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ประโยชนในการปรับปรุงพันธุจลิุนทรียใหมีคุณสมบัตติามที่ตองการได งานวิจัยนี้ไดคัดเลือกรา 
กลุม white-rot ที่ผลิตเอ็นไซมยอยลิกนนิไดสูง 1 เชื้อ จากการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทด 
สวน ITS ใน ribosomal DNA กับฐานขอมลูใน Gene Bank พบวาเปนเชื้อในจีนัส Ganoderma sp.  
เมื่อทดลองแยก cDNA ของเอ็นไซมยอยลิกนินของเชื้อที่ไดจาก mRNA โดยใชยีนทีป่ลาย 5’ ของ
เอ็นไซม manganese peroxidase จาก Ganoderma formosanum และ Ganoderma australe พบ
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อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167  จากการเปรียบเทียบลําดับกรด    
อมิโนกับฐานขอมูลเอ็นไซมยอยลิกนนิในรากลุม white-rot ชนิดอื่น พบวาโคลน E5-2 เปนสวน
ของเอ็นไซม manganese peroxidase เนื่องจากพบกรดอมิโนที่อยูบริเวณ manganese binding site 
โดยคาดวากรดอมิโน Glu62,Val65 และ Asp142 เปนกรดอมิโนที่จับกบั Mn2+ และมี Arg70, 
Arg72 และ Arg136 อยูบริเวณ 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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คํานํา 
 

 อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษเปนอุตสาหกรรมหนึ่งที่มคีวามสําคัญในประเทศไทย
กระบวนการผลิตเยื่อมีวัตถุประสงคเพื่อแยกเสนใยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสออกจากเนื้อไมเพือ่
ผลิตเปนเยื่อกระดาษ เนื้อไมประกอบดวยเสนใยเซลลูโลสรอยละ 45 เฮมิเซลลูโลสรอยละ 25 และ
ลิกนินรอยละ 30 ลิกนินที่อยูในเนื้อไมจะถกูกําจดัออกจากกระบวนการผลิตเยื่อเพราะเปนสาเหตุที่
ทําใหเยื่อมีคุณภาพต่ําและมสีีดําคล้ํา ลิกนินในกระบวนการผลิตและฟอกเยื่อจะถูกแยกและทํา
ปฏิกิริยากับออกซิเจนละลายอยูในน้ําทิ้ง ซ่ึงจะถูกสงไปยังระบบบําบดัน้ําแบบชวีภาพที่มีการเติม
อากาศและใหทําปฏิกิริยากับจุลินทรีย แลวถูกตกตะกอนออกดวยสารสม (alum) เกิดเปน
สารประกอบที่ยอยสลายไดยากในสภาพธรรมชาติ เนื่องจากลิกนนิมีโครงสรางที่สลับซับซอนเปน 
branched polymer ของ phenol propane units ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ C-C และพันธะ C-O-C  
 

ปจจุบันพบวามีจุลชีพหลายชนิดที่มีความสามารถในการยอยสลายและฟอกจางสีของ
ลิกนินและสารประกอบที่มโีครงสรางคลายลิกนิน (lignin-like compound) ทั้งราและแบคทีเรียตาง
ก็มีเอนไซมยอยสลายลิกนินและสารที่มีโครงสรางคลายลิกนิน แตราจะมีความสามารถในการยอย
สลายลิกนินไดสูงกวาในแบคทีเรีย พบวาเชื้อราในกลุม white-rot fungi จะมีความสามารถในการ
ยอยสลายลิกนนิไดดีที่สุด ราในกลุมนีจ้ะมรีะบบยอยลิกนินเปนแบบ extracellular system 
เกิดปฏิกิริยาแบบ oxidative mechanism ประกอบดวยเอนไซมหลัก 3 ชนิด คือ lignin peroxidase 
(LiP), manganese peroxidase (MnP) และ laccase 

 
นอกจากสารประกอบลิกนินจะมีโครงสรางที่สลับซับซอนยากตอการยอยสลายแลว คา

ความเปนกรด-ดางของน้ําทิ้งจากกระบวนการผลิตเยื่อของโรงงานอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษก็
ยังไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลชีพที่ใชในระบบบําบัดน้ําแบบชีวภาพ ทาํใหผลิตเอนไซม
ไดนอยไมเพยีงพอตอการยอยสลายลิกนิน เปนผลใหตองใชสารเคมีจํานวนมากในการตกตะกอน
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ลิกนินที่ยังคงตกคางอยูในน้าํทิ้ง กอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเพราะตองเพิ่มตนทุนคา
สารเคมี ทั้งยังเพิ่มปริมาณตะกอนของสารประกอบลิกนนิที่ยอยสลายไดยากออกสูส่ิงแวดลอม 

 
การแยกและศกึษายนีของเอนไซมยอยสลายลิกนินไดมผูีศึกษาแลวจากจุลชีพหลายชนิด 

การเพิ่มประสทิธิภาพของยนีในราสามารถทําไดโดยการเปลี่ยนโปรโมเตอร หรือเพิม่จํานวนชุด
ของยีน โดยไมกอใหเกิดลักษณะ gene silencing เหมือนที่พบในแบคทีเรีย  

 
จากเหตุผลที่กลาวมาแลวการใชเทคโนโลยีทางชีวภาพในการปรับปรุงลักษณะพันธุกรรม

ของ white-rot fungi เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน จึงสามารถทําได
และเปนหนทางที่สามารถชวยลดปญหาการใชสารเคมีในการกําจดัลิกนินจากกระบวนการผลิตเยือ่ 
ชวยลดปริมาณสารเคมีปนเปอนในสิ่งแวดลอม และชวยลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอัน
เนื่องมาจากการใชสารเคมีปริมาณมากในการบําบัดน้ําทิง้จากอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษได 

 
 

 



วัตถุประสงค 

 
1. คัดเลือกเชื้อราสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการยอยลิกนนิ   
 
2. แยกและศกึษายีนผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินจากเชื้อราที่คัดเลือก 

 



การตรวจเอกสาร 

 
1.  ลิกนิน 
 

ลิกนินเปนสารโมเลกุลใหญ พบมากเปนอนัดับสองรองจากเซลลูโลส พบในกลุมของพืชที่
มีทอลําเลียง ทําหนาที่ใหความแข็งแรงแกพชื ทําใหพืชตานทานตอแรงกดดัน และการบุกรุกของ 
จุลินทรียได (Brown, 1985) สามารถพบลิกนินไดใน ferns และ club mosses แตไมพบใน 
Bryophyta (true mosses) รวมทั้งพืชช้ันต่ํา สําหรับพืชช้ันสูงที่มีลิกนินเปนองคประกอบไดแก 
angiosperms, gymnosperms และ monocotyledons ซ่ึงเปนกลุมพืชที่สําคัญและมีจํานวนมากที่สุด
บนพื้นโลก ลําตนของเนื้อไม angiosperms ประกอบดวยลิกนิน 18-25 % ของเนื้อเยื่อแหง สวนใน 
gymnosperms และ monocotyledons ประกอบดวยลิกนิน 25-35 % และ 10-15 % ของเนื้อเยื่อแหง 
ตามลําดับ (Cowling and Kirk, 1976) ดังนัน้ลิกนินจึงเปนองคประกอบสําคัญของพืชที่สามารถ
ปรับตัวเพื่อการดํารงอยูได  

 
โครงสรางของลิกนินมีหลายรูปแบบ และมีน้ําหนกัโมเลกุลแตกตางกันตั้งแต 10 ถึง 1,000 

kDa หรือมากกวา (Eggeling, 1983) ลิกนินเปนสารโมเลกุลใหญที่สังเคราะหขึ้นจากหนวยยอย 
phenylpropanoid ซ่ึงไดแก p-coumartyl alcohol, coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol (ภาพที่ 1) 

 

 
 

ภาพที่ 1  โครงสรางสารโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิดซึ่งใชในการสังเคราะหลิกนิน 
       ท่ีมา: Crawford R.L. (1981) 
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หนวยยอยทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณแตกตางกนัขึ้นอยูกับชนดิของพืช (Bisaria and Chose, 1981) หนวย
ยอยเหลานี้จะจับตัวกนัเปนโครงสรางสามมิติ โดยเกดิการสรางพันธะอีเธอรระหวางคารบอน
ตําแหนงที่ส่ีของวงแหวนฟนอล กับคารบอนที่ตําแหนง β ของ side chain โดย side chain ของ
ลิกนินจะประกอบดวย cinnamyl alcohol, aldehyde และ hydroxylated การจับกันดวยพันธะอีเธอร 
และการสรางเปนโมเลกุลขนาดใหญทําใหโมเลกุลของลิกนินมีความแข็งแรงและทนตอการยอย
สลาย (Evans, 1987) (ภาพที่ 2) สามารถพบลิกนินไดในชัน้ middle lamella ของพืช (Norkrans, 
1967; Cowling and Kirk, 1976) โดยทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดังแสดงในภาพ  
ที่ 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   ภาพที่ 2  โครงสรางลิกนินจากตนสน 
   ท่ีมา: Evans (1987) 
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  ภาพที่ 3  โครงสรางของลิกนินซึ่งทําหนาที่หอหุมเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 

  ท่ีมา: Norkrans (1967); Cowling and Kirk (1976) 
 
2.  การยอยสลายลิกนิน 

 
 ลิกนินสามารถยอยสลายทางเคมีโดยใชสารละลายดางทีม่ีความเขมขน 5 % และที่อุณหภูมิ
สูง 130-280 องศาเซลเซียส (Avgerinos and Wang, 1983) หรืออาจใชสารทําใหเกดิการออกซิไดส
ได เชน H2O2, NaClO2 ฯลฯ ก็มีผลใหลิกนนิเกิดการยอยสลายไดเชนกนั (Sullivan and Hershberger, 
1959; Gould, 1984) แตการยอยสลายทางเคมีนี้ทําใหเกิดปฏิกิริยาที่รุนแรงและใชอุณหภูมิสูง 
รวมทั้งมีการตกคางของสารเคมีอันตรายดวย จึงไดศึกษาการยอยสลายลิกนินโดยใชปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพ โดยใชเอ็นไซมซ่ึงไดจากจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมๆ ไดดังนี ้
 

2.1  การยอยสลายลิกนินโดยเชื้อรา สามารถแบงกลุมของเชื้อราที่ยอยสลายลิกนินไดเปน 
3 กลุมคือ soft-rot fungi, brown-rot fungi และ white-rot fungi โดย soft-rot fungi สามารถแทรกเขา
ไปที่ secondary walls ของเซลลเนื้อไมแลวทําการยอยสลายได เชื้อราพวกนีจ้ัดอยูในกลุม 
Ascomycetes และ Fungi Imperfecti จะพบมากในสภาพธรรมชาติที่ช้ืน soft-rot fungi สามารถยอย
สลาย  polysaccharides ไดดี แตยอยสลายลิกนินไดแบบชาๆ (Kirk, 1984) สวน brown-rot fungi 
สามารถยอยสลาย polysaccharides และเปลี่ยนแปลงโครงสรางของลิกนินโดยแทรกเขาที่ lumen 
ของเนื้อไม เชือ้ราพวกนี้ทําการยอยสลายไดคลายกับ Basidiomycetes ซ่ึงเปนกลุมหนึง่ใน white-rot 
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fungi (Buswell and Odier, 1987) แตอยางไรก็ดี ทั้ง soft-rot fungi และ brown-rot fungi สามารถ
ยอยลิกนนิไดอยางชาๆ มีศักยภาพต่าํเมื่อเปรียบเทียบกับ white-rot fungi ซ่ึงมีความสามารถสูงใน
การยอยสลายลิกนิน และเปนกลุมจุลินทรยีที่มีการศึกษากันมาก โดย white-rot fungi สามารถบุกรุก
เขาที่ lumen ของเซลลเนื้อไมเหมือนกับ brown-rot fungi แต white-rot fungi มีคุณสมบัติพิเศษกวา 
ตรงที่มีผนังเซลลบางมากจนสามารถเขาถึง middle lamella ของพืช และยังมีผลให extracellular 
enzyme สามารถหลั่งออกมานอกเซลลไดงายกวา จนสามารถยอยสลายทั้ง polysaccharide และ 
ลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ (Hatakka, 1986) white-rot fungi สวนมากไดแกกลุมของ 
Basidiomycetes และ Ascomycetes บางสายพันธุ white-rot fungi ที่มีการศึกษากันไดแก Polyporus, 
Pycnoporus, Fomes, Ischnoderma, Pleurotus, Phlebia, Phellinus, Ganoderma, Cerrena, 
Meruleus, Poria , Xylolobus, Hirschioporus, Lentinula, Bjerkandera และ Sporotrichum (Hatakka, 
1986) ซ่ึงสายพันธุที่มีการศกึษากนัมาก ไดแก Phanerochaete chrysosporium 
 
 white-rot fungi ไมใชลิกนนิเปนแหลงคารบอนอันดับแรก โดย Kirk et al. (1976) ได
ทดลองยอยสลายลิกนินโดยมีแหลงคารบอนเปนกลูโคสหรือเซลลูโลส ซ่ึงพบวาระหวางการเจริญนี้
จะไมมกีารยอยสลายลิกนินเลย แตเมื่อกลูโคสหรือเซลลูโลสหมดไปจะมีผลกระตุนใหสราง
เอ็นไซมที่สามารถยอยสลายลิกนินใหกลายเปนแหลงคารบอนตอไปได (Keyser et al.,1987) ใน
การยอยสลายตามธรรมชาตินั้นเชื้อราจะใชแหลงคารบอนคือ polysaccharides จากพชืกอนจะมีการ
ใชลิกนิน 
 

ในสภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจน Phanerochaete chrysosporium จะสามารถยอยสลาย
ลิกนินไดดีมาก (Kirk et al., 1976; Fenn and Kirk, 1981) สารประกอบไนโตรเจน เชน กรดอมิโน
ตางๆ ไดแก glutamate, glutamine และ histidine มีผลยับยัง้การยอยสลายลิกนิน โดยควบคุมที่ระดับ 
cyclic AMP (cAMP) โดยจากการทดลองพบวาระดับของ cAMP ใน Phanerochaete จะลดพรอม
ทั้งลดกิจกรรมการยอยสลายของลิกนินลงดวย (MacDonald et al., 1984) 
 

การยอยสลายลิกนินใน Phanerochaete chrysosporium ยังถูกควบคุมโดยสภาวะการขาด
แคลนแหลงคารบอน โดยเมือ่มีการเติมคารโบไฮเดรตจะมีผลลดการยอยสลายลิกนนิ และเมื่อมกีาร
เติม glutamate จะลดการยอยสลายลิกนินอยางสมบูรณ (Jeffries et al., 1981) นอกจากนี้ยังพบวา
การขาดแคลนซัลเฟตมีผลตอการลดการยอยลิกนินดวย ในขณะที่การขาดแคลนฟอสฟอรัสไมมีผล
ตอการยอยสลายลิกนิน 
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 Phanerochaete chrysosporium ตองการออกซิเจนในการยอยสลายลิกนิน ทดลองโดยเลี้ยง
เชื้อในอาหารเหลวที่มีการเขยา มีผลใหเสนใยของเชื้อรารวมกันเปนกลุมมีลักษณะเปน pellet ซ่ึงมี
ผลตอความสามารถในการรับออกซิเจนและการยอยสลายลิกนิน (Kirk and Farrell., 1987) 
 

2.2  การยอยสลายลิกนินโดยแบคทีเรีย แบคทีเรียจํานวนมากทั้งแกรมบวกและแกรมลบมี
ความสามารถในการยอยสลายลิกนินได แตถึงอยางไรกต็ามกระบวนการยอยสลายโดยแบคทีเรีย
เกิดขึ้นชา และไมสมบูรณเมือ่เทียบกับเชื้อรา การยอยสลายลิกนินของแบคทีเรียในสภาวะที่มีอากาศ
ทั่วถึงจะมีประสทิธิภาพสูงกวาสภาวะไมมอีากาศ 
 

แบคทีเรียแกรมลบที่มีความสําคัญในการยอยสลายลิกนนิคือ Pseudomonas, Xanthomonas, 
Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Beijerinckia  และ Erwinia สวน
แบคทีเรียแกรมบวกที่มีการศึกษาถึงการยอยสลายลิกนนิจะอยูในกลุม Actinomycete ไดแก 
Streptomyces, Actinomadura, Arthrobacter, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus และ 
Thermomonospora (Zimmermann, 1990) 
 

การยอยสลายลิกนินของแบคทีเรียไมตองการสารตั้งตน Odier และ Monties (1978) ได
ทดลองเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  Xanthomonas ในอาหาร minimal medium ที่มี dioxane-lignin เปน
แหลงพลังงานและแหลงคารบอนเปนเวลา 15 วัน พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายลิกนินได 77 % 
และเมื่อมีการเติมกลูโคส พบวาอัตราการยอยสลายลิกนนิเหลือเพยีง 23 % นอกจากนี้ยังพบวา
แบคทีเรียมีความสามารถในการสลาย methoxyl groups, aromatic ring และ side chain ได แตมี
ประสิทธิภาพดอยกวาเชื้อรา 
 

2.3  การยอยลิกนินโดยใชเชือ้รารวมกับแบคทีเรีย ไดมีการใชเชื้อรารวมกับแบคทีเรียใน
การเพิ่มประสทิธิภาพการยอยสลายลิกนิน Blanchette และ Shaw (1978a) ไดทดลองใชแบคทีเรีย 
(Enterobacter sp.) หรือยีสต (Saccharomyces bailii และ Pichia pinus) รวมกับ Basidiomycetes 
เชน Coriolus versicolor, Hirschioporus abietinus และ Poria placenta ยอยเนื้อไมเปนเวลา 5 เดือน 
พบวาการยอยมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นโดยแบคทีเรียสงเสริมการเจริญของเชื้อราโดยใหสารพวก
วิตามินแกเชื้อรา และพบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายไมไดหลังจากเชื้อราไดทําลายผนังเซลลแลว 
การรวมกันของแบคทีเรียและเชื้อรานี้ เปนวิธีหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนิน 
(Blanchette and Shaw, 1978b) 
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3.  เอ็นไซมยอยสลายลิกนินจากเชื้อรา 
 

3.1  lignin peroxidases เปนเอ็นไซมตัวแรกที่มีการคนพบวาสามารถยอยสลายลิกนนิได 
โดยการยอยลิกนินจะอาศยัไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวทําใหเกดิการตัดพันธะ Cα -Cβ ของ
ลิกนิน และ methylated lignin แยกครั้งแรกจาก Phanerochaete chrysosporium มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 42 kDa มี protoheme IX เปน prosthetic group โดยมี 1 โมลของ protoheme IX เทากับ 
โมลของ lignin peroxidase  

  
 โดยปกต ิlignin peroxidase สามารถเกิดปฏิกิริยาไดในสภาวะไมมีออกซิเจน แตตองมี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนสิ่งกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา (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 ในธรรมชาติมีองคประกอบเปน heme iron atom (Fe III) 
โดยปฏิกิริยาจะเกดิขึ้นเมื่อมไีฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวใหอิเล็กตรอน 2 อนุภาคแก  oxi-iron 
cation radical (Fe IV-O) กลายเปน compound I (LiP I) ซ่ึงสามารถยอยสลายลิกนินไดจากนั้นจะ
เกิด oxidize อีก 1 คร้ัง กลายเปน compound II (LiP II) และกลับเขาสูสภาวะเดิม ถาในสภาวะที่มี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากจะ oxidize ตอเปน compound III (LiP III) (ภาพที่ 4) โดยมีveratryl 
alcohol เปนสารตัวกลาง (mediator) ที่ทําหนาที่ใหอิเล็คตรอนแก compound II และ compound III 
เพื่อกลับมาเปน lignin peroxidase ในสภาวะปกติ (Wariishi and Gold, 1989; Tien and Kirk, 1984; 
Andrawis et al., 1988;  Wariishi et al., 1990) 

 
3.2  manganese peroxidase เปนเอ็นไซมที่เกิดปฏิกิริยา peroxidase โดยอาศัย manganese 

(MnII) และถูกกระตุนโดย lactate พบในอาหารเหลวทีใ่ชเล้ียง Phanerochaet (Kuwahara et al., 
1984; Huynh and Crawford, 1985) เอ็นไซม manganese peroxidase มีน้ําหนกัประมาณ 46 kDa  
ประกอบดวย glycoprotien และม ีprotoporphyrin IX เปน prosthetic group มี glycan 17% มี
คุณสมบัติเหมอืน lignin peroxidase (Glenn and Gold, 1985; Paszczynski et al., 1986) และมี 
coordination site เปน heme iron ที่มีรูปแบบเชนเดยีวกันกับที่พบใน lignin peroxidase , 
horseradish peroxidase และ yeast cytochrome c peroxidase  โดย heme iron นี้มีกรดอมิโน 
histidine เปน 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  โครงสราง 3 มิติของเอ็นไซม yeast cytochrome c peroxidase 
 ท่ีมา: Anonymous (2006) 
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manganese peroxidase ที่ผลิตไดจาก Phanerochate chrysosporium  เปน isoenzyme มี
หลายรูปแบบแตทําหนาทีเ่ดยีวกัน (Leisola et al., 1987; Farrell et al., 1989) กลไกการทํางานของ 
manganese peroxidase เหมือนกับ peroxidase ทั่วไป คอืมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนสารกระตุน
ใหเกิดปฏิกิริยาเร่ิมตน โดย Mn(II) ให 2 อิเล็คตรอนแกไฮโดรเจนเปอรออกไซดทําใหได 
compound I ซ่ึง Mn(II) เกิด oxidize เปน Mn(III) โดย compound I จะถูกออกซิไดสตอเปน 
compound II และเขาสูสภาวะเดิมคือ manganese peroxidase และถามไีฮโดรเจนเปอรออกไซดมาก
เกินพอจะทําใหเกิด compound III ไดอีกซึง่จะสามารถยอยสลาย phenolic lignin model 
compounds รวมทั้งสามารถยอยลิกนนิไดดวยเชนกนั (Wariishi et al., 1988, Wariishi and Gold 
1989; Forrestes et al., 1988) manganese peroxidase สามารถ oxidize สาร glutathione, 
dithiothreitol และ NADPH ไดและพรอมกันนีย้ังผลิตน้ําไดจากออกซิเจนซึ่งเกดิในปฏิกิริยา 
Mn(II)-dependent reaction และผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพื่อปฏิกิริยา peroxidation สําหรับ
การยอยสลายลิกนิน (Paszczynski et al., 1985; Paszczynski et al., 1986)  

 
3.3  laccase จากเชื้อราเปนเอ็นไซมจัดอยูในกลุม extracellular glycoprotein (ตารางที่ 1) 

สามารถยอยสลายสารทั้งพวก phenolic และ non-phenolic compounds เชน 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
ทดลองสกัดแยกเอ็นไซมใหบริสุทธิ์พบวาเปน isoenzyme เนื่องจากมกีารดัดแปลงโมเลกุลเพื่อความ
สมบูรณเหมาะตอ extracellular location ที่แตกตางกัน โดยมีการตัดสายของ polypeptide หรือเติม
หมูคารโบไฮเดรต เอ็นไซมนี้มีขนาด 60-80 kDa ประกอบดวย 520 -550 กรดอมิโนมคีารโบไฮเดรต
เปนองคประกอบ 15-20 % และมี copper 2-4 อะตอมตอโมเลกุลของเอ็นไซม (ภาพที่ 6) จาก
การศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดของ cDNA ของยีน laccase ในราชนิดตางๆ ไดแก Neurospora 
crassa, Aspergillus nidulans (Ascomycete), Coriolus birsutus, Plebia radiata และ Agaricus 
bisporus (Basidiomycetes) พบวาบริเวณอนุรักษของยนี laccase คือบริเวณ copper binding site ซ่ึง
ประกอบดวย cysteine 1 residue และ histidine 10 residue จับกับคอปเปอร 4 อะตอม ซ่ึงลักษณะนี้
สามารถพบไดในเอ็นไซม ascorbate oxidase และ mamalian plasma protein ceruloplasmin 
โครงสราง 3 มิติของเอ็นไซม laccase ที่ไดจาก Neurospora crassa และ Phlebia radiata มีลักษณะ
เปน β-barrel เหมือนกับที่พบในเอ็นไซม ascorbate  oxidase ซ่ึงจากการเปรียบเทียบคาความ
คลายคลึงของสาย polypeptide ของเอ็นไซม laccase 5 สาย และเอน็ไซม ascorbate oxidase 2 สาย 
พบวามีคาความคลายคลึง 83 เปอรเซ็นต   
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white-rot fungi สวนมากสามารถผลิต laccase และหลั่งออกมานอกเซลล เอ็นไซม laccase 
สามารถยอยสลาย lignin model compounds และ phenolic hydroxyl ไดเปน phenoxy radicals โดย
ใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอน กลุมราที่สามารถผลิต laccase ไดดีคอื  Trametes (Polyporus, 
Coriolus) versicolor (Bollag and Leonowicz, 1984) Pleurotus ostreatus (Sannia et al., 1986) 
สวน Phanerochaete chrysosporium เปนกลุมของ white-rot fungi ที่ไมสามารถผลิต laccase ได 
 

4.  การยอยสลายลิกนินโดย White-rot fungi 
 
 ราที่ใชศึกษากลไกในการยอยลิกนินคือ Phanerochaete chrysosporium โดยในการยอย
สลายลิกนิน Phanerochaete  chrysosporium ผลิตเอ็นไซม 3 ชนิดคือ LiP MnP และ glyoxal 
oxidase (GLOX) (Kirk and Hammol.,1992) โดยเอน็ไซมทั้งสามมีการทํางานรวมกนัดังภาพที่ 7 
โดยเริ่ม จากเอน็ไซม GLOX ทําหนาที่ในการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดหรับการทาํงานของ
เอ็นไซม peroxidase ซ่ึงมีเอ็นไซม LiP เปนเอ็นไซมหลักในการยอยโครงสรางที่เปน non-phenolic 
ของ ลิกนินสวนที่เปน aromatic nuclei จะถกู oxidized ไปเปน aryl cation radical ซ่ึงจะถูกตัดใน
ขบวนการ fragmentation ในขณะผลิต veratryl alcohol ซ่ึงเปน secondary metabolite ทําหนาที่
กระตุนการสราง LiP และเปนตัวกลางในการสงถายประจ ุ(charge-transfer mediator) (ภาพที่ 8) 
เอ็นไซม MnP จะผลิต Mn3+ ซ่ึงเมื่อถูก chelate จะทําหนาที่ oxidize สารพวก phenolic สารระหวาง
ปฏิกิริยาทั้งที่เปน aliphatic และ aromatic ก็จะถูก metabolize ตอโดยราจนกลายเปน
คารบอนไดออกไซดและน้าํ 
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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  (ตอ)  
 

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  โครงสราง 3 มิติ ของเอ็นไซม laccase ใน Trametes versicolor ; 

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

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่8  บทบาทของ veratryl alcohol ในการเปนตวักลางการสงตอประจุในขบวนการ
ยอยลิกนนิ 

 ท่ีมา: Harvey et al. (1986) 
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5.  ประโยชนของเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 

เอ็นไซมยอยลิกนินจาก white rot fungi นอกจากจะยอยและฟอกจางสีเนื้อไมแลวยัง
สามารถยอยสลาย hydroxy stilbenes ซ่ึงเปนสารที่ใชเปนสียอมผม (Onuki  et al., 2000; Pruche et 
al., 2000) เอ็นไซม laccase ที่อยูบนผิวหนาพื้นดินมีประโยชนในการวเิคราะหและตรวจวดัสารพวก 
azide (Leech and Daigle, 1998) โดยตวัตรวจจับจะตรวจรีดักชั่นของออกซิเจนในกระบวนการยอย
สลายที่เกิดขึ้น ประโยชนของ ligninolytic enzyme  สามารถสรุปไดดังนี้ 
 
