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โคลนยนีไซโลสรีดกัเทส (XYL1) ของเมทิลโลโทรฟิกยสีตท์นร้อน Ogataea siamensis N22 จากยโีน-
มิกดีเอน็เอและคดัเลือกโคลนดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ไดโ้คลนรหสั pOSXR2-88 ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสความยาว 835 
นิวคลีโอไทดแ์ทรกอยูใ่นพลาสมิดแตย่งัขาดส่วนของยนีดา้น 3' จึงตามหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' 
ของยนีดว้ยวธีิ 3' RACE  เมืPอรวมลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดจ้ากทัdงสองวธีิเขา้ดว้ยกนั ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมด
ของยนีไซโลสรีดกัเทสความยาว 960 นิวคลีโอไทด ์ซึPงแปลงเป็นกรดอะมิโนได ้319 กรดอะมิโน เมืPอวเิคราะห์
ลาํดบันิวคลีโอไทดพ์บตาํแหน่ง TATA box-like คือ -112TATAA-108 ห่างจาก start codon ขึdนไปทางปลาย 5’ และ
พบตาํแหน่ง polyadenylation signal คือ 974AATAAA979 อยูห่่างจาก stop codon ไปทางดา้น 3' ไดฝ้ากลาํดบันิว-
คลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank (accession no. FJ763639) 
การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนทีPแปลงมาจากลาํดบันิวคลีโอไทด ์พบวา่ไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 
คลา้ยคลึงกบัอลัโดสรีดกัเทสของยสีต ์Candida boidinii มากทีPสุด เท่ากบั 72 เปอร์เซ็นต ์เมืPอวเิคราะห์ลาํดบั
กรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 พบวา่มีความแตกตา่งจากไซโลสรีดกัเทสของ
ยสีตอื์Pนอยู ่3 ตาํแหน่ง แตไ่ม่ใช่บริเวณ active site และพบวา่มีลาํดบักรดอะมิโน IPKS ทีPเป็นตาํแหน่งอนุรักษข์อง
บริเวณ active site เช่นเดียวกบัไซโลสรีดกัเทสของยสีตอื์Pน 

 
เมืPอเพิPมการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสในยสีต ์O. siamensis N22 ดว้ยการสร้างพลาสมิดลูกผสม 

pPICOSXR และ pGAPOSXR ภายใตโ้ปรโมเตอร์ของยีน alcohol oxidase (AOX) และ glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAP) ตามลาํดบั พลาสมิดลูกผสมจะแทรกเขา้ไปในโครโมโซมของยีสตเ์จา้บา้น 
การศึกษาการแสดงออกของยนีจากกิจกรรมของเอนไซม ์พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้และสายพนัธ์ุทีPไดรั้บ 
พลาสมิด pPICOSXR มีกิจกรรมเอนไซมอ์ยูร่ะหวา่ง 0.044 ถึง 0.098 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ซึP งยีสตส์ายพนัธ์ุ
ดดัแปลง N22-pPICOSXR30 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งทีPสุด คือ 0.098 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน คิดเป็น  
2.2 เท่า ของคา่ทีPตรวจพบจากยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ ส่วนยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPOSXR  พบ
ค่ากิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม์ตัdงแต่ 0.062 ถึง 0.093 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน โดยยีสต์สายพนัธ์ุ N22-
pGAPOSXR3 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งสุดคือ 0.093 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน คิดเป็น 1.5 เท่าของยีสต์
สายพนัธ์ุตัdงตน้  นอกจากนีd ยงัพบวา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 และสายพนัธ์ุดดัแปลงใช ้
NADPH เป็นโคเอนไซมเ์ท่านัdน 
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                Xylose reductase gene (XYL1) of the thermotolerant methylotrophic yeast, Ogataea siamensis N22, 
was cloned from genomic DNA and screened by PCR.  The positive clone namely pOSXR2-88 was found to 
carry 835 bp of partial XYL1 with 3’ end missing.  The 3' end of XYL1 was then cloned from cDNA using 3' 
RACE and sequenced.  The two sequences were then contiged and a 960 bp open reading frame encoding 319 
amino acids was found.  Nucleotide sequence analysis showed a TATA box-like sequence, -112TATAA-108, 
upstream from start codon and polyadenylation signal, 74AATAAA79, downstream from stop codon.  The 
sequence of O. siamensis N22 XYL1 was submitted to GenBank (accession number FJ763639).  Alignment of 
deduced amino acids sequence showed that xylose reductase of O. siamensis N22 is closely related to aldose 
reductase of Candida boidinii with 72% similarity.  The deduced amino acid sequence of O. siamensis N22 
xylose reductase showed 3 different positions, excluded from enzyme active site, from those of other yeasts.  
However, the conserved sequence of xylose reductase active site, IPKS, was found.  
 
