวอยูใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอรมี
เสนใยสีขาวขึน้ปก
คลุมประปราย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-1.5 3.1 5.2 + - - เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนนอยกวา 
KKJ-1.4 สปอรมีสี
เขียว มีความหนาแนน
นอยกวา KKJ-1.4 
 

KKJ-2.1 2.1 3.5 - - - คลาย KKJ-1.4 แตเสน
ใยบางกวาและสปอรมี
สีเขียวออนกวา
เล็กนอย 
 

KKJ-2.2 2.7 4.8 - - - เสนใยละเอียดใส มี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ มีลักษณะ
คลายดาว ตรงกลางมี
สปอรสีเขียวอมขาว 
ขางใตเสนใยบริเวณที่
มีสปอร มีสีเหลือง 
 

KKJ-2.3 3.5 6.5 - - - เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมาก มีสปอร
สีเขียวอยูใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอรมี
เสนใยสีขาวขึน้ปก
คลุมประปราย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-2.4 3.2 5.9 - - - คลาย KKJ-1.4 แตเสน
ใยบางกวาและสปอรมี
สีเขียวออนกวา
เล็กนอย 
 

KKJ-3.1 3.2 5.3 - + + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมากมีสปอร
สีเขียวออนอยูตรง
กลางสปอรมีความ
หนาแนนทั้งมากและ
นอยสลับกันเปนวง
จากจุดศูนยกลาง 
 

KKJ-3.2 2.0 3.1 - - - เสนใยบางใส มีความ
ละเอียด มกีาร
เจริญเติบโตเปนวงเรยีง
เปนชั้นจากจุด
ศูนยกลางสีเขยีว, ขาว
ขุนและใส สปอรมีสี
เขียว มีเสนใยเจริญขึ้น
ปกคลุม 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-3.3 2.1 5.1 - - + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมากมีสปอร
สีเขียวออนคลายไข
ดาวโดยสปอรมีความ
หนาแนนทั้งมากและ
นอยสลับกันเปนวง
จากจุดศูนยกลาง 
 

KKJ-4.1 6.7 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยละเอียด ขาว ใส 
มีสปอรสีเขียวกระจาย
ตอดวยเสนใยบาง แลว
ตามดวยวงสีขาว 
สุดทายเปนเสนใยใส 
เรียงกันจากจดุศูนย- 
กลางออกมาตามลําดับ 
เมื่อเวลาผานไปบริเวณ
เสนใยสีขาวกลายเปน
สปอรสีเขียว 
 

KKJ-4.2 7.0 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-4.3 6.7 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด 
สีเหลืองนวล มีความ
หนาแนนไมสม่ําเสมอ
เปนแฉกๆ คลายดาว 
สปอรสีขาว ใตวุนมีสี
เหลืองเขม 
 

KKJ-4.4 5.8 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใย ใส ละเอียด มี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอเปนแฉกๆ 
คลายดาว มีสปอร
หนาแนนสีเขยีวขี้มา 
ริมขอบวง สปอรเปน
วงสีขาว ใตเสนใยมีสี
เหลืองเขม 
 

KKJ-4.5 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ที่ใกลจุด
ศูนยกลางมีการรวม
เสนใยใหหนาแลวมี
สปอรสีเขียวเขมบน
เสนใยหนานัน้ 
 

KKJ-4.6 3.0 5.0 - - - เสนใยละเอียดสีเหลือง
นวล มีสปอรสีน้ําตาล 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-5.1 6.4 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด  
มีความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ คลายรูปดาว  
มีสปอรสีเขียวอมเทา
และขาวกระจาย
ออกมาจากจดุ
ศูนยกลางประปราย ใต
สปอรมีสีเหลืองออน 
 

KKJ-5.2 3.1 4.2 - + - เสนใยฟูละเอยีดสีนวล  
มีเสนใยยาวๆ ช้ีขึ้น 
ตอนปลายเปนตุมสี
น้ําตาลออน 
 

KKJ-5.3 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

 

- - - เสนใยบางละเอียดใส 

KKJ-6.1 6.8 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยละเอียดใส 
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ เมื่อเวลาผาน
ไป สปอรเปลี่ยนเปนสี
เขียวเขมไมมีเสนใยปก
คลุม ถัดจากวงของ
สปอรจะเปนวงของ
เสนใยหนาแนนสีขาว 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-6.2 1.4 2.4 - - - เสนใยคอนขางแนน 
บาง-เสนยาวฟ ูมีสีนวล 
ตอนปลายมีจดุสี
น้ําตาล 
 

KKJ-7.1 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยหนาแนน ฟู  
สีเทา 
 

KKJ-7.2 6.0 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใสละเอียด 
ขอบไมเรียบ เสนใยมี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอใกลจุดศูนย 
กลางมีสปอรสีเทาแลว
เปลี่ยนเปนสีเขียวเขม
อยูอยางหนาแนนมาก 
 

KKJ-7.3 2.4 3.9 - - - เสนใยละเอียดมาก สี
นวลออกขาว มีความ
หนาแนนมาก มีสปอร
สีดําบนวุนจํานวน
มากมาย ตอมาสปอร
ขยายใหญขึ้นสปอรมีสี
น้ําตาลไหมจํานวน
มากมาย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-7.4 6 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ใกลจุด
ศูนยกลาง มีการรวม
เสนใยหนา สีขาว วง
ดานในมีสปอรสีเทา
อมเขียวจางๆ 
 

KKJ-7.5 6 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส ใกลจุด
ศูนยกลางมีการรวม
เสนใย สีขาวใตเสนใย
มีสีเหลือง เสนใยใกล
ศูนย กลางที่มสีีขาว
เปลี่ยน เปนสปอรสี
เขียวเขม 
 

KKJ-8.1 6.3 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส ภายใน
จะมีความหนาแนน
มากกวาภายนอก 
ตอมาจะบางใสเทากัน
หมด 
 

KKJ-8.2 3.6 6.7 - - - เสนใยละเอียดใส มี
สปอรเปนวงใกล
ศูนยกลางสีเขยีวเขม 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-8.3 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส อมสีเทา ตอน
ปลายเสนใยจะมีการแตก
แขนงและฟูกวาตอนกลาง
และตอนปลายมีสีเทาออน 
 

KKJ-8.4 4 7.4 - - - เสนใยละเอียดใส มีสปอร
หนาแนนเปนวงใกลจดุศูนย 
กลาง และมีสปอรกระจาย
ไปทั่วบนเสนใยสีขาวที่
หนาแนนสปอรมีสีเขียว 
 

KKJ-9.1 5.7 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยฟูมาก สูงเกือบเต็ม
จานอาหาร เสนใยมีสีเทา
ออนและมีลักษณะเหมือน
ปุยสําลี 
 

KKJ-9.2 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

 

- - + เสนใยหนาแนน สีเทา ฟ ู
 

KKJ-9.3 4.2 7.4 + + - เสนใยแผจากจุดศูนยกลาง
ไปดานตางๆ ไมสม่ําเสมอ
กัน ตอนกลางใกลวุนมีสีเทา 
เสนใยมีความฟูมาก ตอน
ปลายเสนใยจะมีลักษณะเปน
ฝอยคลายรากพืช 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-9.4 6 เต็มจาน
อาหาร 

 

+ - + เสนใยฟูสีขาว ไมหนาแนน 

KKJ-10.1 3.1 6.2 - - - เสนใยละเอียด บางใส มีการ
สรางสปอรสีเขียวเปนวงๆ 
รอบจุดศูนยกลาง  
2 วง ระหวางวง 2 วงของ
สปอร มีสีขาวอมเขียว ใต
เสนใยมีสีเหลือง 
 

KKJ-10.2 5.4 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส มีการสราง
สปอรเปนวงๆ จากจุด
ศูนยกลาง คือ เขียวเขม, เสน
ใยใสเปนวงแคบๆ สปอร
เขียวจางๆ และเสนใยบางใส
ใตเสนใยมีสีเหลืองออน 
 

KKJ-10.3 1.2 - - - - ไดจากการ inoculate ดวย
สปอรพบวามีกระจกุของ
สปอรที่งอกกระจายทัว่จาน
อาหาร กระจกุมีลักษณะ
ตอนกลางเปนกลุมเปนกลุม
ของสปอรสีดํา ลอมรอบดวย
เสนใยสีขาวละเอียดสั้นๆ ไม
หางจากกระจกุสปอรนัก 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-10.4 2.9 5.3 - - - เสนใยฟูละเอยีด ใส มีความ
หนาแนนมาก ใกลจุด
ศูนยกลางมีสปอรสีเขียว
เปนวง ปกคลุมดวยเสนใย 
 

KKJ-10.5 3.5 7.2 - - - เสนใยฟูมาก มีสีเทา เขม
กวา KKJ-11.4 แตจางกวา 
KKJ-10.3 
 

KKJ-11.1 5.1 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยละเอียด ใส มีสปอร
หนาแนนเปนวงใกล
ศูนยกลางถัดไปเปนสปอร
กระจายตัวทัว่บนเสนใย ใส 
สปอรมีสีเขียวอมเทา 
 