  5.1  Delignification เปนการยอยสลายลิกนนิในเนื้อเยื่อไมซ่ึงมีความสําคญัตออุตสาหกรรม
การผลิตเยื่อกระดาษ ไดมีการศึกษาระบบการยอยลิกนินโดยเอ็นไซม laccase, MnP และ LiP ใน 
white-rot fungi ชนิดตางๆ พบวาเอ็นไซมทีไ่ดมีความสามารถในการยอยลิกโนเซลลูโลสได
เหมือนกนั แตมีความแตกตางดาน molecular weight, optimum pH  และคุณสมบัติอ่ืนๆ โดย
เอ็นไซม laccase จะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสไดสูงเมื่อมีสารพวก phenolic 
เปนตัวกระตุน (Mai et al., 2000) สาร phenolic นี้เปนพษิตอราแตไมเปนอันตรายตอยีสต Larsson 
et al. (2001) ไดทําการตดัตอยีน laccase จาก Trametes เขาสูระบบของยีสต Saccharomyces 
cerevisiae เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอ็นไซมใหสูงขึ้น พบวาสามารถเกิดการยอยสลายเนื้อ
ไมไดดแีละทนตอสารพวก phenolic ได 
 

5.2  Ethanol production โดยใชยีสตดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อใหทนตอสารพวก phenolic 
และสามารถสลายลิกโนเซลลูโลส (Larsson et al., 2001) โดยถายยนี laccase จากรากลุม white-rot 
คือ Trametes versicolor เขาสูยีสต S. cerevisiae โดยตอยีนภายใต PGK1 promoter เปนการ
ปรับปรุงการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบจําพวกลิกโนเซลลโูลส  

 
5.3  Bioremediation เอ็นไซมจากราสามารถยอยสลายสารที่ยอยยากทีก่อใหเกิดมลภาวะตอ

ส่ิงแวดลอมได เชน Trichlorophenol, 2,4,6-tricholophenols สามารถยอยสลายโดยรา Panus 
tigrinus และ  Coriolus versicolor ไดเปน 2,6 dichloro-1,4-hydroguinol และ 2,6-dichloro-1,4-
benxoquinone โดย P. tigrinus  ผลิตเอ็นไซม MnP สวน C. versicolor ใชเอ็นไซม laccase ในการ
ยอยสลาย (Leontievsky et al., 2000) สียอมสังเคราะหจําพวก azure B, brilliant green, congo red, 
crystal violet และ remazo’ brilliant blue R สามารถยอยสลายไดโดย Flavodon flavus ในอาหารทีม่ี
แหลงไนโตรเจนต่ํา (Raghukumar, 2000) T. versicolor สามารถกําจัดสี Poly R-478 ได 90 % โดยมี 
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veratryl alcohol เปนตัวกระตุน และสามารถยอยสลายสาร humic acid โดยสลาย 4-methyl-3-
hydroxyanthranilic acid ไดเปน 2-amino-4,6-dimethyl–3-phenoxa zinone–1,9- carboxylic acid 
(Osiadacz et al., 1999; Fakoussa  and  Frost, 1999) สารกําจัดแมลงศัตรูพืชพวก Isoxaflutole ซ่ึง
ตกคางในดินและพืชในรูปแบบของ diketonitrile สามารถถูกยอยสลายโดย Phanerochaete 
chrysosporium และ T. versicolor ไดเปน benzoic acid มีการแยกเอนไซม laccase บริสุทธิ์จาก 
Coriolopsis gallica เพื่อใชในการยอยสลายสาร carbazole, N-ethylcarbazole, fluorene และ 
dibenzothiophene (Bressler et al., 2000) ในป ค.ศ. 2000 Hublik และ Schinner ไดตรึงเอนไซม 
laccase ที่แยกมาจาก Pleurotus เพื่อใชในการกําจัดสารพวก phenolic จากมลภาวะ และไดมีการ
ปรับปรุงใหมกีารยอยสลายสาร 2,6-dimethoxyphenol ในระบบถังหมกั 

 
6.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอ 
 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดเีอ็นเอเปนสิ่งสําคัญสําหรับงานวิจยัทางอณชีูว 
วิทยาโดยเฉพาะกับดเีอ็นเอสายใหมที่เพิ่งทราบลําดับนิวคลีโอไทด การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ-
ไทดบนสายดีเอ็นเอจะทําใหทราบถึงบริเวณที่มีรหัสในการสรางโปรตีน บริเวณที่เกีย่วของกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี นอกจากนีย้งัสามารถวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอ
ใหมโดยทําการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเออืน่ๆ เพื่อทราบบริเวณที่
คลายคลึงกัน 

  
 ในการหาบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสรางโปรตีนนั้นสามารถทําไดโดยการหา open 
reading frame (ORF) แลวจงึตรวจสอบวา ORF ที่หาไดนั้นเปนบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสราง
โปรตีนจริงหรือไม ซ่ึงสามารถตรวจสอบได 2 วิธี คือ หาคุณสมบัติทางสถิติของลําดับนิวคลีโอไทด
ของสายดีเอ็นเอ ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวเปนรหัสการสรางโปรตีน และหาบริเวณทีเ่กี่ยวของกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี เชน promoter, ribosome binding site, terminator และบริเวณที่มกีาร
เติม poly-A หรือบริเวณที่เกีย่วของกับขัน้ตอน RNA splicing 
 
 ลักษณะของ coding region คือสวนลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอทีม่ีรหัสสําหรับการ
สรางโปรตีนจะมีองคประกอบที่มีลักษณะเฉพาะซึ่งแตกตางจากลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
บริเวณทีไ่มมีรหัสสําหรับการสรางโปรตนี เนื่องจากลําดบันิวคลีโอไทดจะตองมีรหสัสําหรับกรด 
อมิโนที่ประกอบเปนสาย polypeptide สําหรับโปรตีนนั้น หนาที่การทํางานของโปรตีนจึงมีสวน
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อยางมากในการกําหนดลําดบันิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ นอกจากนั้นมกีารศึกษาทีแ่สดงวาดเีอ็นเอ
ในบริเวณที่มีรหัสสําหรับการสรางโปรตีนมีคุณสมบัติของ periodicity คุณสมบัตินี้สามารถ
วิเคราะหได 2 วิธี คือ 1) base composition bias โดยคาดวาในสวน non-coding region นั้นมีการ
กระจายตัวอยางอิสระ ดังนัน้องคประกอบของเบสแตละชนิดมีปริมาณไมแตกตางกัน สวนใน
บริเวณ coding region จะมกีารกําหนดเบสขึ้นอยูกับกรดอมิโนที่มาประกอบกันเปนสายโปรตีน 
โดยทั่วไปแลวพบวาเบสในตาํแหนงที่ 1 และที่ 2 ของโคดอนทั้งหมดใน coding region จะเปน
เบสกัวนนีและไซไตซีนเทากับ 50 เปอรเซ็นต โปรแกรมทางคอมพิวเตอรสําหรับการวิเคราะหหา 
coding region โดยวิธีนี้ เชน โปรแกรม Testcode อยูในซอฟแวร GCG package โดยคาํนวณหา
ปริมาณเบสที่เปนองคประกอบเปนสวนๆ ซ่ึงมีความยาวตามที่กําหนด แลวจะเลื่อนไปคํานวณใน
สวนถัดไป การวิเคราะห coding region นี้ไมตองการขอมูลอ่ืนใดมาประกอบแตมีขอบกพรองที่วา
ไมสามารถหาจุดเริ่มตนและสิ้นสุด รวมทั้งไมสามารถบอก reading frame ได และ 2) codon usage 
patterns คือรูปแบบของการใชโคดอนเพือ่ประกอบเปนยีนเปนลักษณะที่เรียกวา codon preference 
โดยคํานี้มีความหมายตางจาก codon usage ซ่ึงหมายถึงความถี่ที่โคดอนแตละตวัถูกใชเพื่อเปน
องคประกอบของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน การวิเคราะหหา coding region นั้นไดจากการ
คํานวณหา codon usage ของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการวิเคราะหถา codon usage ที่คํานวณได
สอดคลองกับ codon preference สําหรับสิ่งมีชีวิตนั้น ก็นาจะเปนไปไดวาดีเอ็นเอบริเวณที่ทําการ
วิเคราะหเปน coding region การวิเคราะหโดยวิธีนี้เหมาะสมสําหรับยีนที่มีการแสดงออกใน
ระดับสูง 
 
 ลักษณะของสวนควบคุมการแสดงออกของยีน (regulatory element) คือบริเวณที่เกีย่วของ
กับการควบคมุการแสดงออกของยีนและมักจะเปนดีเอน็เอสวนสั้นๆ การวิเคราะหหาดีเอ็นเอ
บริเวณนี้สามารถทําไดโดยการหาสวนของดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตรงกับ 
regulatory element ที่ตองการ เนื่องจาก regulatory element มีขนาดสั้นและมีลําดับนวิคลีโอไทดที่
แตกตางกันไดบาง ประสิทธิภาพของวิธีการหาบริเวณที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนจึงขึ้นอยูวาจะสามารถกําหนดลักษณะของลําดับนิวคลีโอไทดของ regulatory element ใหชัดเจน
ไดเพยีงใด การใหความหมายและกําหนดลักษณะของ regulatory element สามารถทําไดโดยการใช
ลําดับนิวคลีโอไทดชนิดทีเ่ปน consensus เปนตัวกําหนด ตัวอยางเชน บริเวณโปรโมเตอรที่
ตําแหนง –10 ของยีนในแบคทีเรีย E.coli มี consensus คือ TATAAT ดงันั้นในการหาโปรโมเตอร
ของยีนในแบคทีเรียจะหาบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน TATAAT หรือที่ใกลเคียงนี้มากที่สุด 
วิธี frequency matrix เปนการหาความถี่ของเบสแตละชนดิ ที่แตละตําแหนงของลําดบันิวคลีโอ-
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ไทดในบริเวณควบคุมโดยแสดงเปนตารางการกระจายความถี่ และอีกวิธีคือวิธี weight matrix เปน
ตารางที่แสดงนัยสําคัญของการพบเบสชนิดหนึ่งๆ ในตําแหนงหนึ่งๆ สรางจาก frequency matrix 
โดยนําคาความถี่นี้ไปหาคาเฉลี่ยของการพบเบส ตัวเลขที่ไดนี้แสดงคาโอกาสพบเบสหนึ่งๆ มาก
นอยกวาปกตเิปนกี่เทาในแตละตําแหนง จากนั้นหาคา logarithm ของตัวเลขนั้น 
 
 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เปนกลุมของโปรแกรมคอมพิวเตอร
สําหรับเปรียบเทียบหาความคลายคลึงกันของดีเอ็นเอ หรือโปรตีน ถูกพัฒนาโดย National Center 
for Biotechnology Information สหรัฐอเมรกิา สามารถทํางานและแสดงผลไดรวดเร็ว ประกอบดวย 
5 โปรแกรม คือ 
 

1.  BlastN เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอกบัลําดับ  
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอทีอ่ยูในฐานขอมลู 

 
2.  BlastP เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทยีบลําดับกรดอมิโนของ polypeptide กับลําดับ

กรดอมิโนของ polypeptide ที่อยูในฐานขอมูล 
 
3.  BlastX เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ไดจาก

การแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่สนใจ โดยเปรยีบเทียบกับลําดับกรดอมิโนของ 
polypeptide ที่อยูในฐานขอมลู 

4.  TblastN เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของ polypeptide กับลําดับ
กรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่อยูใน
ฐานขอมูล 

 
5.  TblastX เปนโปรแกรมสําหรับเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนทั้ง 6 reading frame ที่ได

จากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอทีส่นใจ โดยเปรยีบเทียบกับลําดับกรดอมิโน
ทั้ง 6 reading frame ที่ไดจากการแปลรหัสลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่อยูในฐานขอมูล 
 

ผลจากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดนี้แสดงถึงความนาจะเปนโดยคาํนวณจากคะแนน 
และความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน โดยโปรแกรม BLAST จะบอกคาความนาจะเปน
ของผลการเปรียบเทียบ คานี้สามารถใชประเมินความนาเชื่อถือได เนือ่งจากขอมูลลําดับนิวคลีโอ-
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ไทดที่เพิ่มมากขึ้นในฐานขอมูล จึงมีความตองการที่จะเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในหลายสาย
คราวเดียวกนั ดังนั้นนกัวจิัยจาก European Molecular Biology Laboratory ประเทศเยอรมัน ไดวจิัย
โปรแกรมชุด Clustal ขึ้นมาเพื่อชวยในการวิเคราะห multiple sequence alignment 
 
7.  การวิเคราะหลําดับกรดอมิโนบนสายนวิคลีโอไทด 
 
 รูปแบบและตาํแหนงการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอมิโนที่แปลรหัสมาจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด สามารถบอกไดถึงคุณสมบัติของบริเวณจําเพาะตางๆ ที่พบในโปรตีนชนิดนัน้ๆ 
การวิเคราะหหาบริเวณจําเพาะเหลานี้มีความสําคัญในการทํานายชนดิของโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยจะเปนตัวบงชีว้าบริเวณนั้นๆ จะเปนบริเวณทีม่ีความจําเพาะตอการเกิด 
ปฏิกิริยาใด พบวารูปแบบของลําดับนิวคลีโอไทดหรือกรดอมิโนที่ใหลักษณะเฉพาะนี้ในเอ็นไซม
ชนิดเดยีวกันหรือกลุมเดียวกันจะมีความคลายคลึงกัน 
 