 
 To overexpress the XYL1 in O. siamensis N22, the recombinant plasmid pPICOSXR and 
pGAPOSXR were constructed under the AOX and GAP promoters, respectively and integrated into host 
chromosome.  Study of gene expression via enzyme activity assay was carried out.  The original N22 strain and 
recombinants revealed specific xylose reductase activity of 0.044-0.098 U/mg protein.  The recombinant 
designated N22-pPICOSXR30 possessed 0.098 U/mg protein which is 2.2 folds of the activity found in the 
original N22 strain.  The pGAPOSXR recombinants showed specific enzyme activity of 0.062-0.093 U/mg 
protein and the recombinant namely N22-pGAPOSXR3 showed 0.093 U/mg protein which is 1.5 folds of that 
observed in the original N22 strain.  Additionally, xylose reductase of O. siamensis N22 and transformants 
studied were found to use NADPH as a preference coenzyme. 
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     7       กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์N22 (O. siamensis N22)  
      และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPZ B และ pGAPOSXR เมืPอใช ้  
      NADPH และ NADH เป็นโคเอนไซมข์องการทาํปฏิกิริยา           94  

 
ตารางผนวกทีO           

 
       ข1       การเตรียมโปตสัเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์        117 
       ข2       การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  

      จากความเขม้ขน้เริPมตน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใหมี้ความ 
      เขม้ขน้ตา่ง ๆ              119 

 
 



(3) 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพทีO                  หน้า 

 

1         เมแทบอลิซึมของนํdาตาลดี-ไซโลสโดยยสีต ์              10 
     2       โครงสร้างทางเคมีของไซลิทอล               13 
     3       หลกัการทาํงานของวธีิ rapid amplification of cDNA ends (RACE)  

      3' RACE-PCR เป็นการหาลาํดบัเบสทางดา้น 3' ของ cDNA และ 5' RACE- 
      PCRเป็นการหาลาํดบัเบสทางดา้น 5' ของ cDNA               22 

     4       แผนภาพพลาสมิด pJET1.2/blunt (2,947 เบส) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การ 
                   จาํลองดีเอน็เอ = rep (pMB1), ampicillin resistant gene = bla (ApR),  
                    lethal gene = eco47IR, PlacUV5 โปรโมเตอร์สาํหรับ eco47IR gene และ  
                    T7 promoter                    30 
     5       แผนภาพพลาสมิด pPICZ B (3.3 กิโลเบส) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การ 
                   จาํลองดีเอน็เอในแบคทีเรีย = pUC ori, Zeocin resistant gene = Zeocin,  
                   โปรโมเตอร์สาํหรับการแสดง ออกของยนี = 5' AOX1 และ terminator region  
                   ของการแสดงออกของยนี = AOX1 TT                39 
     6       แผนภาพพลาสมิด pGAPZ B (2.9 กิโลเบส) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การ 
                   จาํลองดีเอน็เอในแบคทีเรีย = pUC ori, Zeocin resistant gene = Zeocin,  
                   โปรโมเตอร์สาํหรับการแสดง ออกของยนี = PGAP และ terminator region 
                    ของการแสดงออกของยนี = AOX1 TT                40 
     7       อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตดัยโีนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22  

      แบบไมส่มบูรณ์ ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I ทีPความเขม้ขน้ต่างๆ             45 
     8       อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของยโีนมิกดีเอ็นเอไลบรารีขนาด 1-3  

      กิโลเบส ทีPตดัดว้ยเอนไซม ์Bsp143I แบบไมส่มบูรณ์               46 
     9       การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์8 ชนิด      47 
    10       ลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษข์องยนีไซโลสรีดกัเทส เลือกมาออกแบบ 

      ไพรเมอร์หวัยีน และไพรเมอร์ทา้ยยนี และแปลงลาํดบักรดอะมิโนไปเป็นลาํดบั 
      นิวคลีโอไทด์                   48 
 



(4) 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพทีO                  หน้า 

 
    11     อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสเพืPอตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วน 

   ทีPเพิPมจาํนวนโดยไพรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr613 ดว้ยเทคนิค gradient  
    PCR ทีPอุณหภูมิ annealing                53 

    12     อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ ทีPเพิPมจาํนวนดว้ยไพรเมอร์  
    OSXRf55 และ OSXRr613                54 

    13         อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสจากพลาสมิด  
                 pOSXR ของโคลนหมายเลข 1-240 ดว้ยเทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์ OSXRf55  
                 และ OSXRr61                              55 
    14         อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสจาก 
    พลาสมิด pOSXR                56 
    15         อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสเพืPอวิเคราะห์ชิdนดีเอ็นเอทีPแทรกในพลาสมิด 
                  pOSXR1-208 ทีPตดัดว้ยเอนไซม ์BglII              57 
    16          แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์จากพลาสมิด pOSXR1-208 ความยาวเทา่กบั 1,051  