KKJ-11.2 4.1 6.1 - + - เสนใยฟู หนาแนน สีเหลือ
งอมน้ําตาล เสนใยบางเสน
จะยาวชี้ขึ้นคลายเสนขน 
ตรงปลายเสนที่ช้ีนี้จะมี
สปอรเปนจุดสีน้ําตาล ริม
โคโลนีจะไมเรียบ 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-11.3 3.3 5.7 - + - เสนใยฟู หนาแนน สีเหลืองอม
น้ําตาล เสนใยบางเสนจะยาวชี้
ขึ้นคลายเสนขน ตรงปลายเสน
ที่ช้ีนี้จะมีสปอรเปนจุดสีน้ําตาล 
ริมโคโลนีเรียบ 
 

KKJ-11.4 3.8 6.1 - - - คลาย KKJ-8.2 เสนใยคอนขาง
แนน ยาวฟูสีเหลืองนวล บาง
เสนชี้ยาว มจีุดสีน้ําตาล ตรง
ปลายเสนใยจะมีสีออนกวา 
KKJ-8.2 และมีความหนาแนน
นอยกวา 
 

HKK-1.1 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด สีเหลือง
นวล มีความหนาแนนไม
สม่ําเสมอเปนแฉกๆ คลายดาว 
มีสปอรสีขาวหนาแนนกวา 
KKJ-4.3 ใตวุนเปนสีเหลือง 
 

HKK-1.2 2.9 4.4 - - - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ ช้ี
ขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาลอม
ดํากระจายอยูทั่วไป 
 

 
 



 

47 

ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

HKK-1.3 3.4 5.4 - - - เสนใยฟูขาวละเอียด 
มีความหนาแนนมาก  
มีสปอรสีเขียวออนใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอร  
มีเสนใยสีขาวขึ้นปกคลุม เสน
ใยเจริญเปนวงๆ 
 

HKK-1.4 3.0 5.7 - + + เสนใยฟูละเอยีดสีขาว มีความ
หนาแนน มาก ใกลจุดศนูย 
กลางมีสปอรสีเขียวเขมปก
คลุมดวยเสนใยสีขาวเจริญ
เปนวงๆ 
 

HKK-1.5 1.7 4.5 - + - เสนใยบางใสละเอียด มีสปอร
สีเขียวออนเจริญเปนวงใกลจดุ
ศูนยกลาง บนสปอรมีเสนใย
ปกคลุมอยู 
 

HKK-1.6 1.4 2.0 - - - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ 
ช้ีขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาล
อมดํากระจายอยูทั่วไป 
 

HKK-1.7 2.0 3.3 + + - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ 
ช้ีขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาล
อมดํากระจายอยูทั่วไป 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

GF 1.8 3.6 + + + เสนใยฟูสีขาวละเอียด 
 

YK505 1.5 3.2 + + + เสนใยละเอียดใส  
ไมคอยหนาแนน 
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ตารางที่ 3  จํานวนเชื้อราที่แยกไดจากจากธรรมชาติแบงตามความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา
ของเอ็นไซมกบัสารตั้งตน 

 

การเกิดปฏิกิริยาของเอ็นไซมตอสารตั้งตน 

Tannic acid Phenol red ABTS 
จํานวนเชื้อราที่แยกได 

ไมเกิดปฏิกิริยากับสารตั้งตน 

- - - 30 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 1 ชนิด 

+ - - 1 

- + - 12 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 2 ชนิด 

+ + - 4 

+ - + 2 

- + + 1 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 3 ชนิด 

+ + + 1 
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   ภาพที่ 9    การผลิตเอ็นไซม manganese peroxidase (ก), laccase (ข) และ polyphenol peroxidase 

(ค) ในอาหารแข็ง NA ที่เติม phenol red, ABTS และ tannic acid ตามลําดับ ของเชื้อ   
GF (A) เปรียบเทียบกับเชื้อ YK505 (B) เชื้อที่ผลิตเอ็นไซมจะเกดิสีบริเวณรอบๆ 
โคโลนี 

 
 
 

 A               B 

ก 
 A           B 

ค 
 A           B 

ข 
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ภาพที่ 10  กิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิ 3 ชนิดคือ laccase (♦), manganese peroxidase ( )  

และ polyphenol peroxidase ( ) จากการเลี้ยงเชื้อแบบ solid state fermentation ในไม   
ยูคาลิปตัสที่ไมเสริมธาตุอาหาร วัดกิจกรรมของเอ็นไซมทุกสัปดาหเปนเวลา 9 สัปดาห 

ของเชื้อ GF (     ) เปรียบเทียบกับเชื้อ YK505 (- - - - -) 
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3.  การตรวจสอบสายพันธุเชือ้ราผลิตเอ็นไซมยอยลิกนินท่ีแยกไดจากธรรมชาต ิ
 
 เมื่อนําผลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ GF ที่ไดจากการทาํ PCR บริเวณ ITS ของ ribosomal 
DNA ดวยไพรเมอร ITS1 (TTC GTC GGT GAA CCT GCG G) และ ITS4 (TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC) ไปทําการเปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อชนิดตางๆกบัฐานขอมูลใน 
Gene Bank โดยใชโปรแกรม BlastN พบวาเชื้อ GF ที่ไดนาจะเปน Ganoderma sp. (ภาพที่ 11) 
ดังนั้นจึงใชขอมูลของเชื้อ Ganoderma ในการสังเคราะหไพรเมอรเพื่อสรางสาย cDNA ตอไป 
 
4.  การแยกและศึกษายีนท่ีสรางเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 
 แยกยีนที่สรางเอ็นไซมยอยลิกนินโดยสังเคราะห cDNA จากเชื้อ GF ที่เล้ียงในอาหารเสริม
สารกระตุนการสรางเอ็นไซม MnP และ laccase ดวย veratryl alcohol และ CuSO4 ตามลําดับ โดย

การทํา PCR ดวยเอน็ไซม SuperscriptIII RT-PCR รวมกบัไพรเมอร Mn-P 5′ (ATG TTC TCA 
AAA GTC TTC CTC GT) จากขอมูลของเชื้อ Ganoderma formosanum และ Ganoderma australe 
จาก Gene Bank และ Oligo (dT)20  (TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT) แสดงดังภาพที่ 12 พบวา 
GF ที่ถูกกระตุนดวย veratryl alcohol และ CuSO4 ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอไมแตกตางกันและมี
แถบดีเอ็นเอหลัก 6 แถบ มีขนาด 500-700 คูเบส จํานวน 4 แถบ และขนาด 1000-1100 คูเบส 
จํานวน 2 แถบ สกัดแยกแถบดีเอ็นเอแตละแถบออกจากกนัได 6 แถบคอื E1 ถึง E6 (ภาพที่ 13) แลว
เชื่อมตอเขากบัเวคเตอร pDrive (ภาพที่ 14) คัดเลือกโคลนไดรวม 24 โคลน แสดงดงัตารางที่ 4 สกัด
ดีเอ็นเอจากโคลนแลววเิคราะหขนาดชิ้นดเีอ็นเอโดยวิธี PCR ดวยเอ็นไซม Red Taq DNA 
Polymerase รวมกบัไพรเมอร SP6 และ T7 ที่อยูบนเวคเตอร พบวาโคลน E1-1, E1-2 และ E2-3 มี
ขนาดของผลผลิต PCR อยูระหวาง 1,200-1,500 คูเบส โคลน E3-2, E5-2, E5-3 และ E6-1 มีขนาด
ประมาณ 700-800 คูเบส สวนโคลน E6-2 มีขนาดประมาณ 600 คูเบส (ภาพที่ 15) นําสายดีเอ็นเอ
จากโคลนที่ไดไปหาลําดับนวิคลีโอไทดตอไป 
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ภาพที่ 11  เปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของเชื้อ GF กับลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ
ชนิดตางๆจากฐานขอมูลใน Gene Bank โดยใชโปรแกรม BlastN 
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ภาพที่ 12  cDNA ของเชื้อ GF ที่สังเคราะหจาก totalRNA ดวยวิธี PCR  
    โดยใช ไพรเมอร Mn-P 5’ และ Oligo(dT)20 100 bp ladder (ชอง M) 
    เชื้อ GF ที่กระตุนดวย veratryl alcohol (ชอง 1)  
    เชื้อ GF ที่กระตุนดวย CuSO4 (ชอง 2) 
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ภาพที่ 13  ขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดจาก agarose gel เปรียบเทียบกับดีเอน็เอ 
    มาตรฐาน 100 bp ladder (ชอง M) แถบ E1 (ชอง 1) แถบ E2 
    (ชอง 2) แถบ E3 (ชอง 3) แถบ E4 (ชอง 4) แถบ E5 (ชอง 5) 
    และ แถบ E6 (ชอง 6)    
    

bp 

1500 

500 
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ภาพที่ 14  แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิดเวคเตอร pDrive  
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ตารางที่ 4  จํานวนโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอแถบดีเอน็เอที่สกัดจาก agarose gel เขากับพลาสมิด