 รูปแบบของกรดอมิโนบริเวณจําเพาะในเอนไซม lignin peroxidase และ manganese 
peroxidase จะมีความคลายคลงึกัน ไดแก บริเวณ glycosylation site ที่กําหนดดวยกรดอมิโน Asn 
257 (หมายถึงกรดอมิโน Asparagine ในตาํแหนงที่ 257) และ/หรือ Ser 334 (Thomas, et al. 1993),   
บริเวณ glycosylation site ที่กําหนดดวยกรดอมิโน Asn 103-Asn 131-Asn 135-Asn 160 (Pekk, et 
al. 2003), บริเวณ C-terminal site กําหนดดวยบริเวณทีเ่ปน proline rich ซ่ึงมีการเรียงตัวของกรด 
อมิโนเปน 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 กําหนดดวย His 47 (Thomas, et al. 1999),  บริเวณ 
conserved proximal histidine กําหนดดวย His 176 (Thomas, et al. 1999), บริเวณ manganese 
binding site กําหนดดวย 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) กําหนดดวยลําดับของนิว 
คลีโอไทด TGACGTC (Mario, et al. 2000), บริเวณ MRE (Metal response element) กําหนดดวย
ลําดับของนิวคลีโอไทด ACCCCG (Mario, et al. 2000), บริเวณ XRE (Xenobiotic response 
element) กําหนดดวยลําดับของนิวคลีโอไทด CACGCT (Mario, et al. 2000) 
 

รูปแบบของกรดอมิโนบริเวณจําเพาะของเอนไซม laccase คือ บริเวณ copper-binding site 
กําหนดดวยกรดอมิโน histidine ที่มีการเรียงตัวเปน His _ His หรือ His _ _ His _ His (Kazutomo, 
et al. 2002) 



อุปกรณและวิธีการ 

 
อุปกรณ 

 
1.  เชื้อจุลินทรีย 
 

เชื้อจุลินทรียทีใ่ชประกอบดวยเชื้อรา YK505 (Trametes hirsuta) เปนเชื้อใชเปรียบเทียบ
ไดรับจาก Dr. Kondo, Kyushu University ผานทางสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภณัฑเกษตรและ
อุตสาหกรรมเกษตร, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร เชื้อรา GF เปนเชื้อสายพันธุบริสุทธิ์คัดแยกไดจาก
การวิจยัคร้ังนีแ้ละเชื้อแบคทเีรีย E. coli  DH5α (F+supE44 endA1 hsdR17(rk

-mk
+) gln44 thi1 recA1 

gyrA(Nal2) deoR lambda-) 
 

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

อาหารแข็ง ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA), Luria-Bertani Agar (LA) และ Nutrient 
Agar (NA) สวนอาหารเหลว ไดแก Potato Dextrose Broth (PDB), Luria-Bertani Broth (LB) และ 
Basal Medium (ภาคผนวก) 

 
3.  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 

 3.1  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหเบื้องตน ไดแก จานเพาะเลี้ยง ตูควบคุมอุณหภูมิ 
สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารแข็งสูตร NA ซ่ึงเติม 2 มิลลิโมลาร ABTS, 0.01% Phenol Red และ 0.8 
กรัมตอลิตร Tannic acid 

 
3.2  อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน ไดแก เครื่อง 

spectrophotometer หลอดทดลอง สารตั้งตนในการรีดิวซของเอ็นไซม laccase, manganese 
peroxidase และ lignin peroxidase 
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4.  อุปกรณและสารเคมีในการสกัดแยก DNA และ RNA 
 

4.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเสนใย ไดแก ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ สารเคมีที่ใชเตรียมอาหาร PDB 

 
4.2  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการสกัดแยก DNA และ RNA ไดแก เครื่องปนเหวีย่ง

ความเร็วสูง หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร และ 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต เครื่องแกว สารเคมี
ตางๆ  
 
5.  อุปกรณและสารเคมีในการแยกพลาสมดิจากแบคทีเรีย 
 

5.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ไดแก ฟลาสก เครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสูตร LB 

 
5.2  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการแยกพลาสมิด ไดแก เครื่องปนเหวีย่งความเรว็สูง  

หลอดปนเหวีย่งขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไมโครปเปต เครื่องแกว สารเคมีตางๆ   
 
6.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณ DNA  
 

6.1  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการวัดความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ ไดแก เครื่อง 
spectrophotometer 

 
6.2  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการแยกขนาดดีเอ็นเอ ไดแก ชุดอิเล็กโตรโฟรีซิสและ

อุปกรณถายรูป 
 

7.  อุปกรณและสารเคมีในการทํา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

7.1  อุปกรณในการทํา PCR ไดแก เครื่อง Thermal cycler ไมโครปเปต หลอดทําปฏิกริิยา 
PCR แบบผนงับางขนาด 500 มิลลิลิตร  
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7.2  สารเคมีในการทํา PCR ไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ ไพรเมอร เอ็นไซม Taq DNA 
polymerase และ dNTP 

 
8.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการถายยนีเขาสูแบคทีเรีย 
 

8.1  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรีย ไดแก ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ตูควบคุมอุณหภูมิ สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเหลวสูตร LB 

 
8.2  อุปกรณทีใ่ชในการนําดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเซลล ไดแก อางปรบัอุณหภูมใิหรอน 

และอางน้ําแข็ง 
 
9.  ชุดสําเร็จรูป 
 

9.1  ชุดสกัดแยก total RNA จากเสนใยรา Rneasy Plant Mini kit ของบริษัท Qiagen  
 
9.2  ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเออยางรวดเรว็ Colony Fast Screen (Size Screen) ของบริษัท 

Epicenter 
 
9.3  ชุดสกัดแยกแถบดเีอ็นเอจากชิ้นวุน Gene clean II Kit ของบริษัท BIO 101 
 
9.4  ชุดการทําโคลน QIAGEN PCR Cloning Kit ของบริษัท Qiagen 
 
9.5  ชุดสกัดแยก QIAquick spin สําหรับทํา PCR product ใหบริสุทธิ์ของบริษัท Qiagen 

 
10.  คอมพิวเตอรและโปรแกรมสําหรบัการวิเคราะหลําดับเบส   
 

ไดแก โปรแกรม DNASIS version 2, ClustalW และ BLAST (จากฐานขอมูลผานเว็ปไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
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วิธีการ 

 
1.  การคัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากธรรมชาต ิ
  

1.1  การเก็บตวัอยางจากธรรมชาติ เก็บตัวอยางชิ้นไมผุและดินใตไมผุจากอุทยานแหงชาติ
เขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี อุทยานแหงชาตหิวยขาแขง จังหวัดอทุัยธาน ี
  

1.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีกจิกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน วางตวัอยางที่เก็บไดจากขอ 1.1 
บนอาหารสูตร NA (Nutrient Agar) ที่เสริมดวยยาปฏิชีวนะ streptomycin ที่ความเขมขนสุดทาย 
200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองนาน 1 วนั ตัดเฉพาะปลายเสนใยทีเ่จริญออกมาเลื้ยง 
บนอาหารจานใหมทําเชนนี้ 3 คร้ัง แลวปลอยใหเชื้อราเจริญเติบโตนาน 1 วันและ 2 วนั บันทึก
ลักษณะเสนใยและสปอรทีไ่ด 

 
 เมื่อเชื้อเจริญได 3 วัน ใช cock borrer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะอาหาร
วุนที่มีเสนใยอายุนอยอยูมาวางบนอาหาร NA ที่เสริมดวย tannic acid ปริมาณ 0.8 กรัมตอลิตร ที่จะ
ใหบริเวณสีเหลืองกับเอ็นไซม polyphenol oxidase, ABTS ปริมาณ 2 มิลลิโมลาร ที่ใหสีเขียวกับ
เอ็นไซม laccase และ 0.01% phenol red ที่ใหบริเวณสีเหลืองมะนาวกับเอ็นไซม manganese 
peroxidase เล้ียงเสนใยที่อุณหภูมหิองนาน 3 วัน แลวสังเกตุสีที่เกิดขึ้นรอบโคโลนี 
 
2.  การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน 

 
2.1 การวัดกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิ เอ็นไซมยอยลิกนินซึ่งนํามาศึกษานีแ้บงเปน 3 

ชนิด คือ เอนไซม lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP) และ laccaseโดยมีวิธีการ
ดังตอไปนี ้

 
 เอ็นไซม LiP วัดกจิกรรมตามวิธีของ Tien and Kirk (1988) โดยสวนผสมสารตั้งตน
ประกอบดวย 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 และตัวอยางเอ็นไซม 
โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 ไมโครลิตร วัดผลิตผลที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร  

(ε = 9300 M-1cm-1) 
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 เอ็นไซม MnP วัดกจิกรรมตามวิธีของ Pasczynski et al. (1988) โดยสวนผสมสารตั้งตน
ประกอบดวย 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 และตัวอยางเอ็นไซม โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 ไมโครลิตร 

วัดผลผลิตที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 465 นาโนเมตร (ε = 12100 M-1cm-1) 
 
 เอ็นไซม laccase วัดกิจกรรมตามวิธีของ Niku-Paavola et al. (1988) โดยสวนผสมสารตั้ง
ตนจํานวน 800 ไมโครลิตร ประกอบดวย 1โมลาร glycine-HCl pH 3.0 จํานวน 40 ไมโครลิตร 28 
มิลลิโมลาร ABTS จํานวน 500 ไมโครลิตร และตัวอยางเอ็นไซม โดยปริมาตรทั้งหมดเทากับ 800 

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

2.2  การเตรียมตัวอยางเอน็ไซมจากการเลีย้งเชื้อในอาหารแข็ง ดัดแปลงวิธีจาก Pal M. et 
al. (1995) โดยเล้ียงเชื้อในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ใสไมยูคาลิปตัสจํานวน 5 กรัม น้ําจํานวน 20 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาที ปลูกเชื้อ
ทุกสัปดาหเปนเวลา 9 สัปดาห โดยตดัชิ้นวุนที่มีเสนใยของเชื้ออายุนอยเจริญอยูดวย cock borrer
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ลงไป 3 ช้ิน บมที ่30 องศาเซลเซียส นํามาสกัดเอนไซมทุก
สัปดาห โดยเติม 50 มิลลิโมลาร sodium acetate pH 4.5 ที่แชในถังน้ําแข็งปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ปนแยกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็ว 3200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปหากิจกรรมของเอ็นไซม  
 
3.  การตรวจสอบสายพันธุเชือ้ราผลิตเอนไซมยอยลิกนิน 
 
 ทําโดยการเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS (Internal Transcribed Spacers)  ของ 
ribosomal DNA ที่เพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 10 x buffer จํานวน 5 ไมโครลิตร  
2 มิลลิโมลาร dNTP จํานวน 5 ไมโครลิตร ไพรเมอร ITS1 (TTC GTC GGT GAA CCT GCG G) 
(ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA 
TAT GC) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 ไมโครลิตร, recombinant plasmid จํานวน 10 
นาโนกรัม Taq DNA Polymerase จํานวน 2.5 ไมโครลิตร DNA template จํานวน 10 มิลลิกรัม ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํใหไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณสาย DNA ดวยเครื่อง PCR ที่สภาวะ 
denaturation 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที amplification 30 รอบ โดยกําหนด denaturing ที่ 94 
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องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที annealing ที่ 47 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที และ extension ที่ 72 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที เมื่อส้ินสุดรอบสุดทายทํา final extension ที่ 72 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาท ี
 
 นําผลิตผล PCR ที่ไดไปหาลาํดับนิวคลีโอไทด แลวทํา BlastN เขากับฐานขอมูลนิวคลีโอ-
ไทดใน Gen Bank ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
4.  การสังเคราะห cDNA 
  

4.1 การเลี้ยงและเก็บเสนใยดัดแปลงจาก Declan and Dobson (2001) โดยเล้ียงเสนใยใน
อาหารเหลว Basal medium สูตรที่มีแหลงไนโตรเจนและคารบอนต่ํา บมเสนใยในเครื่องเขยา 50 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 6 วัน แลวเติมกลูโคสใหไดความเขมขนสุดทาย 50 
มิลลิโมลาร และเติมสารกระตุนเอ็นไซม veratryl alcohol ใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร 
และ CuSO4 ใหไดความเขมขนสุดทาย 400 ไมโครโมลาร บมในเครื่องเขยา 25 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมงแลวเติมสารกระตุนเอน็ไซมอีกครั้งหนึ่ง บมในสภาพเดมิ
นาน 24 ช่ัวโมง แลวเก็บเสนใยแบบเทคนิคปลอดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรอง Glass filter 
whatman #4 ลางเสนใยดวยน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลวแชเย็นไว 2 คร้ัง ใชปมดูดอากาศดดูน้ําออกจากเสน
ใยผานกระดาษกรองใหไดมากที่สุด บดเสนใยในไนโตรเจนเหลวจนไดผงละเอียด แบงผงเสนใยลง
ในหลอดไมโครเซนตรฟิวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่แชเยน็หลอดละประมาณ 200 มิลลิกรัม รีบนํา
หลอดที่มีเสนใยเก็บใน -70 องศาเซลเซียสโดยเร็วกอนที่เสนใยจะละลาย 
 

4.2  การสกัด total RNA จากเสนใยที่เก็บ -70องศาเซลเซียส โดยใช Rneasy Plant Mini Kit 
ของบริษัท QIAGEN ทําโดยนําเสนใยที่บดใหเปนผงละเอียดในหลอดไมโครเซนตริฟวจ มาเติม
สารละลาย RLC จํานวน 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน อุนที่อุณหภูม ิ65 oC เปนเวลา 1-3 นาที 
จากนั้นถายใสหลอด QIAshredder spin column (lilac) ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา  
2 นาที สวนน้าํที่ไดเติมเอธานอล 96-100 % ปริมาตร 0.5 เทา ผสมใหเขากันแลวถายลงในหลอด 
Rneasy mini column (pink) ปนเหวี่ยง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผาน
คอลัมนแลวลางคอลัมนโดยเติมสารละลาย RW1 จํานวน 700 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 15 วินาที นําคอลัมนใสหลอดเซนตรฟิวกใหมและลางตอดวยสารละลาย RPE 
buffer จํานวน 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 2 คร้ัง จากนั้น
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ทําให Rneasy silica-gel membrane แหงโดยการนําคอลมันใสหลอดเซนตริฟวกใหมปนเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ละลาย RNA ซ่ึงติดอยูที่ Rneasy silica-gel membrane ดวยน้ํา
ปลอดเชื้อและไมปนเปอนดวย RNase ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพและปรมิาณ RNA 