    นิวคลีโอไทด์                 58 
    17          ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิด pOSXR1-208 

    ความยาว 680 นิวคลีโอไทด ์เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีอลัโดส- 
    รีดกัเทส จาก Candida boidinii ดว้ยโปรแกรม ClustalW            59 

    18          เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมดระหวา่ง pOSXR1-208 และ pOSXR2-88 
    ดว้ยโปรแกรม ClustalW                 62 

    19          อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของอาร์เอน็เอทัdงหมดของ O. siamensis N22          64 
    20          ตาํแหน่งของไพรเมอร์ OsXRf633 ในลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลส 
 รีดกัเทสบางส่วนจาก pOSXR2-88 อกัษรทีPขีดเส้นใต ้คือ ไพรเมอร์ OSXRf633  
 ใชใ้นการหาลาํดบันิวคลีโอไทดด์า้นปลาย 3' ของยนี             65 
    21          อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ขนาด 414 นิวคลีโอไทด ์
  ทีPเพิPมจาํนวนไดด้ว้ยวธีิ 3' RACE จาก cDNA ของ O. siamensis N22            66 
 



(5) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพทีO                    หน้า 

 

    22         ลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ของยนีไซโลสรีดกัเทสของ  
 O. siamensis N22ทีPไดจ้ากการเพิPมจาํนวนดว้ยวธีิ 3' RACE (OSXR) เปรียบเทียบ 
 กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีนอลัโดสรีดกัเทสทางดา้นปลาย3' จาก 
 Candida boidinii ดว้ยโปรแกรม clustalW                  67 
    23         (ก) การเชืPอมต่อลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pอยูบ่นพลาสมิด pOSXR2-88 กบัลาํดบั 

    นิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE  อกัษรทีPขีดเส้นใต ้ 
    ATG แสดงบริเวณ start codon และ TAA แสดงบริเวณ stop codon 

                  (ข) แสดงการเทียบเคียงลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPอยู ่
    บนพลาสมิด pOSXR2-88 กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์จาก 
    เทคนิค 3' RACE                     68 

    24         Open reading frame ของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์O. siamensis N22 ความยาว 
   960 นิวคลีโอไทด ์และแปลงเป็นกรดอะมิโนได ้319 กรดอะมิโนทีPไดจ้ากโปรแกรม 
   ORF Finder                      71       

    25          วเิคราะห์ตาํแหน่งโปรโมเตอร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสจากลาํดบันิวคลีโอไทดที์P 
     อยูบ่นพลาสมิด pOSXR2-88 เชืPอมต่อกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑ์ 
     พีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE จาํนวน 1,334 นิวคลีโอไทด์               72 

    26           Phylogenetic tree ของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 และ 
     ยสีต ์12 ชนิด ทีPสร้างดว้ยวธีิ neighbor-joining โดยมีค่า bootstrap = 1,000 
     (แสดงเฉพาะคา่ bootstrap ทีP มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต)์                73 

    27           เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบั  
     ไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์12 ชนิด ทีPมีในฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม ClustalW  
     ไดแ้ก่ C. boidinii, Candida sp,  C. albicans, C. tropicalis, Candida sp. GCY2005, 
     C. dubliniensis, C. tenuis, C. parapsilosis D. hansenii, P. stipitis, K. lactis  
     และ M. guiliermondii                     75 
 



(6) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพทีO                    หน้า 

 

    28           อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของยนีไซโลสรีดกัเทส 
   ทีPสมบูรณ์ของ O. siamensis N22 จากการทาํปฏิกิริยาดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78  
   และ OSXRr959 ความเขม้ขน้ดีเอน็เอ และ MgCl2แตกต่างกนั                81 
    29           ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ เมืPอเพิPมปริมาณโดยใชไ้พรเมอร์  

     OSXRf-78 และ OSXRr959                   82 
    30           การเทียบเคียงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสจาก pOSXR2-88  

     รวมกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE  
     กบั ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์จากการเพิPมปริมาณดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78  
     และ OSXRr959                    83 

    31           อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิด 
                   pPICZ B และ pGAPZ B (ก) ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสม 
                   pPICOSXR (ข) ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสม pGAPOSXR        86 
    32           การเจริญของ O. siamensis N22 สายพนัธ์ุปกติ และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บ 
                  พลาสมิด pPICZ B และ pPICOSXR บนอาหาร YPD เติม ZeocinTM ความเขม้ขน้  
                  50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัPวโมง              88 
    33          การเจริญของ O. siamensis N22 สายพนัธ์ุปกติ และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บ 
                  พลาสมิด pPGAPZ B และ pGAPOSXR บนอาหาร YPD เติม ZeocinTM ความ 
                  เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 
                  ชัPวโมง                    89 
 