เวคเตอร pDrive แลว transform สู E.coli DH 5α 
 

ช่ือแถบดีเอ็นเอ ขนาด (คูเบส) จํานวนโคลนที่ได 
E1 1100 7 
E2 1000 2 
E3 700 6 
E4 600 2 
E5 550 5 
E6 500 2 
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M      1        2       3      4       5       6       7       8 

bp 

3000 
2000 1500 
1031 

ภาพที่ 15  ขนาดของชิ้นดีเอน็เอในโคลนทีแ่ยกไดเปรยีบเทียบกับขนาดดีเอ็นเอ 
    มาตรฐาน(ชอง M) โคลน E 1-1 (ชอง 1)โคลน E 1-2 (ชอง 2)  
    โคลน E 2-3 (ชอง 3) โคลน E 3-2 (ชอง 4)โคลน E 5-2 (ชอง 5)  
    โคลน E5-3 (ชอง 6) โคลน E6-1 (ชอง 7) และโคลน E6-2 (ชอง 8) 
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5.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนได 
 
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอในโคลน E 1-1, E 1-2, E 5-2 และ E 6-2 
พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาพที่ 16-19 เมื่อมาหาบริเวณทีเ่ปน promoter ของยีนซึ่ง
ประกอบดวย TATA box, CAT box และ start codon (ATG) รวมกับ stop codon (TGA, TAG, 
TAA) พบวาเฉพาะชิ้นดเีอ็นเอของโคลน E 1-2 เทานั้นทีม่ีสวนที่เปน promoter ของยีน คือ มี TATA 
box ที่นิวคลีโอไทดตําแหนง 144-149 เปน TATAAA มี CAT box อยู 2 แหงทีต่ําแหนง 306-311 
และ 326-330 เปน CAATAT และ CAATA ตามลําดับ มี initiation sequence ที่มี start codon (ATG) 
อยูที่ตําแหนง 596-602 เปน ACGATGG ซ่ึงสอดคลองกับ Kozak (1981) ที่พบวา initiator codon 
ของ eukaryote คือ (A/G)NNATGG นอกจากนีย้ังพบ MRE (metal response element) ACCCCG 
อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167 แตไมพบ stop codon (ภาพที่ 17) 
โคลน E1-2 นาจะถูกทําใหเปนยีนที่สมบูรณไดโดยออกแบบไพรเมอรดาน 5' ใหอยูในบริเวณใกล
ปลาย 3' ใหมากขึ้นและยังตองทดสอบวาเปนยีนหรือโปรตีนที่สนใจหรอืไม โดยใหเกดิการ
แสดงออกใน heterologous host ที่ไมมีการแสดงออกของเอ็นไซมที่สนใจนัน้ ไดทดลองแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดบักรดอมิโน เพื่อนําไปเปรียบเทียบหาบริเวณจําเพาะตางๆ ของเอ็นไซม
ตอไป 
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1 GGCCTGGCAGCGCAGACGCGTTACGTTATCGGATCCAGAATTCGTGATTATGTTCTCAAAAGTCT  65 
 
66 TCCTCTCCCTCGTTGCCCTATCTCGCCGCTTGACTGCCCCTGGCTCGACACTTGACCTGAAACCC  130 
 
131 CCGCGACACGGAACAGAAAAGGGACGACATGGCCGACGCGAGGGCACAGAAGCGGGCAAAGTTCG  195 
 
196 AGGCGGTCTACCCCGTCCTCCGCGAGGAGCTGCTGGCGTACATGAAGCAGGAGGGGATGCCTGCC  260 
 
261 GATGCCGTCGACTGGTTCAAGCGGAATCTTGACTACAATGTACCCGGCGGGAAGCTCAACCGCGG  325 
 
326 CATCTCGGTCGTCGACTCTGTCGAGATCCTCAAGGGCCGCAAGCTGTCCGACGACGAGTACTTCA  390 
 
391 AGGCTGCGCTCCTCGGTTGGTGCATCGAGCTCCTCCAAGCATTCTTCCTAGTCTCAGACGACATG  455 
 
456 ATGGACCAGTCCGTGGCCCGCCGCGGCCAGCCGTGCTGGTACCGCGTCAAGAGTGTAGGGCTACA  520 
 
521 TCGCGATCAACGACTCGTTCCATGCTCGAGGGCGCAATCTATTACCTCCTCCAGAAAGCATTTCC  585 
 
586 CGCACCGAAGACAGTACTACAGTCCAACTTGACTTGAGCTCTTCCNAGTGNAACACACGGACGGT  650 
 
651 TANCCAAGNAACAAGAAGGCCTTGGGGACCAGCTTCCATTCGAACCCTGGAATTCAACCCGAAGA  715 
 
716 CNGGGAAGGACACCACAGGTTCGAACCACAAGAAAGTTCTACGACACNGAAAAAAGCAACCCAAA  780 
 
781 AGAATCGTGGACACGAAAGAAANCNCGGGCGAGNACAAACACAGAAAACTCACACGAAACACACA  845 
 
846 CGCGAAAGANACAAGATGCGGGAACCAGAGAGGG  880 

 
ภาพที่ 16  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 1-1 จํานวน 880 นิวคลีโอไทด 
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 1 GGCCGCGANCTCGGGCCCCCACACGNTGNTGGNTCTAGAGCTAGCCTAGGCTCGNAGNAAGCTTG 65 
 
 66 NTCGNACGNAATTCAGNATTATGTTCTCAAAAGTCTTCCTCTCCCTCGTATGTTCTCAAAAGTCT 130 
 
 131 TCCTCTCCCTCGTTTATAAACGACATCGTGAGACCCCGAAGCGGCCGTGGAGGATATGGCTGTTT 195 
 
 196 GATGTCTCAAAGCAGATTGTCGGCCAGATGTTCGTCCATGGAGTAAACGTGCTCATCTCGGATGT 260 
 
 261 GGTTCCGCACCTTTCCACCGCGAACGCTTGCGTTCTTTACTTCCTCAATATCCTGCTCGATACCA 325 
 
 326 CAATAGGTGTTGGCTTGATATACCTCATACTGCAGGTTTCAACATACGTCTTGACGGAGAAGTTA 390 
 
 391 CATCTCAAAGGATTCGAGTCAGGCGTTTATGGCACCCCTCCTTCAGTCATATACTGGTTCAAGCA 455 
 
 456 AGCAGCGGTCTACGTTTTTGCGCTGACGACTATGAAGCTTCTCGTCGTCGCGCTGTTCGCTGCTC 521 
 
 521 TCCCAGCAATATTCAACTTGGGCGAGTGGTTACTGAGCTTCCTCGGGCCCAGTGATGCTGCGCAG 391 
 
 586 ATAATATTCACGATGGGCATATTCCCAATAATGATGAACGTGCTTCAGTTCTGGTTGATTGATTC 650 
 
 651 CATCGTGAAGGGGTCAAGCGACTACACACCGCTTGCGCTCGTCAACGAGACCCCGCGCGGTTCAA 715 
 
 716 TGGATCCCGACAGCGAGCCATTGTTCCGCGCATCGGAAGATGACGACGACGACGACGGGTTGTCG 780 
 
 781 GGAANGCATGATATTGAAGCTCCTGCACCAAGGTCGATTTCGCGTTCACTTTCACGGGATTCACG 845 
 
 846 GCGGATGTCTGCTGGCGAATCCAAGTCACTGAGCTCTGGAACAGCAACCGTCATACCCTCGGGCT 910 
 
 911 CTCCACACCANTNCCAAACCCATCGATACAGACGTCGCAGTCCACGCCTACCCTCCCGCGGTCGT 975 
 
 976 GGGNCTCGAGCTCCGCTCCTCGCATGTTCGTCTAGCTCTCTGTCAGAGCCCAAACGNCACTCNCC 1040 
 
 1041 CCNCTGNCCTCANGTCGAAGGATCGATCAANNCGAATCCAGGAGGCCTCCGACAGAGANGCCAAA 1105 
 
 1106 GACAAACAAATGGCTCTGGGAATANACGAGGCGACAGGNAGAANTTNAANA 1156 

 
ภาพที่ 17  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 1-2 จํานวน 1156 นิวคลีโอไทด 

TATA box (แถบสีฟา) CAT box (แถบสีเหลือง) initiation sequence (แถบสีแดง) 
และ metal response element (MER) (แถบสีเขียว) 
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 1 AGCAGAAAAAAGGAGAGAAAAGCGTAACGTAAATCGGATCCAGAATTCGTGATTATGTTCTCAAA 65 
 