 
4.3  การสังเคราะห cDNA ดวย Superscript III One-step RT-PCR ของบริษัท Invitrogen 

สารละลายปฏิกิริยาประกอบดวย 2 x Reaction Mix จํานวน 25 ไมโครลิตร, total RNA ปริมาณ 10 
พิโคกรัม - 1 ไมโครกรัม, ไพรเมอรตัวที่ 1 (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 - 2 
ไมโครลิตร, ไพรเมอรตัวที่ 2 (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) จํานวน 1 - 2 ไมโครลิตร, Superscript 
III enzyme Mix จํานวน 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้าํจนได 50 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดย
เครื่อง Thermal cycler ในสภาวะดังนี้ สราง cDNA เสนที่ 1 บมที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียสนาน 30 
นาที แลวสราง cDNA เสนที่ 2 ดวยการใหความรอน 94 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที ตามดวย 
amplification 40 รอบ โดยกาํหนด denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที annealing ที่
อุณหภูต่ํากวาคา Tm ของไพรเมอรจํานวน 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที extension ที่ 68 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 นาที เมือ่ส้ินสุดรอบสุดทายทํา final extension ที่ 68 องศาเซลเซียสเปนเวลา  
5 นาที เสร็จแลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสหรือนําไปทําใหผลิตผล PCR บริสุทธิ์ดวย QIA 
quick Spin Kit ของบริษัท QIAGEN 
 
5.  การสราง recombinant plasmid จาก cDNA 
  

ทําโดยนาํ cDNA จากขอ 4.3 มาเชื่อมตอกบัพลาสมิดเวคเตอร pDrive ในสารละลาย
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลาย pDrive (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) จํานวน 1 
ไมโครลิตร, cDNA จํานวน 2 ไมโครลิตร, น้ําจํานวน 2 ไมโครลิตร และ ligation master mix 
จํานวน 5 ไมโครลิตร จะมีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร บมที่ 8-10 องศาเซลเซียสนาน 30 นาทีถึง  
2 ช่ัวโมง แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
6.  การนํา recombinant plasmid เขาสู เซลล E.coli DH 5 α 
  

6.1  การเตรียม competent cell ทําโดยเลี้ยง E.coli สายพันธ DH 5 αในอาหาร LB 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน นําเชื้อที่
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เจริญแลว 200 ไมโครลิตร เล้ียงในอาหาร SOB ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียสปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
บมในเครื่องเขยาที่ความเรว็ 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 ช่ัวโมงหรือจน
เซลลมีความขุนที่คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทากับ 0.5 - 0.6 ถายเชื้อที่
เจริญแลวลงในหลอดเซนตริฟวจแชในถังน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ปนเหวีย่งเก็บตะกอนเซลลที่ 
3,500 รอบตอนาที อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ลางตะกอนที่ไดในสารละลาย RF1 ที่ 
แชเยน็ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที ปนเหวี่ยงเก็บเซลล แลวละลายตะกอนใน
สารละลาย RF2 ที่แชเยน็ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แชน้ําแข็งแลวแบงใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ที่แชเย็นไวหลอดละ 100 - 400 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภมูิ -70 °C 

 
 6.2  การนํา recombinant plasmid เขาสู competent cell ทําโดยนํา DNA ที่เตรียมไวจากขอ 
4.3 จํานวน 2 - 5 ไมโครลิตรมาผสมกับ competent cell ที่ไดจากขอ 6.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
โดยเขยาเบาๆ แลวแชน้ําแข็งทันที นาน 30 นาที ทํา heat shock ที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียสนาน 90 
วินาที แลวรีบแชน้ําแข็งทนัที นาน 5 นาท ีเติมอาหาร LB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมเชื้อไวที่ 37 
องศาเซลเซียสนาน 1 ช่ัวโมง แลวนําไปเกลีย่ใหทัว่บนอาหารแข็ง LA ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin 
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร X-gal ความเขมขน 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 
IPTG ที่ความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน 
โคโลนีที่ไดรับ recombinant DNA จะปรากฏสีขาว สวนโคโลนีที่ไมไดรับจะปรากฏสีฟา ยาย
โคโลนีสีขาวใสจานอาหารใหม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 คืนแลวเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ยายใสอาหารใหมทุก 1 - 2 เดือน 
 
7.  การตรวจสอบโคลนโดยการสกัด DNA 
  

7.1  การสกัด DNA ไปตรวจสอบขนาดอยางรวดเร็ว ทําโดยใชชุด Colony Fast Screen 
(Size Screen) ของบริษัท Epicenter ทําโดยนํา colony จากขอ 6.2 ปริมาณเล็กกวาหวัเข็มหมุดมาใส
ในสารละลาย EpiBlue ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กระจายเซลลใหทั่วดวยเครื่อง vortex mixer แรงๆ 
นาน 10 วนิาท ีใสสารละลาย Epilyse ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 
10 นาที ผสมดวยเครื่อง vortex mixer แรงๆ นาน 10 วนิาท ีตรวจสอบ DNA ใน 0.7 % agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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7.2  การสกัดดเีอ็นเอดวยวิธี alkaline lysis ทําโดยเลี้ยงโคโลนีเดี่ยวจากขอ 6.2 ในอาหาร 
LB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่เสริมดวยยาปฏิชีวนะ ampicillin ใหมีความเขมขนสุดทาย 60 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเครื่องเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน ปน
เก็บตะกอนเซลลที่ 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที กระจายตะกอนใน Solution I ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที เติม Solution II ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 
จนไดสารละลายใส (หามเกนิ 5 นาที) แลวใส Solution III ปริมาตร 150 ไมโครลิตร กลับหลอด
เบาๆ จนไดตะกอนสมบูรณ แชในน้ําแข็ง 30 นาที ปนทิง้ตะกอนที่ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
นําสวนใสมาใสสารละลาย phenol และ chloroform อยางละ 400 ไมโครลิตร เขยาแรงๆ ปนเหวีย่ง
เก็บสารละลายใสสวนบนที ่10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําสารละลายชั้นบนมาใสหลอดใหม
แลวเติม chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแรงๆ ปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาที เกบ็สารละลายสวนบนมาใสสารละลาย 3 โมลาร sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 เทา
ของปริมาตรสารละลาย เติม absolute EtOH ปริมาตร 2 เทาของสารละลาย แชที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 1 คืน ปนเก็บตะกอนที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ลางตะกอนดวย 70 % 
EtOH ที่เยน็ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเก็บตะกอนโดยเทสวนน้ําทิ้ง แลวปลอยใหตะกอนแหง 
ละลายตะกอนในสารละลาย TE ที่เติม RNaseA จํานวน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวที่
อุณหภูมิ -20°C 

 
7.3  การยืนยันขนาดของ cDNA ใน recombinant plasmid โดยวิธี PCR ดวย Taq DNA 

Polymerase ของบริษัท Sigma ประกอบดวยสารละลาย 10 x buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร dNTP 
(ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร SP6 (CAT TTA GGT GAC 
ACT ATA G) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร T7 (GTA ATA 
CGA CTC ACT ATA G) (ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร recombinant 
plasmid จํานวน 10 นาโนกรมั Taq DNA Polymerase ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํา
จนไดปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร นําไปใสเครื่อง Thermal cycler โดยใชสภาวะดังนี้ 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 แลวทํา final extension ตออีกที่ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
ไดไปวิเคราะหใน 1.3 % agarose gel electrophoresis 
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8.  การแยกดีเอ็นเอจากแถบใน  agarose gel 
  

สกัดดีเอ็นเอจาก agarose gel ดวยชุดสกัด Gene Clean II Kit ของบริษัท BIO 101 ทําโดย
ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการจาก agarose gel ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ช่ังน้ําหนกั
ช้ินวุนให 100 มิลลิกรัมมีปริมาตรเทากับ 100 ไมโครลิตร) เติมสารละลาย TBE Modifier ปริมาตร 
0.5 เทาของปริมาตรชิ้นวุน เติมสารละลาย NaI ปริมาตร 4.5 เทาของปริมาตรชิ้นวุน ผสมใหเขากัน 
บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที เติมสารละลาย Glass Milk จํานวน 1 ไมโครลิตรตอ 
100 ไมโครลิตร ของปริมาตรสารละลายในหลอดทั้งหมด บมที่ 55 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที 
(เขยาหลอดทุก 1 นาที) ปนเหวีย่งตกตะกอน Glass Milk ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 
วินาที เทสวนน้ําทิ้ง เติมสารละลาย New Wash แลวปเปตขึ้น-ลง ใหตะกอนกระจายตัว ปนเหวี่ยง
เก็บตะกอนทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 วนิาที (ลางดวยสารละลาย New Wash 2 คร้ัง) 
ทิ้งสวนน้ําใหหมด ปลอยใหตะกอนแหง เติมน้ําหรือ TE ปริมาตรเทากับปริมาตร Glass Milk 
กระจายตะกอนใหทัว่ดวยการปเปตขึ้น-ลงชาๆ ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 
วินาที ดดูเฉพาะสวนน้ําที่มสีารละลายดีเอ็นเออยูใสหลอดใหมเก็บที่อุณหภูมิ -20 °C 
 
9.  การสังเคราะห Oligonucleotide 
 

Oligonucleotide ที่ใชในงานวิจัยสังเคราะหโดย Bioservice Unit ศูนยพนัธุวิศกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC), สวทช. และหองปฏิบัติการดีเอน็เอเทคโนโลยี มหาวิทยาลยั 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

 
10.  การวิเคราะหลําดับเบส   
 

วิเคราะหลําดบัเบสโดยวิธี primer extension dideoxy chain termination (PCR) (Sanger et 
al.,1977; Zimermann et al., 1988 and Gibson et al., 1990) โดยใชเครื่องวิเคราะหลําดบัเบส ABI 
PRISMTM model 377 version 3.4.1 ดําเนินการโดย BioService Unit (BSU) ศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC), สวทช และหองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
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11.  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณนิวคลีโอไทด 
 

การตรวจสอบโดยดูจากคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต โดยเจือจางสารละลายนิวคลี-
โอไทดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในน้ําปริมาตร 495 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร  

 
คํานวณปริมาณนวิคลีโอไทดจากคา  A260  =  1.0  =  50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กรณีดีเอ็น

เอเกลียวคู) และคา  A260 = 1.0 = 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (กรณีอารเอ็นเอ)  
 
ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอโดยการหาอัตราสวนของคา  A260 / A280  ซ่ึงควรอยูในชวง 

1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอเกลียวคูบริสุทธิ์เหมาะสําหรับการทดลองขั้นตอไป สวนอารอ็นเอที่
เจือจางในสารละลาย 10 มิลลิโมลาร Tris-HCl pH 7.5 RNAที่บริสุทธิ์จะใหคา  A260 / A280  อยู
ในชวง 1.9-2.1   

 
   การตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสทําใน 0.7-1.3 % agarose gel 
eletrophoresis ในสารละลาย 1X TBE buffer เปรียบเทยีบกับแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
1.  การคัดเลือกเชื้อท่ีมีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากธรรมชาต ิ
 
 สามารถแยกเชื้อราจากตัวอยางดินและไมผุ ที่เก็บจากอทุยานแหงชาตเิขื่อนแกงกระจานได 
46 ชนิด จากวนอุทยานแหงชาติหวยขาแขงได 7 ชนิด โดยแยกชนิดจากลักษณะเสนใย และการทํา
ปฏิกิริยาเกิดสขีองเอ็นไซม polyphenol oxidase, manganese peroxidase และ laccase กับสารตั้งตน 
tannic acid, phenol red และ ABTS ตามลําดับ (ตารางที่ 2) พบวามเีชื้อ 15 ชนิดที่มีความสามารถ
ผลิตเอ็นไซม แบงเปน ผลิตเฉพาะเอ็นไซม polyphenol oxidase 1 เชื้อ ผลิตเอ็นไซม manganese 
peroxidase 12 เชื้อและผลิตเฉพาะเอ็นไซม laccase 2 เชื้อ เชื้อราที่มีความสามารถผลิตเอ็นไซมได 2 
ชนิดเอ็นไซมมี 7 เชื้อ แบงเปนผลิตเอ็นไซม polyphenol oxidase กับ manganese peroxidase 4 เชื้อ 
ผลิตเอ็นไซม polyphenol oxidase กับ laccase 2 เชื้อ และผลิตเอ็นไซม manganese peroxidase กับ 
laccase 1 เชื้อ พบเชื้อที่ผลิตเอ็นไซมไดทั้ง 3 ชนิดเอนไซมเพียง 1 ชนดิ อีก 30 ชนิดไมสามารถผลิต
เอ็นไซมไดเลย (ตารางที่ 3) จึงเลือกเชื้อที่ผลิตเอ็นไซมไดทั้ง 3 ชนิดเอ็นไซม ไปใชในการศึกษา
กิจกรรมของเอ็นไซมและยนีที่เกีย่วของตอไป โดยใหช่ือเชื้อวา GF 
 
2.  การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินจากเชื้อท่ีแยกได 
 
 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอ็นไซมยอยลิกนนิ 3 ชนิด คือ manganese 
peroxidease, laccase และ polyphenol peroxidase ของเชื้อ GF โดยใชอาหารแข็ง NA ที่เสริมดวย
สารตั้งตน phenol red , ABTS และ tannic acid ตามลําดบั พบวาเชื้อ GF สามารถผลิตเอ็นไซมไดทัง้ 
3 ชนิด เชน เดยีวกับเชื้อเปรียบเทียบ YK505 โดยพบบริเวณสีเหลืองมะนาวในอาหาร NA ที่เสริม
ดวย phenol red พบบริเวณสเีขียวในอาหารที่เสริมดวย ABTS และบริเวณสีน้ําตาลรอบโคโลนีใน
อาหารที่เสริมดวย tannic acid (ภาพที่ 9)  
 
 การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนิน ไดแก manganese peroxidase (MnP), lignin 
peroxidase (LiP) และ laccase ในชิ้นไมโดยการเลี้ยงเชื้อ GF และเชื้อ YK505 แบบ solid state 
fermentation ในไมยูคาลิปตัสที่ไมไดเสริมธาตอุาหาร วัดกิจกรรมของเอ็นไซมทุกสัปดาหเปนเวลา 
9 สัปดาห พบวาเชื้อ GF มีรูปแบบกิจกรรมของเอ็นไซมทั้ง 3 ชนิดใกลเคียงกับรูปแบบของเอ็นไซม
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ในเชื้อ YK 505 (ภาพที่ 10) คือ มีการสรางเอนไซม MnP สูงขึ้นอยางรวดเร็วในสัปดาหที่ 4 และมีคา
สูงที่สุดในสัปดาหที่ 6 เทากับ 93.0 และ 90.4 ยูนิตตอลิตรสําหรับเชื้อ GF และ YK505 ตามลําดับ 
สวนกิจกรรมของเอนไซม laccase จะสูงทีสุ่ดในสัปดาหที่ 4 เทากับ 15.6 และ 21.1 ยนูิตตอลิตร
สําหรับเชื้อ GF และ YK505 ตามลําดับ ทั้งเชื้อ GF และ YK505 มีการสรางเอ็นไซม LiP ต่ํามาก 
Kirk and Cullan (1998) พบวากิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินของรากลุม white-rot สวนใหญเปน
เอ็นไซม MnP และ laccase สวนเอ็นไซม LiP จะพบไดในบางเชื้อเทานั้น ซ่ึงในบางกรณีจะพบ
กิจกรรมของเอ็นไซม laccase เพียงชนดิเดยีวได เชน เชื้อ Pycnoporus cinnabarinus, Flammulina 
velutipes เปนตน  
 
 เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของทั้งเอ็นไซม MnP และ laccase ในชวงเวลาเดียวกัน จะพบวา
เอ็นไซมทั้งสองมีการแสดงออกที่แปรผกผันกัน คือ ในสัปดาหที่เอ็นไซม MnP สูงขึ้นเอ็นไซม 
laccase จะต่ํา สวนสัปดาหทีเ่อ็นไซม MnP ต่ําเอ็นไซม laccase จะสูงขึน้ หลังจากนั้นเอ็นไซม MnP 
จะสูงอยางสม่าํเสมอ สวนเอน็ไซม laccase จะลดลงจนไมมีกิจกรรมในที่สุด เอ็นไซมที่เชื้อแตละ
ชนิดใชในการยอยลิกนนิจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนดิของเชื้อและชนิดของอาหารเพาะเลี้ยง ใน
การยอยลิกนินนั้นเชื้อจะผลิตเอ็นไซม LiP เพื่อยอยโครงสรางลิกนินที่เปนนอนฟนอลิก (non-
phenolic) และผลิตเอนไซม MnP และ laccase เพื่อยอยโครงสรางลิกนินที่เปนฟนอลิก (phenolic) 
D’Souza et al. (1999) พบวาชนิดของไมและวัตถุดิบที่ใชเล้ียงเชื้อมีผลตอชนิดของเอน็ไซมที่ยอย
สลายลิกนินใน Ganoderma lucidum โดยไมสนกระตุนให G. lucidum ผลิตเอนไซม laccase ขณะที่
ไม poplar กระตุนการผลิตเอนไซม MnP และเมื่อเล้ียงในอาหารไมสนและไม poplar ในอัตราสวน
เทากัน พบวา G. lucidum มีกิจกรรมของเอนไซม MnP ลดลงขณะที่กจิกรรมของเอนไซม laccase 
สูงขึ้น การยอยสลายลิกนินดวยเอ็นไซม laccase ของเชื้อ G. lucidum จะถูกกระตุนโดยสาร 
phenolic ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายไม poplar โดยเอ็นไซม MnP 
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ตารางที่ 2  ขอมูลเชื้อราที่แยกไดจากตวัอยางดินและไมผุจากธรรมชาติ 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-1.1 1.3 1.9 + + - เสนใยฟูสีเหลืองนวล 
ละเอียด มีความ
หนาแนนมาก ใตเสน
ใยสีเหลืองอมสม 
 

KKJ-1.2 0.9 1.3 + + - เสนใยบางใสละเอียด 
 

KKJ-1.3 3.8 6.1 - - - เสนใยขาวละเอียดมี
ความหนาแนนมาก มี
สีเขียว ขาวและใส 
เรียงเปนวงซอนกัน
จากจุดศูนยกลางสปอร
มีสีเขียวเขมและมีเสน
ใยสีขาวขึ้นปกคลุมอยู
ดวย ใตเสนใยมีสีเขียว
อมเหลือง 
 

KKJ-1.4 3.0 5.7 + + + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมาก มีสปอร
สีเขียวอยูใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอรมี
เสนใยสีขาวขึน้ปก
คลุมประปราย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-1.5 3.1 5.2 + - - เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนนอยกวา 
KKJ-1.4 สปอรมีสี
เขียว มีความหนาแนน
นอยกวา KKJ-1.4 
 

KKJ-2.1 2.1 3.5 - - - คลาย KKJ-1.4 แตเสน
ใยบางกวาและสปอรมี
สีเขียวออนกวา
เล็กนอย 
 

KKJ-2.2 2.7 4.8 - - - เสนใยละเอียดใส มี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ มีลักษณะ
คลายดาว ตรงกลางมี
สปอรสีเขียวอมขาว 
ขางใตเสนใยบริเวณที่
มีสปอร มีสีเหลือง 
 

KKJ-2.3 3.5 6.5 - - - เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมาก มีสปอร
สีเขียวอยูใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอรมี
เสนใยสีขาวขึน้ปก
คลุมประปราย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-2.4 3.2 5.9 - - - คลาย KKJ-1.4 แตเสน
ใยบางกวาและสปอรมี
สีเขียวออนกวา
เล็กนอย 
 

KKJ-3.1 3.2 5.3 - + + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมากมีสปอร
สีเขียวออนอยูตรง
กลางสปอรมีความ
หนาแนนทั้งมากและ
นอยสลับกันเปนวง
จากจุดศูนยกลาง 
 

KKJ-3.2 2.0 3.1 - - - เสนใยบางใส มีความ
ละเอียด มกีาร
เจริญเติบโตเปนวงเรยีง
เปนชั้นจากจุด
ศูนยกลางสีเขยีว, ขาว
ขุนและใส สปอรมีสี
เขียว มีเสนใยเจริญขึ้น
ปกคลุม 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-3.3 2.1 5.1 - - + เสนใยฟูขาวมคีวาม
หนาแนนมากมีสปอร
สีเขียวออนคลายไข
ดาวโดยสปอรมีความ
หนาแนนทั้งมากและ
นอยสลับกันเปนวง
จากจุดศูนยกลาง 
 

KKJ-4.1 6.7 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยละเอียด ขาว ใส 
มีสปอรสีเขียวกระจาย
ตอดวยเสนใยบาง แลว
ตามดวยวงสีขาว 
สุดทายเปนเสนใยใส 
เรียงกันจากจดุศูนย- 
กลางออกมาตามลําดับ 
เมื่อเวลาผานไปบริเวณ
เสนใยสีขาวกลายเปน
สปอรสีเขียว 
 

KKJ-4.2 7.0 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-4.3 6.7 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด 
สีเหลืองนวล มีความ
หนาแนนไมสม่ําเสมอ
เปนแฉกๆ คลายดาว 
สปอรสีขาว ใตวุนมีสี
เหลืองเขม 
 

KKJ-4.4 5.8 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใย ใส ละเอียด มี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอเปนแฉกๆ 
คลายดาว มีสปอร
หนาแนนสีเขยีวขี้มา 
ริมขอบวง สปอรเปน
วงสีขาว ใตเสนใยมีสี
เหลืองเขม 
 

KKJ-4.5 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ที่ใกลจุด
ศูนยกลางมีการรวม
เสนใยใหหนาแลวมี
สปอรสีเขียวเขมบน
เสนใยหนานัน้ 
 

KKJ-4.6 3.0 5.0 - - - เสนใยละเอียดสีเหลือง
นวล มีสปอรสีน้ําตาล 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-5.1 6.4 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด  
มีความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ คลายรูปดาว  
มีสปอรสีเขียวอมเทา
และขาวกระจาย
ออกมาจากจดุ
ศูนยกลางประปราย ใต
สปอรมีสีเหลืองออน 
 

KKJ-5.2 3.1 4.2 - + - เสนใยฟูละเอยีดสีนวล  
มีเสนใยยาวๆ ช้ีขึ้น 
ตอนปลายเปนตุมสี
น้ําตาลออน 
 

KKJ-5.3 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

 

- - - เสนใยบางละเอียดใส 

KKJ-6.1 6.8 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยละเอียดใส 
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอ เมื่อเวลาผาน
ไป สปอรเปลี่ยนเปนสี
เขียวเขมไมมีเสนใยปก
คลุม ถัดจากวงของ
สปอรจะเปนวงของ
เสนใยหนาแนนสีขาว 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-6.2 1.4 2.4 - - - เสนใยคอนขางแนน 
บาง-เสนยาวฟ ูมีสีนวล 
ตอนปลายมีจดุสี
น้ําตาล 
 

KKJ-7.1 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยหนาแนน ฟู  
สีเทา 
 

KKJ-7.2 6.0 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใสละเอียด 
ขอบไมเรียบ เสนใยมี
ความหนาแนนไม
สม่ําเสมอใกลจุดศูนย 
กลางมีสปอรสีเทาแลว
เปลี่ยนเปนสีเขียวเขม
อยูอยางหนาแนนมาก 
 

KKJ-7.3 2.4 3.9 - - - เสนใยละเอียดมาก สี
นวลออกขาว มีความ
หนาแนนมาก มีสปอร
สีดําบนวุนจํานวน
มากมาย ตอมาสปอร
ขยายใหญขึ้นสปอรมีสี
น้ําตาลไหมจํานวน
มากมาย 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-7.4 6 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ใกลจุด
ศูนยกลาง มีการรวม
เสนใยหนา สีขาว วง
ดานในมีสปอรสีเทา
อมเขียวจางๆ 
 

KKJ-7.5 6 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส ใกลจุด
ศูนยกลางมีการรวม
เสนใย สีขาวใตเสนใย
มีสีเหลือง เสนใยใกล
ศูนย กลางที่มสีีขาว
เปลี่ยน เปนสปอรสี
เขียวเขม 
 

KKJ-8.1 6.3 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส ภายใน
จะมีความหนาแนน
มากกวาภายนอก 
ตอมาจะบางใสเทากัน
หมด 
 

KKJ-8.2 3.6 6.7 - - - เสนใยละเอียดใส มี
สปอรเปนวงใกล
ศูนยกลางสีเขยีวเขม 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-8.3 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

- + - เสนใยบางใส อมสีเทา ตอน
ปลายเสนใยจะมีการแตก
แขนงและฟูกวาตอนกลาง
และตอนปลายมีสีเทาออน 
 

KKJ-8.4 4 7.4 - - - เสนใยละเอียดใส มีสปอร
หนาแนนเปนวงใกลจดุศูนย 
กลาง และมีสปอรกระจาย
ไปทั่วบนเสนใยสีขาวที่
หนาแนนสปอรมีสีเขียว 
 

KKJ-9.1 5.7 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยฟูมาก สูงเกือบเต็ม
จานอาหาร เสนใยมีสีเทา
ออนและมีลักษณะเหมือน
ปุยสําลี 
 

KKJ-9.2 6.5 เต็มจาน
อาหาร 

 

- - + เสนใยหนาแนน สีเทา ฟ ู
 

KKJ-9.3 4.2 7.4 + + - เสนใยแผจากจุดศูนยกลาง
ไปดานตางๆ ไมสม่ําเสมอ
กัน ตอนกลางใกลวุนมีสีเทา 
เสนใยมีความฟูมาก ตอน
ปลายเสนใยจะมีลักษณะเปน
ฝอยคลายรากพืช 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-9.4 6 เต็มจาน
อาหาร 

 

+ - + เสนใยฟูสีขาว ไมหนาแนน 

KKJ-10.1 3.1 6.2 - - - เสนใยละเอียด บางใส มีการ
สรางสปอรสีเขียวเปนวงๆ 
รอบจุดศูนยกลาง  
2 วง ระหวางวง 2 วงของ
สปอร มีสีขาวอมเขียว ใต
เสนใยมีสีเหลือง 
 

KKJ-10.2 5.4 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส มีการสราง
สปอรเปนวงๆ จากจุด
ศูนยกลาง คือ เขียวเขม, เสน
ใยใสเปนวงแคบๆ สปอร
เขียวจางๆ และเสนใยบางใส
ใตเสนใยมีสีเหลืองออน 
 

KKJ-10.3 1.2 - - - - ไดจากการ inoculate ดวย
สปอรพบวามีกระจกุของ
สปอรที่งอกกระจายทัว่จาน
อาหาร กระจกุมีลักษณะ
ตอนกลางเปนกลุมเปนกลุม
ของสปอรสีดํา ลอมรอบดวย
เสนใยสีขาวละเอียดสั้นๆ ไม
หางจากกระจกุสปอรนัก 



 

45 

ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-10.4 2.9 5.3 - - - เสนใยฟูละเอยีด ใส มีความ
หนาแนนมาก ใกลจุด
ศูนยกลางมีสปอรสีเขียว
เปนวง ปกคลุมดวยเสนใย 
 