 66 AGTCTTCCTCTCCCTCGTTGCACGCTCATGTNTGCTGTCCCTCAACCATCCACAAAGCCCCTCGC 130 
 
 131 AACCCCCGCCAGCGTACTCAGAGTACCTTGTTCCTCACCAGCAGCATCTGTCTCCAGTACAGGTC 195 
 
 196 GCGTCGGGGAGCACCCAGAGCCCCGTTATCCGTCACCGCTTTCCTTCCCCACCCATGCTGCATAC 260 
 
 261 ATACGGACCAACGCCAATAGCCCAGACAGACTCAGGCTGCTGCACAGNACTACGACCCACGCTCA 335 
 
 336 TCGTATGCCATTGCGGAGGCGAATCAGCGGGCAAGATAGGAGGTGATACTACAGCGGCGGTGTGC 390 
 
 391 GCGTGGGCCAATGTATACGCTGTAGAGCCTTGACAGAACGTGACGGAGGTTACCCTACCATAAGC 455 
 
 456 CATCTGGAANGTGNGGGTGGGTGTAGGAAGTGTGAGTGACGATGCAAGGGAGCCAGAAAGAAGAA 520 
 
 521 GAGAACNAGGAGGCAGAAGGAANGAACAAAGAANGCANAGACAAGANAACAAAAAAACAAACAA 584 
 

 
ภาพที่ 18  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 5-2 จํานวน 880 นิวคลีโอไทด 
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 1 GGGGAGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGATTATGTTCTCAAAAGTCTTCCTCTCCCTCGT 65 
 
 66 CCTCCCCGTCGTCTCCAATGAACTACCTCCGNGGCGCGGTCGTCAGCGCAATCAGTGCCCCGTAC 130 
 
 131 CAGTATGTACAAGGATCTCAACCCCTCCACCCTCACAGGCGCCATCGACGTCATCGTCGTTCGCC 195 
 
 196 GACCCTAAGCATTTACCACAACATCCAAGCAGAGGGTCCCATTACTCCTCTCACAGATGCAGAGA 260 
 
 261 CAGAGCTTGTATGCTCTCCTTTCCACGTGCGCTTCGGAAAATGGCAGGTCCTAAGGCCGCAGGAT 335 
 
 336 AAGAAGGTCGATGTATTCGTTAATGGCCAGCTTGTTCCATTCTCTATGAAAATAGGAGAAGCGGG 390 
 
 391 AGAAGCGTGCTATTGTGTAACAGAGACCGAGGAGGAGATCCCCGACAGCACTCGATNACTAGCCA 455 
 
 456 CAAATCCTTGAGGCAACCAAGCCAAGGAGAGGCGAATGCCGACCGTACGAGGGAGAGGAAGACTG 520 
 
 521 TAAGGAGAACATACATCTGCAATCGTACGAAAAGCTATCTCGAGCCAAGGCTAAGCATCTACACG 585 
 
 586 AACCAAACAGTTGTGGGGGCCCAGAGCTCCGCGGCCCGAATCGNATACTATAGNGTCAACCTAAA 650 
 
 651 AATGGGCACGCACAATTCAACATGGGCCGACNAAAACAACANGTCAAGAAACNGGNAAAAAACCT 715 
 
 716 GGACGTTACACCAAATTAACGCCATAGCANCACACCCACNTANGCAAGGAGGGAGATAAAACAAA 780 
 
 781 AAAGGCCCGGCCAAAATACACACCAAAATGNAACACCNCAGGACNGAAAGAANGTAAATAGTAGG 845 
 
 846 AAAAGCAGAAAATGAAACACA  867 
 

 
ภาพที่ 19  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 6-2 จํานวน 867 นิวคลีโอไทด 
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6.  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของโคลนที่ไดกับเอ็นไซมยอยลิกนนิ 
 
 manganese peroxidase (MnP) และ lignin peroxidase (LiP) เปนเอน็ไซมที่มี heme group 
จัดอยูใน peroxidase class II ซ่ึงเปน secretory fungul peroxidase glycoprotein ที่มี domain เดียว มี 
conserved calcium binding site 2 แหงและมี conserved disulfide bridge 4 แหง (http://metallo. 
scripps.edu/PROMOTE/FPBPEROXIDASE.html, 1999) เอ็นไซม MnP จะออกซิไดส Mn2+ เปน 
Mn3+ ซ่ึงจะไปออกซิไดสลิกนินที่เปนโมเลกุลใหญตอไป (Gold and Alic, 1993) จากการศึกษา
โครงสรางสามมิติของโปรตีนของเอ็นไซม MnP ใน Phanerochaete chrysosporium ของ 
Sundaramoorthy et al. (1997) พบวา Mn2+ จะจับกับกรดอมิโน 3 ตัว คอื Glu 35, Glu 39 และ Asp 
179 โดยมี His 46 และ Arg 42 เปนตัวจับกบั H2O2 ที่ใชในการออกซิไดส Mn2+ ไปเปน Mn3+  
(ภาพที่ 20) 
  
 เมื่อนํานิวคลีโอไทดที่ไดของแตละโคลนมาเปลี่ยนเปนกรดอมิโนและเปรียบเทยีบลําดับ
กรดอมิโนของเอ็นไซม MnP จากฐานขอมูลกับโคลน E5-2 (ภาพที่ 21) พบวากรดอมิโนที่ไดเร่ิม
จากตําแหนงที ่59 มี conserved manganese binding site และ calcuim binding site สอดคลองกับ
เห็ดชนดิอื่นในฐานขอมูล โดยมี Glu 62, Val 65 และ Asp 142 เปนกรดอมิโนที่จับกบั Mn2+ สวน 
Arg 70 Arg 72 และ Arg 136 อยูบริเวณ heme group ทําหนาที่จับกับ H2O2 นอกจากนี้ยังพบกรด 
อมิโนที่ conserved ในเห็ดทกุชนิดที่ตําแหนงตางๆ  
 

กรดอมิโนของโคลน E1-2 จะเริ่มจากตําแหนงที่ 1 เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนกับ
เอ็นไซม lignin peroxidase จากเหด็ชนดิตางๆ (ภาพที่ 22) พบวาโปรตนีที่ไดเปนกลุมเอ็นไซม 
oxidase โดยมหีมูที่จับกับ Mn2+ (กรอบสีแดง) หมูทีจ่ับกบั H2O2 บริเวณ heme group (กรอบสี 
น้ําเงิน) และกรดอมิโนบริเวณ calcium binding site (กรอบสีเขียว) รวมทั้งกรดอมิโนที่มีลักษณะ
conserved ในหลายตําแหนงและที่บริเวณปลายดาน C ของเอ็นไซมจะเปนบริเวณที่มี proline (P) 
มาก โดยมีลําดับกรดอมิโนเปน IPPPPGA, IPPHKA หรือ IPPPPSPN ซ่ึงเปนลําดับกรดอมิโนที่
บงชี้วาเปนบรเิวณใกลปลาย C-terminal ของโปรตีน หรือใกลปลาย 3’ ของยีน  

 
เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของโคลน E6-2 และโคลน E1-1 เขากับเอ็นไซม MnP 

และ LiP จากฐานขอมูลตามลําดับ (ภาพที่ 23 และภาพที่ 24) พบวากรดอมิโนตัวแรกของทั้งสอง
โคลนจะเริ่มจากตําแหนงที่ 1 และเปนสวนหนึ่งของโปรตีนที่มี prosthetic group โดยโคลน E1-1 
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จะเปนโปรตนีที่จับกับ Mn2+ อยางไรก็ตามในการตรวจสอบวาเปนยีนหรือโปรตีนที่สนใจหรือไม 
จําเปนตองมีการทดสอบโดยดูการแสดงออกของยีนใน heterologous host ที่ไมสรางโปรตีนหรือ
เอ็นไซมนั้นตอไป 
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ภาพที่ 20  โครงสรางสามมิติของเอ็นไซม manganese peroxidase (A) และ กลุมกรดอมิโนที่จับกับ  

Mn2+ (manganese binding site) (B) แสดงกรดอมิโน 3 ตัว คือ E 35, E 39 และ D 179  
ที่จับกับ Mn2+ โดยมี H 46 และ R 42 เปนตัวจับกับ H2O2 

ท่ีมา: Mauricio et al. (1998) and Sundaramoorthy et al. (1997) 
     

 
 
 

A                               B 
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Trametes-versicolor       MAFKLLGSFVSLLAALQVANGALTR---RVTCATGQVTSNAACCALFPVIDDIQTNLFDG 57 
Coriolopsis-gallica       ------------------------------------------------------------ 
Pleurotus-ostreatua       MTFASLSALVLVFAVTVQVAQAVSLPQKRATCAGGQVTANAACCVLFPLMEDLQKNLFDD 60 
Ganoderma-australe        MFSKVFLSLVVLASSVAAAVPSVGR---RATCANGKTTANDACCVWFDVLDDIQENLFHG 57 
Ganoderma-formosanum      MFSKVFLSLVVLAASAAAAVPSVSR---RATCSNGKTTANDACCVWFDVLDDIQENLFHG 57 
E5-2F3                    ------------------------------------------------------------ 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       GECGEEVHESLRLTFHDAIGISPAIAKTGVFGGGGADGSIAIFADIETNFHANNGVDEII 117 
Coriolopsis-gallica       --------------FHDAIGISPAIANRGQFGGGGADGSIALFEDIETNFHANNGVDEII 46 
Pleurotus-ostreatua       GACGEDAHEALRLTFHDAIGFSP---SRGVMG--GADGSVITFSDTEVNFPANLGIDEIV 115 
Ganoderma-australe        GQCGEDAHESLRLTFHDAIAFSPALTAAGQFGGGGADGSIIAHSDVELTYPVNDGLDEIV 117 
Ganoderma-formosanum      GQCGEDAHESLRLTFHDAIGFSPALTAAGQFGGGGADGSIIAHSDVEMTYPANDGLDEII 117 
E5-2F3                   -QKKGEKSVTIGSRIRDYVLKSLPLPRCTLMXAVPQPSTKPLATPASVLRVPCSSPAASV 59 
                                        ::* :  *        :      .:       .       .    : 
 
Trametes-versicolor       GEQAPFIARHNLTTADFIQLAGAIG--VSNCPGAPRLNVFIGRKDATQPAPDLTVPEPFD 175 
Coriolopsis-gallica       NEQRPFIQRHNLTTADFIQFAGAVG--VSNCPGAPRLNVFIGRPDATQPAPDLTVPEPFD 104 
Pleurotus-ostreatua       EAEKPFLARHNISAGDLVHFAGTLA--VTNCPGAPRIPFFLGRPPAKAASPIGLVPEPFD 173 
Ganoderma-australe        EASRPFAIKHNVSFGDFIQFAGAVG--VANCNGGPQLSFFAGRSNDSQPSPPNLVPLPSD 175 
Ganoderma-formosanum      EASRPFAIKHNVSFGDFIQFAGAVG--VANCNGGPQLSFFAGRSNDSQPSPPNLVPLPSD 175 
E5-2F3                   SSTGRVGEHPEPRYPSPLSFPTHAAYIRTNANSPDRLRLLHXTTTHAHRMPLRRRISGQD 119 
                               .  : :    . : :.   .   :*. .  :: .:          *        * 
 
Trametes-versicolor       DVTKILARFEDAGKFTPAEVVALLASHTIAAADHVDPTIPG------------------- 216 
Coriolopsis-gallica       TVDSILQRFEDAGGFTPEEVVALLASHTIAAADHVDESIPGTPFDSTPGLFDTQFFIETQ 164 
Pleurotus-ostreatua       TITDILARMDDAG-FVSVEVVWLLSAHSVAAADHVDETIPGTPFDSTPNLFDSQIFIETQ 232 
Ganoderma-australe        TADTILSRFSDAG-FDSVEVVWLLVPHTVGSQNTVDPSIPGAPFDSTPSDFDAQFFVETM 234 
Ganoderma-formosanum      SADSILSRFSDAG-FASVEVVWLLVSHTVGSQNTVDPSIPGAPFDSTPSDFDAQFFVETM 234 
E5-2F3                   ------RRYYSGG----VRVGQCIRCRALTERDGGYPIISHLEXX-------GGCRKCER 162 
                                 *  ..*     .*   :  :::   :     *.                     
 
Trametes-versicolor       ------------------------------------------------------------ 
Coriolopsis-gallica       LRGTLFPGTGGNQGEVESPLRGEIRLQSD------------------------------- 193 
Pleurotus-ostreatua       LRGISFPGTGGNHGEVQSPLKGEMRLQSDHLFARDDRTSCEWQSMTNDQQKIQDRFSDTL 292 
Ganoderma-australe        LNGTLVPGNGLQDGEVLSPYPGEFRLQSDFALSRDSRTTCEWQKMIADRANMLEKFEITM 294 
Ganoderma-formosanum      LNGTLVPGDALHDGEVNSPYPGEFRLQSDFALSRDSRTACEWQKMIADRANMLEKFEVTM 294 
E5-2F3                   CKGARKKKRTRRQKEXTKXAX--TRXQKNKQ----------------------------- 191 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       ------------------------------------------------------------ 
Coriolopsis-gallica       ------------------------------------------------------------ 
Pleurotus-ostreatua       FKMSMLGQNQDAMIDCSDVIPVPAALVTKPHLPAGKSKTDVEQACATGAFPALGADPGPV 352 
Ganoderma-australe        LKMSLLGFDQSALTDCSDVIPTATGTVQDPFIPAGLTVDDLQPACSSSAFPTVTTVAGAV 354 
Ganoderma-formosanum      LKMSLLGFNQSMLTDCSDVIPTATGTVQDPFIPAGLTVDDLQPACSSTAFPTVNTVAGAV 354 
E5-2F3                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       ---------- 
Coriolopsis-gallica       ---------- 
Pleurotus-ostreatua       TSVPRVPPA- 361 
Ganoderma-australe        TSIPAVPLNS 364 
Ganoderma-formosanum      TSIPAVPLNS 364 
E5-2F3                   ---------- 
                                    

 
ภาพที่ 21  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E5-2 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่ 
Asn (N) เปนบริเวณที่มี N-glycosylation 
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Trametes-versicolor              ---MAFKSLLSFVSVIGALQGANAA--LTRRVACPDGVNTATNAACCQLF 45 
Coriolus-versicolor              ---MAFKTLLSIVSLLAAFQGATAA--LTRRVACPDGVNTATNAACCQLF 45 
Phanerochaete-chrysosporium      ---MAFKQLFAAISLALSLSAANAAAVIEKRATCSNGK-TVGDASCCAWF 46 
Trametes-cervina                 ---MAFQTLFALATLATTVLAVPSP-----LVSCGGGR-SVKNAACCAWF 41 
E1-2F1                           GRXLGPPHXXGSRASLGSXXAXSXX-IQXYVLKSLPLPRMFSKVFLSLVY 49 
                                    :.     .  :   :  .            .        ..  .  : 
 
Trametes-versicolor              AVREDLQQNLFHGGLCTAEAHESLRLTFHDAIAISPALEAQGIFGGGGAD 95 
Coriolus-versicolor              AVRDDLQENLFHGGLCTAEAHESLRLTFHDAIAISPALEQQGIFGGGGAD 95 
Phanerochaete-chrysosporium      DVLDDIQQNLFHGGQCGAEAHESIRLVFHDSIAISPAMEAQGKFGGGGAD 96 
Trametes-cervina                 PVLDDIQANLFNGGKCEEEAHEAVRLTFHDAVGFSLAAQKAGKFGGGGAD 91 
pe1-2aa1                         KRHRETPKRPWRIWLFDVSKQIVGQMFVHGVNVLISDVVP----HLSTAN 95 
                                     :   . :.      . :   :: .*.   :            . *: 
 
Trametes-versicolor              GSIAIFPEIETNFHPNIGLDEIIELQKPFIARHNISVADFIQFAGAIGAS 145 
Coriolus-versicolor              GSIAIFSDIETAFHPNIGLDEIVELQKPFIARHNLSVADFIQFAGAIGAS 145 
Phanerochaete-chrysosporium      GSIMIFDDIETAFHPNIGLDEIVKLQKPFVQKHGVTPGAFIAFAGAVALS 146 
Trametes-cervina                 GSILAFSDIETAFIPNFGLEFTTEGFIPFALAHGVSFGDFVQFAGAVGAA 141 
E1-2F1                           ACVLYFLNILLDTTIGVGLIYLILQVSTYVLTEKLHLKGFESGVYGTPPS 145 
                                 ..:  * :*      ..**        .:   . :    *   . .   : 
 
Trametes-versicolor              NCAGAPQLAAFVGRKDATQ---PAPDGLVPEPFHTPDQIFDRLADASQGE 192 
Coriolus-versicolor              NCAGAPQLAAFVGRVDATQ---PAPDGLVPEPFHTPDQIFARLADASQGE 192 
Phanerochaete-chrysosporium      NCPGAPQMNFFTGRAPATQ---PAPDGLVPEPFHTVDQIINRVNDA--GE 191 
Trametes-cervina                 NCAGGPRLQFLAGRSNISQ---PSPDGLVPDPTDSADKILARMADIG--- 185 
E1-2F1                           VIYWFKQAAVYVFALTTMKLLVVALFAALPAIFNLGEWLLSFLGPSDAAQ 195 
                                       :    .      :    :  . :*   .  : ::  :        
 
Trametes-versicolor              FDPILTVWLLTAHTVAAANDVDPTKSGLPFDSTPELWDTQFFLETQLRGT 242 
Coriolus-versicolor              FDEILTVWLLVAHTVAAANDVDPTVPGSPFDSTPEVWDTQFFVEVLLNGT 242 
Phanerochaete-chrysosporium      FDELELVWMLSAHSVAAVNDVDPTVQGLPFDSTPGIFDSQFFVETQLRGT 241 
Trametes-cervina                 FSPTEVVHLLASHSIAAQYEVDTDVAGSPFDSTPSVFDTQFFVESLLHGT 235 
E1-2F1                           IIFTMGIFPIMMN-VLQFWLIDSIVKG-SSDYTPLALVNETPRGSMDPDS 243 
                                 :     :  :  : :     :*.   * . * **    .:        .: 
 