KKJ-10.5 3.5 7.2 - - - เสนใยฟูมาก มีสีเทา เขม
กวา KKJ-11.4 แตจางกวา 
KKJ-10.3 
 

KKJ-11.1 5.1 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยละเอียด ใส มีสปอร
หนาแนนเปนวงใกล
ศูนยกลางถัดไปเปนสปอร
กระจายตัวทัว่บนเสนใย ใส 
สปอรมีสีเขียวอมเทา 
 

KKJ-11.2 4.1 6.1 - + - เสนใยฟู หนาแนน สีเหลือ
งอมน้ําตาล เสนใยบางเสน
จะยาวชี้ขึ้นคลายเสนขน 
ตรงปลายเสนที่ช้ีนี้จะมี
สปอรเปนจุดสีน้ําตาล ริม
โคโลนีจะไมเรียบ 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

KKJ-11.3 3.3 5.7 - + - เสนใยฟู หนาแนน สีเหลืองอม
น้ําตาล เสนใยบางเสนจะยาวชี้
ขึ้นคลายเสนขน ตรงปลายเสน
ที่ช้ีนี้จะมีสปอรเปนจุดสีน้ําตาล 
ริมโคโลนีเรียบ 
 

KKJ-11.4 3.8 6.1 - - - คลาย KKJ-8.2 เสนใยคอนขาง
แนน ยาวฟูสีเหลืองนวล บาง
เสนชี้ยาว มจีุดสีน้ําตาล ตรง
ปลายเสนใยจะมีสีออนกวา 
KKJ-8.2 และมีความหนาแนน
นอยกวา 
 

HKK-1.1 5.5 เต็มจาน
อาหาร 

- - - เสนใยบางใส ละเอียด สีเหลือง
นวล มีความหนาแนนไม
สม่ําเสมอเปนแฉกๆ คลายดาว 
มีสปอรสีขาวหนาแนนกวา 
KKJ-4.3 ใตวุนเปนสีเหลือง 
 

HKK-1.2 2.9 4.4 - - - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ ช้ี
ขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาลอม
ดํากระจายอยูทั่วไป 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

HKK-1.3 3.4 5.4 - - - เสนใยฟูขาวละเอียด 
มีความหนาแนนมาก  
มีสปอรสีเขียวออนใกลจุด
ศูนยกลางบนสปอร  
มีเสนใยสีขาวขึ้นปกคลุม เสน
ใยเจริญเปนวงๆ 
 

HKK-1.4 3.0 5.7 - + + เสนใยฟูละเอยีดสีขาว มีความ
หนาแนน มาก ใกลจุดศนูย 
กลางมีสปอรสีเขียวเขมปก
คลุมดวยเสนใยสีขาวเจริญ
เปนวงๆ 
 

HKK-1.5 1.7 4.5 - + - เสนใยบางใสละเอียด มีสปอร
สีเขียวออนเจริญเปนวงใกลจดุ
ศูนยกลาง บนสปอรมีเสนใย
ปกคลุมอยู 
 

HKK-1.6 1.4 2.0 - - - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ 
ช้ีขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาล
อมดํากระจายอยูทั่วไป 
 

HKK-1.7 2.0 3.3 + + - เสนใยฟูสีนวล มีเสนใยยาวๆ 
ช้ีขึ้นตอนปลายมีตุมสีน้ําตาล
อมดํากระจายอยูทั่วไป 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

เสนผานศูนยกลาง 
(เซนตริเมตร) 

การเกิดสีจากการทําปฏิกิริยา 
กับสารตั้งตน รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 Tannic acid Phenol red ABTS 

ลักษณะเสนใย 
ในวนัที่ 3 

GF 1.8 3.6 + + + เสนใยฟูสีขาวละเอียด 
 

YK505 1.5 3.2 + + + เสนใยละเอียดใส  
ไมคอยหนาแนน 
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ตารางที่ 3  จํานวนเชื้อราที่แยกไดจากจากธรรมชาติแบงตามความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา
ของเอ็นไซมกบัสารตั้งตน 

 

การเกิดปฏิกิริยาของเอ็นไซมตอสารตั้งตน 

Tannic acid Phenol red ABTS 
จํานวนเชื้อราที่แยกได 

ไมเกิดปฏิกิริยากับสารตั้งตน 

- - - 30 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 1 ชนิด 

+ - - 1 

- + - 12 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 2 ชนิด 

+ + - 4 

+ - + 2 

- + + 1 

เกิดปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 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) เชื้อที่ผลิตเอ็นไซมจะเกดิสีบริเวณรอบๆ 
โคโลนี 

 
 
 

 A               B 

ก 
 A           B 

ค 
 A           B 

ข 
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ภาพที่ 10  กิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิ 3 ชนิดคือ laccase (♦), manganese peroxidase ( )  

และ polyphenol peroxidase ( ) จากการเลี้ยงเชื้อแบบ solid state fermentation ในไม   
ยูคาลิปตัสที่ไมเสริมธาตุอาหาร วัดกิจกรรมของเอ็นไซมทุกสัปดาหเปนเวลา 9 สัปดาห 

ของเชื้อ GF (     ) เปรียบเทียบกับเชื้อ YK505 (- - - - -) 

 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

90.0

100.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
weeks

laccase GF laccase YK505 MnP GF MnP YK505 LiP GF LiP YK505

En
zy

m
e 

ac
tiv

ity
 (u

nit
s/l

ite
r) 



 

52 

3.  การตรวจสอบสายพันธุเชือ้ราผลิตเอ็นไซมยอยลิกนินท่ีแยกไดจากธรรมชาต ิ
 
 เมื่อนําผลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ GF ที่ไดจากการทาํ PCR บริเวณ ITS ของ ribosomal 
DNA ดวยไพรเมอร ITS1 (TTC GTC GGT GAA CCT GCG G) และ ITS4 (TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC) ไปทําการเปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อชนิดตางๆกบัฐานขอมูลใน 
Gene Bank โดยใชโปรแกรม BlastN พบวาเชื้อ GF ที่ไดนาจะเปน Ganoderma sp. (ภาพที่ 11) 
ดังนั้นจึงใชขอมูลของเชื้อ Ganoderma ในการสังเคราะหไพรเมอรเพื่อสรางสาย cDNA ตอไป 
 
4.  การแยกและศึกษายีนท่ีสรางเอ็นไซมยอยลิกนิน 
 
 แยกยีนที่สรางเอ็นไซมยอยลิกนินโดยสังเคราะห cDNA จากเชื้อ GF ที่เล้ียงในอาหารเสริม
สารกระตุนการสรางเอ็นไซม MnP และ laccase ดวย veratryl alcohol และ CuSO4 ตามลําดับ โดย

การทํา PCR ดวยเอน็ไซม SuperscriptIII RT-PCR รวมกบัไพรเมอร Mn-P 5′ (ATG TTC TCA 
AAA GTC TTC CTC GT) จากขอมูลของเชื้อ Ganoderma formosanum และ Ganoderma australe 
จาก Gene Bank และ Oligo (dT)20  (TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT) แสดงดังภาพที่ 12 พบวา 
GF ที่ถูกกระตุนดวย veratryl alcohol และ CuSO4 ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอไมแตกตางกันและมี
แถบดีเอ็นเอหลัก 6 แถบ มีขนาด 500-700 คูเบส จํานวน 4 แถบ และขนาด 1000-1100 คูเบส 
จํานวน 2 แถบ สกัดแยกแถบดีเอ็นเอแตละแถบออกจากกนัได 6 แถบคอื E1 ถึง E6 (ภาพที่ 13) แลว
เชื่อมตอเขากบัเวคเตอร pDrive (ภาพที่ 14) คัดเลือกโคลนไดรวม 24 โคลน แสดงดงัตารางที่ 4 สกัด
ดีเอ็นเอจากโคลนแลววเิคราะหขนาดชิ้นดเีอ็นเอโดยวิธี PCR ดวยเอ็นไซม Red Taq DNA 
Polymerase รวมกบัไพรเมอร SP6 และ T7 ที่อยูบนเวคเตอร พบวาโคลน E1-1, E1-2 และ E2-3 มี
ขนาดของผลผลิต PCR อยูระหวาง 1,200-1,500 คูเบส โคลน E3-2, E5-2, E5-3 และ E6-1 มีขนาด
ประมาณ 700-800 คูเบส สวนโคลน E6-2 มีขนาดประมาณ 600 คูเบส (ภาพที่ 15) นําสายดีเอ็นเอ
จากโคลนที่ไดไปหาลําดับนวิคลีโอไทดตอไป 
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ภาพที่ 11  เปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของเชื้อ GF กับลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ
ชนิดตางๆจากฐานขอมูลใน Gene Bank โดยใชโปรแกรม BlastN 
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ภาพที่ 12  cDNA ของเชื้อ GF ที่สังเคราะหจาก totalRNA ดวยวิธี PCR  
    โดยใช ไพรเมอร Mn-P 5’ และ Oligo(dT)20 100 bp ladder (ชอง M) 
    เชื้อ GF ที่กระตุนดวย veratryl alcohol (ชอง 1)  
    เชื้อ GF ที่กระตุนดวย CuSO4 (ชอง 2) 
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ภาพที่ 13  ขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดจาก agarose gel เปรียบเทียบกับดีเอน็เอ 
    มาตรฐาน 100 bp ladder (ชอง M) แถบ E1 (ชอง 1) แถบ E2 
    (ชอง 2) แถบ E3 (ชอง 3) แถบ E4 (ชอง 4) แถบ E5 (ชอง 5) 
    และ แถบ E6 (ชอง 6)    
    

bp 

1500 

500 
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ภาพที่ 14  แผนที่เรสทริกชันของพลาสมิดเวคเตอร pDrive  
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ตารางที่ 4  จํานวนโคลนที่ไดจากการเชื่อมตอแถบดีเอน็เอที่สกัดจาก agarose gel เขากับพลาสมิด

เวคเตอร pDrive แลว transform สู E.coli DH 5α 
 

ช่ือแถบดีเอ็นเอ ขนาด (คูเบส) 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  ขนาดของชิ้นดีเอน็เอในโคลนทีแ่ยกไดเปรยีบเทียบกับขนาดดีเอ็นเอ 
    มาตรฐาน(ชอง M) โคลน E 1-1 (ชอง 1)โคลน E 1-2 (ชอง 2)  
    โคลน E 2-3 (ชอง 3) โคลน E 3-2 (ชอง 4)โคลน E 5-2 (ชอง 5)  
    โคลน E5-3 (ชอง 6) โคลน E6-1 (ชอง 7) และโคลน E6-2 (ชอง 8) 
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5.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนได 
 
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอในโคลน E 1-1, E 1-2, E 5-2 และ E 6-2 
พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาพที่ 16-19 เมื่อมาหาบริเวณทีเ่ปน promoter ของยีนซึ่ง
ประกอบดวย TATA box, CAT box และ start codon (ATG) รวมกับ stop codon (TGA, TAG, 
TAA) พบวาเฉพาะชิ้นดเีอ็นเอของโคลน E 1-2 เทานั้นทีม่ีสวนที่เปน promoter ของยีน คือ มี TATA 
box ที่นิวคลีโอไทดตําแหนง 144-149 เปน TATAAA มี CAT box อยู 2 แหงทีต่ําแหนง 306-311 
และ 326-330 เปน CAATAT และ CAATA ตามลําดับ มี initiation sequence ที่มี start codon (ATG) 
อยูที่ตําแหนง 596-602 เปน ACGATGG ซ่ึงสอดคลองกับ Kozak (1981) ที่พบวา initiator codon 
ของ eukaryote คือ (A/G)NNATGG นอกจากนีย้ังพบ MRE (metal response element) ACCCCG 
อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167 แตไมพบ stop codon (ภาพที่ 17) 
โคลน E1-2 นาจะถูกทําใหเปนยีนที่สมบูรณไดโดยออกแบบไพรเมอรดาน 5' ใหอยูในบริเวณใกล
ปลาย 3' ใหมากขึ้นและยังตองทดสอบวาเปนยีนหรือโปรตีนที่สนใจหรอืไม โดยใหเกดิการ
แสดงออกใน heterologous host ที่ไมมีการแสดงออกของเอ็นไซมที่สนใจนัน้ ไดทดลองแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดบักรดอมิโน เพื่อนําไปเปรียบเทียบหาบริเวณจําเพาะตางๆ ของเอ็นไซม
ตอไป 
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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  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 1-2 จํานวน 1156 นิวคลีโอไทด 

TATA box (แถบสีฟา) 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอจากโคลน E 6-2 จํานวน 867 นิวคลีโอไทด 
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6.  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของโคลนที่ไดกับเอ็นไซมยอยลิกนนิ 
 
 manganese peroxidase (MnP) และ lignin peroxidase (LiP) เปนเอน็ไซมที่มี heme group 
จัดอยูใน peroxidase class II ซ่ึงเปน secretory fungul peroxidase glycoprotein ที่มี domain เดียว มี 
conserved calcium binding site 2 แหงและมี conserved disulfide bridge 4 แหง (http://metallo. 
scripps.edu/PROMOTE/FPBPEROXIDASE.html, 1999) เอ็นไซม MnP จะออกซิไดส Mn2+ เปน 
Mn3+ ซ่ึงจะไปออกซิไดสลิกนินที่เปนโมเลกุลใหญตอไป (Gold and Alic, 1993) จากการศึกษา
โครงสรางสามมิติของโปรตีนของเอ็นไซม MnP ใน Phanerochaete chrysosporium ของ 
Sundaramoorthy et al. (1997) พบวา Mn2+ จะจับกับกรดอมิโน 3 ตัว คอื Glu 35, Glu 39 และ Asp 
179 โดยมี His 46 และ Arg 42 เปนตัวจับกบั H2O2 ที่ใชในการออกซิไดส Mn2+ ไปเปน Mn3+  
(ภาพที่ 20) 
  