Trametes-versicolor              SFPGSGGNQGEVESPLAG--EMRLQSDHTIARDSRTACEWQSFVDNQPKA 290 
Coriolus-versicolor              TFPGTGDNQGEVASPIAG--EFRLQSDFAIARDSRSACEWQSFVDNQPKA 290 
Phanerochaete-chrysosporium      AFPGSGGNQGEVESPLPG--EIRIQSDHTIARDSRTACEWQSFVNNQSKL 289 
Trametes-cervina                 QFTGSG-QGGEVMSPIPG--EFRLQSDFALSRDPRTACEWQALVNNQQAM 282 
E1-2F1                           EPLFRASEDDDDDDGLSGXHDIEAPAPRSISRSLSRDSRRMSAGESKSLS 293 
                                      . : .:  . :.*  ::.  :  :::*.    ..  :  :.:    
 
Trametes-versicolor              QQMFQFVFHDLSIFGQDINTLVDCTEVVPIPADPQG---HTHFPAGLSNA 337 
Coriolus-versicolor              QAMFQFVFHDLSIFGQDINSLVDCTEVVPIPAPLQG---VTHFPAGLTVN 337 
Phanerochaete-chrysosporium      VDDFQFIFLALTQLGQDPNAMTDCSDVIPQSKPIPGNLPFSFFPAGKTIK 339 
Trametes-cervina                 VNNFEAVMSRLAVIGQIPSELVDCSDVIPTP-PLAKVAQVGSLPPGKSMA 331 
E1-2F1                           SGTATVIPSGSPHXX-QTHRYRRRSPRLPSRGRGXRAPLLACSSSSLSEP 342 
                                       :    .            :  :*              ... :   
 
Trametes-versicolor              DIEQACAE-TPFPTFPTDPGPKTAVAPVPKPPAARK------- 372 
Coriolus-versicolor              DIDQPCVE-TPFPTLPTDPGPATSVAPVPLP------------ 367 
Phanerochaete-chrysosporium      DVEQACAE-TPFPTLTTLPGPETSVQRIPPPPGA--------- 372 
Trametes-cervina                 DVQVACTNGMPFPSLPTSPGPVQTVAPLG-------------- 360 
E1-2F1                          KRHSPXXPXVEGSIXXNPGGLRQRXQRQTNGSGNXRGDRXXXX 385 
                                 . . .       .   .  *                        

 
ภาพที่ 22  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E1-2  

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่ 
Asn (N) เปนบริเวณที่มี N-glycosylation 
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Trametes-versicolor       MAFKLLGSFVSLLAALQVANGALTR---RVTCATGQVTSNAACCALFPVIDDIQTNLFDG 57 
Coriolopsis-gallica       ------------------------------------------------------------ 
Pleurotus-ostreatua       MTFASLSALVLVFAVTVQVAQAVSLPQKRATCAGGQVTANAACCVLFPLMEDLQKNLFDD 60 
Ganoderma-australe        MFSKVFLSLVVLASSVAAAVPSVGR---RATCANGKTTANDACCVWFDVLDDIQENLFHG 57 
Ganoderma-formosanum      MFSKVFLSLVVLAASAAAAVPSVSR---RATCSNGKTTANDACCVWFDVLDDIQENLFHG 57 
E6-2F2                    --------------------GSVTYRIQNSLCSQKSSSPSSSPSSPMNYLRGAVVSAISA 40 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       GECGEEVHESLRLTFHDAIGISPAIAKTGVFGGGGADGSIAIFADIETNFHAN--NGVDE 115 
Coriolopsis-gallica       --------------FHDAIGISPAIANRGQFGGGGADGSIALFEDIETNFHAN--NGVDE 44 
Pleurotus-ostreatua       GACGEDAHEALRLTFHDAIGFSP---SRGVMG--GADGSVITFSDTEVNFPAN--LGIDE 113 
Ganoderma-australe        GQCGEDAHESLRLTFHDAIAFSPALTAAGQFGGGGADGSIIAHSDVELTYPVN--DGLDE 115 
Ganoderma-formosanum      GQCGEDAHESLRLTFHDAIGFSPALTAAGQFGGGGADGSIIAHSDVEMTYPAN--DGLDE 115 
E6-2F2                    P--YQYVQGSQPLHPHRRHRRHRRSPTLSIYHNIQAEGPITPLTDAETELVCSPFHVRFG 98 
                                         *            .      *:*.:    * *     .        
 
Trametes-versicolor       IIGEQAPFIARHNLTT-ADFIQLAGAIGVSNCPGAPRLNVFIGRKDATQPAPDLTVPEPF 174 
Coriolopsis-gallica       IINEQRPFIQRHNLTT-ADFIQFAGAVGVSNCPGAPRLNVFIGRPDATQPAPDLTVPEPF 103 
Pleurotus-ostreatua       IVEAEKPFLARHNISA-GDLVHFAGTLAVTNCPGAPRIPFFLGRPPAKAASPIGLVPEPF 172 
Ganoderma-australe        IVEASRPFAIKHNVSF-GDFIQFAGAVGVANCNGGPQLSFFAGRSNDSQPSPPNLVPLPS 174 
Ganoderma-formosanum      IIEASRPFAIKHNVSF-GDFIQFAGAVGVANCNGGPQLSFFAGRSNDSQPSPPNLVPLPS 174 
E6-2F2                    KWQVLRPQDKKVDVPVNGQLVPFSMKIGEAGEACYCVTETEEEIPDSTRXLATNPGNQAK 158 
                                *   : ::.  .::: ::  :. :.                .   .      .  
 
Trametes-versicolor       DDVTKILARFEDAGKFTPAEVVALLASHTIAAADHVDPTIPG------------------ 216 
Coriolopsis-gallica       DTVDSILQRFEDAGGFTPEEVVALLASHTIAAADHVDESIPGTPFDSTPGLFDTQFFIET 163 
Pleurotus-ostreatua       DTITDILARMDDAG-FVSVEVVWLLSAHSVAAADHVDETIPGTPFDSTPNLFDSQIFIET 231 
Ganoderma-australe        DTADTILSRFSDAG-FDSVEVVWLLVPHTVGSQNTVDPSIPGAPFDSTPSDFDAQFFVET 233 
Ganoderma-formosanum      DSADSILSRFSDAG-FASVEVVWLLVSHTVGSQNTVDPSIPGAPFDSTPSDFDAQFFVET 233 
E6-2F2                    ERRMPTVRGRGRLGEHTSAIVRKAISSQGASTR-TKQLWGPRAPRPESXTIXSTKWARTI 217 
                          :     :      * . .  *   : .:  .:    :   *                    
 
Trametes-versicolor       ------------------------------------------------------------ 
Coriolopsis-gallica       QLRGTLFP--GTGGNQGEVESPLRGEIRLQSD---------------------------- 193 
Pleurotus-ostreatua       QLRGISFP--GTGGNHGEVQSPLKGEMRLQSDHLFARDDRTSCEWQSMTNDQQKIQDRFS 289 
Ganoderma-australe        MLNGTLVP--GNGLQDGEVLSPYPGEFRLQSDFALSRDSRTTCEWQKMIADRANMLEKFE 291 
Ganoderma-formosanum      MLNGTLVP--GDALHDGEVNSPYPGEFRLQSDFALSRDSRTACEWQKMIADRANMLEKFE 291 
E6-2F2                    QHGPTKTTXQETGKKPGRYTKLTPXHTHXXKEGDKTKKARPKYTPKXNTXGXKEXKEKQK 277 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       ------------------------------------------------------------ 
Coriolopsis-gallica       ------------------------------------------------------------ 
Pleurotus-ostreatua       DTLFKMSMLGQNQDAMIDCSDVIPVPAALVTKPHLPAGKSKTDVEQACATGAFPALGADP 349 
Ganoderma-australe        ITMLKMSLLGFDQSALTDCSDVIPTATGTVQDPFIPAGLTVDDLQPACSSSAFPTVTTVA 351 
Ganoderma-formosanum      VTMLKMSLLGFNQSMLTDCSDVIPTATGTVQDPFIPAGLTVDDLQPACSSTAFPTVNTVA 351 
E6-2F2                    MKH--------------------------------------------------------- 280 
                                                                                       
 
Trametes-versicolor       ------------- 
Coriolopsis-gallica       ------------- 
Pleurotus-ostreatua       GPVTSVPRVPPA- 361 
Ganoderma-australe        GAVTSIPAVPLNS 364 
Ganoderma-formosanum      GAVTSIPAVPLNS 364 
E6-2F2                    ------------- 
                                        

 
ภาพที่ 23  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E6-2 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่  
Asn (N) เปนบริเวณที่มี N-glycosylation 
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Trametes-versicolor              MAFKSLLSFVSVIGALQGANAA--LTRRVACPDGVNTATNAACCQLFAVR 48 
Coriolus-versicolor              MAFKTLLSIVSLLAAFQGATAA--LTRRVACPDGVNTATNAACCQLFAVR 48 
Phanerochaete-chrysosporium      MAFKQLFAAISLALSLSAANAAAVIEKRATCSNGK-TVGDASCCAWFDVL 49 
Trametes-cervina                 MAFQTLFALATLATTVLAVPSP-----LVSCGGGR-SVKNAACCAWFPVL 44 
E1-1F3                           -------------------------------------------------- 
                                                                                    
 
Trametes-versicolor              EDLQQNLFHGGLCTAEAHESLRLTFHDAIAISPALEAQGIFGGGGADGSI 98 
Coriolus-versicolor              DDLQENLFHGGLCTAEAHESLRLTFHDAIAISPALEQQGIFGGGGADGSI 98 
Phanerochaete-chrysosporium      DDIQQNLFHGGQCGAEAHESIRLVFHDSIAISPAMEAQGKFGGGGADGSI 99 
Trametes-cervina                 DDIQANLFNGGKCEEEAHEAVRLTFHDAVGFSLAAQKAGKFGGGGADGSI 94 
E1-1F3                           EYFKAALLG---WCIELLQAFFLVSDDMMDQSVARRGQPCWYRVKSVG-- 45 
                                 : ::  *:       *  ::. *. .* :  * * .    :    : *   
 
Trametes-versicolor              AIFPEIETNFHPNIGLDEIIELQKPFIARHNISVADFIQFAGAIGASNCA 148 
Coriolus-versicolor              AIFSDIETAFHPNIGLDEIVELQKPFIARHNLSVADFIQFAGAIGASNCA 148 
Phanerochaete-chrysosporium      MIFDDIETAFHPNIGLDEIVKLQKPFVQKHGVTPGAFIAFAGAVALSNCP 149 
Trametes-cervina                 LAFSDIETAFIPNFGLEFTTEGFIPFALAHGVSFGDFVQFAGAVGAANCA 144 
E1-1F3                           ---LHRDQRLVPCSRAQSITSSRKHFPHRRQYYSPTLELFX----VXHTD 88 
                                     . :  : *    :   .    *   :      :  *       :   
 
Trametes-versicolor              GAPQLAAFVGRKDATQPAPDGLVPEPFHTPDQIFDRLADASQGEFDPILT 198 
Coriolus-versicolor              GAPQLAAFVGRVDATQPAPDGLVPEPFHTPDQIFARLADASQGEFDEILT 198 
Phanerochaete-chrysosporium      GAPQMNFFTGRAPATQPAPDGLVPEPFHTVDQIINRVNDA--GEFDELEL 197 
Trametes-cervina                 GGPRLQFLAGRSNISQPSPDGLVPDPTDSADKILARMADIG---FSPTEV 191 
E1-1F3                           GXPXNKKALGTSFHSNP---GIQPEDX----------------------- 112 
                                 * *      *    ::*   *: *:                          
 
Trametes-versicolor              VWLLTAHTVAAANDVDPTKSGLPFDSTPELWDTQFFLETQLRGTSFPGSG 248 
Coriolus-versicolor              VWLLVAHTVAAANDVDPTVPGSPFDSTPEVWDTQFFVEVLLNGTTFPGTG 248 
Phanerochaete-chrysosporium      VWMLSAHSVAAVNDVDPTVQGLPFDSTPGIFDSQFFVETQLRGTAFPGSG 247 
Trametes-cervina                 VHLLASHSIAAQYEVDTDVAGSPFDSTPSVFDTQFFVESLLHGTQFTGSG 241 
E1-1F3                           ---------EGHHRFEPQESSTTX-----------------KKATQKNRG 136 
                                           .   .:.   . .                  . :   . * 
 
Trametes-versicolor              GNQGEVESPLAGEMRLQSDHTIARDSRTACEWQSFVDNQPKAQQMFQFVF 298 
Coriolus-versicolor              DNQGEVASPIAGEFRLQSDFAIARDSRSACEWQSFVDNQPKAQAMFQFVF 298 
Phanerochaete-chrysosporium      GNQGEVESPLPGEIRIQSDHTIARDSRTACEWQSFVNNQSKLVDDFQFIF 297 
Trametes-cervina                 -QGGEVMSPIPGEFRLQSDFALSRDPRTACEWQALVNNQQAMVNNFEAVM 290 
E1-1F3                           HERX--------XGRXQTQKTHTKHTRERXKMREPER------------- 165 
                                  :            * *:: : ::..*   : :                  
 
Trametes-versicolor              HDLSIFGQDINTLVDCTEVVPIPADPQG---HTHFPAGLSNADIEQACAE 345 
Coriolus-versicolor              HDLSIFGQDINSLVDCTEVVPIPAPLQG---VTHFPAGLTVNDIDQPCVE 345 
Phanerochaete-chrysosporium      LALTQLGQDPNAMTDCSDVIPQSKPIPGNLPFSFFPAGKTIKDVEQACAE 347 
Trametes-cervina                 SRLAVIGQIPSELVDCSDVIPTP-PLAKVAQVGSLPPGKSMADVQVACTN 339 
E1-1F3                           -------------------------------------------------- 
                                                                                    
 
Trametes-versicolor              -TPFPTFPTDPGPKTAVAPVPKPPAARK 372 
Coriolus-versicolor              -TPFPTLPTDPGPATSVAPVPLP----- 367 
Phanerochaete-chrysosporium      -TPFPTLTTLPGPETSVQRIPPPPGA-- 372 
Trametes-cervina                 GMPFPSLPTSPGPVQTVAPLG------- 360 
E1-1F3                           ---------------------------- 
 

 
ภาพที่ 24  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E1-1 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่  
Asn (N) เปนบริเวณที่มี N-glycosylation 



สรุป 

 
 จากการคัดเลือกเชื้อที่มีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิจากธรรมชาติ พบวาไดเชื้อราที่มี
กิจกรรมของเอ็นไซม polyphenol oxidase, manganese peroxidase และ laccase ทั้งสามชนิดเพยีง  
1 เชื้อใหช่ือวา GF เมื่อเล้ียงในอาหารแข็งแบบ solid-state fermentation เปนเวลา 9 สัปดาห พบวา
เชื้อ GF มีรูปแบบกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินใกลเคยีงกับรูปแบบของเอ็นไซมในเชื้อ
เปรียบเทียบ YK505 โดยสรางเอ็นไซม manganese peroxidase ไดสูงสุดในสัปดาหที่ 6 มีปริมาณ  
95 ยูนิตตอลิตร สรางเอ็นไซม laccase สูงสุดในสัปดาหที่ 4 มีปริมาณ 21 ยูนิตตอลิตร แตมีการสราง
เอ็นไซม lignin peroxidase ในปริมาณต่ํามาก ผลของการทํา BlastN ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS 
ของ ribosomal DNA ของเชื้อ GF กับฐานขอมูลใน Gene Bankแสดงใหเห็นวา เชื้อ GF เปนเชื้อ 
Ganoderma sp. 
   
 สามารถโคลนยีนสรางเอ็นไซมยอยลิกนินจาก cDNA ของเชื้อ GF ที่เล้ียงในสารกระตุน
เอ็นไซมได 7 โคลน คือ E1-1, E1-2, E2-3, E3-2, E5-2, E5-3 และ E6-1 มีขนาดอยูระหวาง 600-
1500 คูเบส 

 
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนได พบวาเฉพาะ E1-2 เทานั้นที่นาจะเปน
ยีนเนื่องจากพบบริเวณของ TATA box ที่ตําแหนง 144-149 เปน TATAA พบ CAT box 2 แหง คือ 
CAATAT และ CAATA ที่ตาํแหนง 306 - 311 และ 326-330 ตามลําดับ มี initiation sequence ที่มี 
start codon (ATG) คือ ACGATGG อยูที่ตาํแหนง 596-602 และพบวามี metal response element 
(MRE) เปน ACCCCG อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167 แตไมพบ 
stop codon ดงันั้นจึงคาดวาโคลน E1-2 นี้นาจะเปนสวนตอนตนของยีนที่ประกอบดวย promoter, 
start codon, MRE และสวนของยีนดาน 5' 
 
 จากการแปลงรหัสลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับกรดอมิโนแลวเปรยีบเทียบกับลําดับกรด 
อมิโนของเอ็นไซมยอยลิกนนิในเห็ดชนิดตางๆ พบวาโคลน E5-2 นาจะเปนโปรตนีในกลุมเอ็นไซม 
manganese peroxidase เนื่องจากมีบริเวณ conserved manganese binding site และ calcium binding 
site สอดคลองกับเห็ดอืน่ๆ ในฐานขอมูลเอน็ไซม manganese peroxidase โดยมี Glu 62, Val 65 
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และ Asp 142 เปนกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ และมี Arg 70, Arg 72 และ Arg 136 อยูในบริเวณ heme 
group ทําหนาที่จับกับ H2O2  
 