 เมื่อนํานิวคลีโอไทดที่ไดของแตละโคลนมาเปลี่ยนเปนกรดอมิโนและเปรียบเทยีบลําดับ
กรดอมิโนของเอ็นไซม MnP จากฐานขอมูลกับโคลน E5-2 (ภาพที่ 21) พบวากรดอมิโนที่ไดเร่ิม
จากตําแหนงที ่59 มี conserved manganese binding site และ calcuim binding site สอดคลองกับ
เห็ดชนดิอื่นในฐานขอมูล โดยมี Glu 62, Val 65 และ Asp 142 เปนกรดอมิโนที่จับกบั Mn2+ สวน 
Arg 70 Arg 72 และ Arg 136 อยูบริเวณ heme group ทําหนาที่จับกับ H2O2 นอกจากนี้ยังพบกรด 
อมิโนที่ conserved ในเห็ดทกุชนิดที่ตําแหนงตางๆ  
 

กรดอมิโนของโคลน E1-2 จะเริ่มจากตําแหนงที่ 1 เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนกับ
เอ็นไซม lignin peroxidase จากเหด็ชนดิตางๆ (ภาพที่ 22) พบวาโปรตนีที่ไดเปนกลุมเอ็นไซม 
oxidase โดยมหีมูที่จับกับ Mn2+ (กรอบสีแดง) หมูทีจ่ับกบั H2O2 บริเวณ heme group (กรอบสี 
น้ําเงิน) และกรดอมิโนบริเวณ calcium binding site (กรอบสีเขียว) รวมทั้งกรดอมิโนที่มีลักษณะ
conserved ในหลายตําแหนงและที่บริเวณปลายดาน C ของเอ็นไซมจะเปนบริเวณที่มี proline (P) 
มาก โดยมีลําดับกรดอมิโนเปน IPPPPGA, IPPHKA หรือ IPPPPSPN ซ่ึงเปนลําดับกรดอมิโนที่
บงชี้วาเปนบรเิวณใกลปลาย C-terminal ของโปรตีน หรือใกลปลาย 3’ ของยีน  

 
เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนของโคลน E6-2 และโคลน E1-1 เขากับเอ็นไซม MnP 

และ LiP จากฐานขอมูลตามลําดับ (ภาพที่ 23 และภาพที่ 24) พบวากรดอมิโนตัวแรกของทั้งสอง
โคลนจะเริ่มจากตําแหนงที่ 1 และเปนสวนหนึ่งของโปรตีนที่มี prosthetic group โดยโคลน E1-1 
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จะเปนโปรตนีที่จับกับ Mn2+ อยางไรก็ตามในการตรวจสอบวาเปนยีนหรือโปรตีนที่สนใจหรือไม 
จําเปนตองมีการทดสอบโดยดูการแสดงออกของยีนใน heterologous host ที่ไมสรางโปรตีนหรือ
เอ็นไซมนั้นตอไป 
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ภาพที่ 20  โครงสรางสามมิติของเอ็นไซม manganese peroxidase (A) และ กลุมกรดอมิโนที่จับกับ  

Mn2+ (manganese binding site) (B) แสดงกรดอมิโน 3 ตัว คือ E 35, E 39 และ D 179  
ที่จับกับ Mn2+ โดยมี H 46 และ R 42 เปนตัวจับกับ 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  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E5-2 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่ 
Asn (N) เปนบริเวณที่มี 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  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E1-2  

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่ 
Asn (N) เปนบริเวณที่มี 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  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E6-2 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่  
Asn (N) เปนบริเวณที่มี 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  การเปรียบเทียบลําดับกรดอมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของโคลน E1-1 

กับเห็ดชนิดตางๆ กรอบสีแดงเปนตําแหนงของกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ บริเวณ 
manganese binding site กรอบสีน้ําเงินเขมเปนกรดอมิโนที่อยูบริเวณ heme group 
จับกับ H2O2 กรอบสีเขียวเปนกรดอมิโนทีอ่ยูบริเวณ calcium binding site และที่  
Asn (N) เปนบริเวณที่มี N-glycosylation 



สรุป 

 
 จากการคัดเลือกเชื้อที่มีกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนนิจากธรรมชาติ พบวาไดเชื้อราที่มี
กิจกรรมของเอ็นไซม polyphenol oxidase, manganese peroxidase และ laccase ทั้งสามชนิดเพยีง  
1 เชื้อใหช่ือวา GF เมื่อเล้ียงในอาหารแข็งแบบ solid-state fermentation เปนเวลา 9 สัปดาห พบวา
เชื้อ GF มีรูปแบบกิจกรรมของเอ็นไซมยอยลิกนินใกลเคยีงกับรูปแบบของเอ็นไซมในเชื้อ
เปรียบเทียบ YK505 โดยสรางเอ็นไซม manganese peroxidase ไดสูงสุดในสัปดาหที่ 6 มีปริมาณ  
95 ยูนิตตอลิตร สรางเอ็นไซม laccase สูงสุดในสัปดาหที่ 4 มีปริมาณ 21 ยูนิตตอลิตร แตมีการสราง
เอ็นไซม lignin peroxidase ในปริมาณต่ํามาก ผลของการทํา BlastN ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS 
ของ ribosomal DNA ของเชื้อ GF กับฐานขอมูลใน Gene Bankแสดงใหเห็นวา เชื้อ GF เปนเชื้อ 
Ganoderma sp. 
   
 สามารถโคลนยีนสรางเอ็นไซมยอยลิกนินจาก cDNA ของเชื้อ GF ที่เล้ียงในสารกระตุน
เอ็นไซมได 7 โคลน คือ E1-1, E1-2, E2-3, E3-2, E5-2, E5-3 และ E6-1 มีขนาดอยูระหวาง 600-
1500 คูเบส 

 
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนได พบวาเฉพาะ E1-2 เทานั้นที่นาจะเปน
ยีนเนื่องจากพบบริเวณของ TATA box ที่ตําแหนง 144-149 เปน TATAA พบ CAT box 2 แหง คือ 
CAATAT และ CAATA ที่ตาํแหนง 306 - 311 และ 326-330 ตามลําดับ มี initiation sequence ที่มี 
start codon (ATG) คือ ACGATGG อยูที่ตาํแหนง 596-602 และพบวามี metal response element 
(MRE) เปน ACCCCG อยูระหวาง TATA box และ CAT box ในตําแหนงที่ 162-167 แตไมพบ 
stop codon ดงันั้นจึงคาดวาโคลน E1-2 นี้นาจะเปนสวนตอนตนของยีนที่ประกอบดวย promoter, 
start codon, MRE และสวนของยีนดาน 5' 
 
 จากการแปลงรหัสลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับกรดอมิโนแลวเปรยีบเทียบกับลําดับกรด 
อมิโนของเอ็นไซมยอยลิกนนิในเห็ดชนิดตางๆ พบวาโคลน E5-2 นาจะเปนโปรตนีในกลุมเอ็นไซม 
manganese peroxidase เนื่องจากมีบริเวณ conserved manganese binding site และ calcium binding 
site สอดคลองกับเห็ดอืน่ๆ ในฐานขอมูลเอน็ไซม manganese peroxidase โดยมี Glu 62, Val 65 
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และ Asp 142 เปนกรดอมิโนที่จับกับ Mn2+ และมี Arg 70, Arg 72 และ Arg 136 อยูในบริเวณ heme 
group ทําหนาที่จับกับ H2O2  
 
 โคลน E1-2 นาจะเปนสวนของโปรตีนในกลุม oxidase ดานปลาย C เพราะมีหมูที่สามารถ
จับกับ Mn2+ และ H2O2 ได มีกรดอมิโนของบริเวณ calcium binding site ทั้งยังมีกรดอมิโน Proline 
(P) อยูเปนจํานวนมากแสดงใหเห็นวาเปนตําแหนงใกลปลาย N ของโปรตีน 

 
 ลําดับกรดอมิโนของโคลน E6-2 และ E1-1 แสดงใหเห็นวายีนที่โคลนไดทั้งสองโคลนเปน
สวนหนึ่งของโปรตีนที่มี prothetic group โดยโคลน E1-1 จะเปนโปรตนีที่สามารถจับกับ Mn2+ ได 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  อาหาร Nutrient Agar (NA) 
 
  Beaf extract    3  กรัม 
  Pepton     5  กรัม 
  วุน    15  กรัม 

 
ละลายสวนผสมในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรใหเขากันโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้ง

ไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกันแลวปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 

2.  อาหาร Basal สูตร Low nitrogen and carbon source 
 

อาหารสวนที่ 1 
 

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

 
อาหารสวนที่ 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 

 
ผสมสวนประกอบของอาหารสวนที่ 1 ปรับ pH 6.0 ดวย NaOH ปรับปริมาตรใหได 1,000 

มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ 
 
ผสมสวนประกอบของอาหารสวนที่ 2 ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อ

กรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
กอนเล้ียงเสนใยนําอาหารสวนที่ 1 ปริมาตร 1 ลิตรที่เย็นลงแลวมาเติมสารละลาย thiamine 2 

มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารสวนที่ 2 ปริมาตร10 มิลลิลิตร ในสภาพปลอดเชื้อ 
 
3.  อาหาร Potato-Dextrose Agar (PDA) 
 

  มันฝรั่ง    200  กรัม 
  น้ําตาล Dextrose     20  กรัม 
  วุน      15  กรัม 

 
นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกลางใหสะอาดและหั่นเปนชิน้เล็กๆ ขนาด 1 ลูกบาศกเซนตริเมตร 

ตมใหเดือดในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรนาน 20 นาที กรองเอากากออก เติมน้ําตาลละลายสวนผสม
ใหเขากนัโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้งไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดียวกนัแลว
ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  

 
4.  อาหาร Potato-Dextrose Broth (PDB) 
 

สวนประกอบเชนเดียวกับอาหาร PDA แตไมเติมวุน 
 

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

  
 ละลายสวนผสมในน้ําปริมาตร 900 มิลลิลิตรใหเขากันโดยยังไมตองใสวุน ปรับ pH 7.0 ตั้ง

ไฟและใสผงวุนตมจนวุนละลายเปนเนื้อเดยีวกันแลวปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 

6.  อาหาร Luria-Betani Broth (LB) 
 

 สวนประกอบเชนเดียวกับอาหาร LA แตไมเติมวุน 
 

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 ดวย NaOH ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ กอนใชใส 2 โม
ลาร MgCl2 จํานวน 5 มิลลิลิตร 
 

หมายเหต ุ
 

 วิธีการฆาเชื้อแบบปกตินึ่งดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

  
 วิธีการฆาเชื้อสารละลายน้ําตาลกรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอนที่ปลอดเชื้อ 
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ภาคผนวก ข  
การเตรียมสารเคมี 



 

 

89 

 

1.  การเตรียมยาปฏชิีวนะ 
 
 1.1  streptomycin ช่ัง streptomycin จํานวน 0.6 กรัม ละลายในน้ําที่ผานการฆาเชื้อแลว
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เมื่อตองการใชนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ผานการฆาเชื้อแลวตั้งทิ้งไวใหเย็นลงอุณหภูมิต่ํากวา 
60 องศาเซลเซียส เติมยาปฏชีิวนะในอัตราสวน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 1.2  ampicillin ช่ัง ampicillin จํานวน 1 กรัม ละลายในน้าํที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 
10 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เมื่อ
ตองการใชนํามาผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อทีผ่านการฆาเชือ้แลวตั้งทิ้งไวใหเย็นลงอุณหภูมิต่ํากวา 
60 องศาเซลเซียส เติมยาปฏชีิวนะในอัตราสวน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
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 

 
ละลายสารในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหไดปริมาตร 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 

 
 ละลายสารในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 
4.  สารเคมีสําหรับเตรียม competent cell 
 
 4.1  สาร RF1 ประกอบดวย 

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

 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับ pH 5.8 ดวย acetic acid ปรับปริมาตรตามตองการ 

กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

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

 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับ pH 6.8 ดวย NaOH ปรับปริมาตรตามตองการ กรองดวย

เยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5.  สารเคมีสําหรับคัดเลือกโคลน 
 
 5.1  Isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) เตรียมโดยละลายสาร 2 กรัมในน้ําปรมิาตร 8 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร กรองดวยเยื่อกรองขนาด 0.22 ไมครอน เก็บไวที่
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 เก็บในหลอดทึบแสงหรือหอดวยแผน
อลูมิเนียมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยไมตองกรอง สารละลายที่ไดควรเปนสารละลายใส  
ไมมีสี ถามีสีออกเหลืองไมควรใช 
 
6.  สารเคมีสําหรับสกัดพลาสมิด 
 
 6.1  Solution I 
 50 mM glucose  ทําเปน stock ความเขมขน 1 โมลาร 
 25 mM Tris-HCl pH 8.0 ทําเปน stock ความเขมขน 1 โมลาร 
 10 mM EDTA pH 8.0 ทําเปน stock ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 
เตรียมสารละลายแตละชนดิแยกกัน นึ่งฆาเชื้อ (ยกเวน glucose ใชกรองดวยเยื่อกรองขนาด 

0.22 ไมครอน) แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อผสมสารเขาดวยกันแลวสามารถเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดนาน 1 เดือน 

 
 6.2  Solution II 
 0.2 N NaOH   ทําเปน stock ความเขมขน 1 นอรมอล 
 1% SDS    ทําเปน stock ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 

 
เตรียมสารละลายแตละชนดิแยกกัน นึ่งฆาเชื้อเฉพาะ NaOH สวน SDS ไมตองฆาเชื้อ แลว

เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง เวลาใชตองเตรียมใหมทุกครั้ง 
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 6.3  Solution III 
 
 3 M sodium acetate pH 4.8 

 
ละลายสารในน้ํากลั่น ปรับ pH 4.8 ดวย acetic acid ปรับปริมาตรตามตองการ นึ่งฆาเชื้อ 

แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 
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