 โคลน E1-2 นาจะเปนสวนของโปรตีนในกลุม oxidase ดานปลาย C เพราะมีหมูที่สามารถ
จับกับ Mn2+ และ H2O2 ได มีกรดอมิโนของบริเวณ calcium binding site ทั้งยังมีกรดอมิโน Proline 
(P) อยูเปนจํานวนมากแสดงใหเห็นวาเปนตําแหนงใกลปลาย N ของโปรตีน 

 
 ลําดับกรดอมิโนของโคลน E6-2 และ E1-1 แสดงใหเห็นวายีนที่โคลนไดทั้งสองโคลนเปน
สวนหนึ่งของโปรตีนที่มี prothetic group โดยโคลน E1-1 จะเปนโปรตนีที่สามารถจับกับ Mn2+ ได 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  อาหาร Nutrient Agar (NA) 
 
  Beaf extract    3  กรัม 
  Pepton     5  กรัม 
  วุน    15  กรัม 

 
ละลายสวนผสมในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรใหเขากันโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้ง

ไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกันแลวปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 

2.  อาหาร Basal สูตร Low nitrogen and carbon source 
 

อาหารสวนที่ 1 
 

  glucose      10  กรัม 
  ammonium tartrate       1  กรัม 
  2,2-dimethyl succinate  2.92  กรัม 
  KH2PO4       50  กรัม 
  MgSO4.7H2O       20  กรัม 

 
อาหารสวนที่ 2 
 

  nitrilotriacetate    1.5  กรัม 
  MnSO4.5H2O    0.5  กรัม 
  NaCl      0.1  กรัม 
  FeSO4.7H2O    0.1  กรัม 
  CuSO4.5H2O    0.1  กรัม 
  CoCl      0.1  กรัม 
  ZnSO4.5H2O      0.1  กรัม 
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  Na2MoO4.2H2O    0.01  กรัม 
  Alk(SO4)2.12H2O      20  กรัม 

 
ผสมสวนประกอบของอาหารสวนที่ 1 ปรับ pH 6.0 ดวย NaOH ปรับปริมาตรใหได 1,000 

มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ 
 
ผสมสวนประกอบของอาหารสวนที่ 2 ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อ

กรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
กอนเล้ียงเสนใยนําอาหารสวนที่ 1 ปริมาตร 1 ลิตรที่เย็นลงแลวมาเติมสารละลาย thiamine 2 

มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารสวนที่ 2 ปริมาตร10 มิลลิลิตร ในสภาพปลอดเชื้อ 
 
3.  อาหาร Potato-Dextrose Agar (PDA) 
 

  มันฝรั่ง    200  กรัม 
  น้ําตาล Dextrose     20  กรัม 
  วุน      15  กรัม 

 
นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกลางใหสะอาดและหั่นเปนชิน้เล็กๆ ขนาด 1 ลูกบาศกเซนตริเมตร 

ตมใหเดือดในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรนาน 20 นาที กรองเอากากออก เติมน้ําตาลละลายสวนผสม
ใหเขากนัโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้งไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดียวกนัแลว
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  

 
4.  อาหาร Potato-Dextrose Broth (PDB) 
 

สวนประกอบเชนเดียวกับอาหาร PDA แตไมเติมวุน 
 

5.  อาหาร Luria-Betani Agar (LA) 
 
  Tryptone   10  กรัม 
  Yeast Extrac     5  กรัม 
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  NaCl      5   กรัม 
  วุน    15  กรัม 

  
 ละลายสวนผสมในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรใหเขากันโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้ง

ไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกันแลวปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 

6.  อาหาร Luria-Betani Broth (LB) 
 

 สวนประกอบเชนเดียวกับอาหาร LA แตไมเติมวุน 
 

7.  อาหาร SOB 
 

  bacto-tryptone   20  กรัม 

  bacto-yeast extract    5  กรัม 

  NaCl    0.5  กรัม 

  
 ละลายสารทั้งหมดในน้ําปรมิาตร 800 มิลลิลิตร เติม 250 มิลลิโมลาร KCl ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ปรับ pH 7.0 ดวย NaOH ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ กอนใชใส 2 โม
ลาร MgCl2 จํานวน 5 มิลลิลิตร 
 

หมายเหต ุ
 

 วิธีการฆาเชื้อแบบปกตินึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

  
 วิธีการฆาเชื้อสารละลายน้ําตาลกรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอนที่ปลอดเชื้อ 
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ภาคผนวก ข  
การเตรียมสารเคมี 
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1.  การเตรียมยาปฏชิีวนะ 
 
 1.1  streptomycin ช่ัง streptomycin จํานวน 0.6 กรัม ละลายในน้ําที่ผานการฆาเชื้อแลว
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เมื่อตองการใชนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ผานการฆาเชื้อแลวตั้งทิ้งไวใหเย็นลงอุณหภูมิต่ํากวา 
60 องศาเซลเซียส เติมยาปฏชีิวนะในอัตราสวน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 1.2  ampicillin ช่ัง ampicillin จํานวน 1 กรัม ละลายในน้าํที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 
10 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เมื่อ
ตองการใชนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อทีผ่านการฆาเชือ้แลวตั้งทิ้งไวใหเย็นลงอุณหภูมิต่ํากวา 
60 องศาเซลเซียส เติมยาปฏชีิวนะในอัตราสวน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
2.  สารเคมีสําหรับสกัดแยกดีเอ็นเอ 
 

 TE Buffer pH 8.0 
  Tris-HCl pH 8.0   10  มิลลิโมลาร 
  EDTA pH 8.0     1  มิลลิโมลาร 
 
3.  สารเคมีสําหรับอิเล็กโตรโฟรีซีส 
 

 3.1  DNA loading dye 
  Bromophenol blue   0.025   กรัม 
  Xylene cyanol FF   0.025   กรัม 
  Glycerol           3  มิลลิลิตร 

 
ละลายสารในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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 3.2  10X TBE Buffer 
  Tris base    108  กรัม 
  Glacial acetic acid     55  กรัม 
  0.5 M EDTA pH 8.0      40  มิลลิลิตร 

 
 ละลายสารในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 
4.  สารเคมีสําหรับเตรียม competent cell 
 
 4.1  สาร RF1 ประกอบดวย 

100 mM KCl 
50 mM MnCl2 
30 mM potassium acetate 
10 mM CaCl2 
15% glycerol 

 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับ pH 5.8 ดวย acetic acid ปรับปริมาตรตามตองการ 

กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

 4.2  สาร RF2 ประกอบดวย 
10 mM MOP (3-(N-morpholino) propane sulfonic acid) 
10 mM KCl 
75 mM CaCl2  
15% glycerol 

 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับ pH 6.8 ดวย NaOH ปรับปริมาตรตามตองการ กรองดวย

เยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5.  สารเคมีสําหรับคัดเลือกโคลน 
 
 5.1  Isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) เตรียมโดยละลายสาร 2 กรัมในน้ําปรมิาตร 8 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 5.2  5-Bromo-4-chloro-3-indotyl-β-D-galactoside (X-gal) ละลาย X-gal จํานวน 20 
มิลลิกรัม ใน dimethylformamide ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บในหลอดทึบแสงหรือหอดวยแผน
อลูมิเนียมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยไมตองกรอง สารละลายที่ไดควรเปนสารละลายใส  
ไมมีสี ถามีสีออกเหลืองไมควรใช 
 
6.  สารเคมีสําหรับสกัดพลาสมิด 
 
 6.1  Solution I 
 50 mM glucose  ทําเปน stock ความเขมขน 1 โมลาร 
 25 mM Tris-HCl pH 8.0 ทําเปน stock ความเขมขน 1 โมลาร 
 10 mM EDTA pH 8.0 ทําเปน stock ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 
เตรียมสารละลายแตละชนดิแยกกัน นึ่งฆาเชื้อ (ยกเวน glucose ใชกรองดวยเยื่อกรองขนาด 

0.22 ไมครอน) แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อผสมสารเขาดวยกันแลวสามารถเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดนาน 1 เดือน 

 
 6.2  Solution II 
 0.2 N NaOH   ทําเปน stock ความเขมขน 1 นอรมอล 
 1% SDS    ทําเปน stock ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 

 
เตรียมสารละลายแตละชนดิแยกกัน นึ่งฆาเชื้อเฉพาะ NaOH สวน SDS ไมตองฆาเชื้อ แลว

เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง เวลาใชตองเตรียมใหมทุกครั้ง 
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 6.3  Solution III 
 
 3 M sodium acetate pH 4.8 

 
ละลายสารในน้ํากลั่น ปรับ pH 4.8 ดวย acetic acid ปรับปริมาตรตามตองการ นึ่งฆาเชื้อ 

แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 
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