ภาพผนวกทีO           

 
    ข1         กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
                  กบัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 595 นาโนเมตร              120 
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การโคลนและการศึกษาลกัษณะของยนีไซโลสรีดักเทส 

จากเมทลิโลโทรฟิกยสีต์ทนร้อน Ogataea siamensis N22 

 

Cloning and Characterization of Xylose Reductase Gene (XYL1) from 

Thermotolerant Methylotrophic Yeast Ogataea siamensis N22 
 

คาํนํา 
 

 เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส ทาํหนา้ทีPเร่งปฏิกิริยาการเปลีPยนนํdาตาลไซโลสไปเป็นไซลิทอล 
ซึP งเป็นปฏิกิริยาแรกในกระบวนการเมแทบอลิซึมของไซโลส โดยใช ้NADH หรือ NADPH เป็น 
โคเอนไซม ์ พบวา่มียสีตเ์พียงไมกี่PชนิดทีPใชน้ํdาตาลไซโลสได ้เช่น Pichia guilliermondii,   
P. stipitis, Candida shehatae, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. tenuis, Kluyveromyces lactis, 
Pachysolen tannophilus, C. boidinii และ Hansenula polymorpha และในจาํนวนนีdกมี็เมทิลโลโทร-
ฟิกยสีตร์วมอยูด่ว้ย ซึP งเมทิลโลโทรฟิกยสีตห์มายถึง ยสีตที์Pสามารถใชเ้มทานอลเป็นแหล่งพลงังาน
และแหล่งคาร์บอนเพืPอการเจริญได ้ประโยชน์ของเมทิลโลโทรฟิกยสีตมี์หลากหลาย เช่น การผลิต
โปรตีนเซลลเ์ดีPยว  การผลิตกรดอะมิโน  การผลิตกรดซิตริก  และการผลิตโคเอนไซม ์เป็นตน้  
นอกจากนีd เมทิลโลโทรฟิกยสีตบ์างชนิดยงัสามารถใชไ้ซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน ไดผ้ลผลิต คือ  
ไซลิทอล ซึP งเป็นนํdาตาลแอลกอฮอลที์Pมีคุณสมบติัเป็นสารใหค้วามหวานเทียบเทา่กบันํd าตาลซูโครส  
ปัจจุบนัไซลิทอลไดรั้บความนิยมในทวปียโุรป และอเมริกา โดยใชเ้ป็นสารใหค้วามหวานแทน
นํdาตาล  นอกจากนีdยงัมีการนาํไซลิทอลมาใชท้างดา้นการแพทยด์ว้ย  เนืPองจากไซลิทอลเป็นสารทีP
ใหแ้คลอรีPต ํPา  สามารถป้องกนัการเกิดโรคหวัใจได ้ ปัจจุบนัการผลิตไซลิทอลในระดบั
อุตสาหกรรมใชก้ระบวนการทางเคมี โดยใชว้ตัถุดิบจากไซแลนและลิกโนเซลลูโลส แต่ผลผลิตทีP
ไดมี้ปริมาณนอ้ย การทาํใหบ้ริสุทธิ� มีขัdนตอนทีPซบัซอ้น ทาํใหต้น้ทุนการผลิตสูง ไซลิทอลทีPขายใน
ทอ้งตลาดจึงมีราคาแพง ทาํใหเ้กิดการพฒันากระบวนการผลิตไซลิทอล จากกระบวนการหมกัโดย
จุลินทรีย ์ ซึP งจุลินทรียที์Pสามารถผลิตไซลิทอลไดม้ากทีPสุด คือ ยสีต ์ (Sampaio et al, 2008) และ
พบวา่เมทิลโลโทรฟิกยสีตบ์างสายพนัธ์ุ สามารถผลิตไซลิทอลโดยใชไ้ซโลสเป็นสารตัdงตน้ไดดี้  
ซึP งการผลิตไซลิทอลโดยเมทิลโลโทรฟิกยสีตใ์นสภาวะทีPเหมาะสม อาจนาํมาใชท้ดแทน
กระบวนการผลิตทางเคมีได ้เนืPองจากทาํใหไ้ดผ้ลผลิตทีPมีปริมาณสูง และตน้ทุนการผลิตตํPากวา่
กระบวนการผลิตทางเคมี  
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นอกจากประโยชน์ของเมทิลโลโทรฟิกยสีตที์Pกล่าวขา้งตน้แลว้ การใชป้ระโยชน์จากเมทิล-
โลโทรฟิกส์ยสีตที์PสาํคญัอีกประการหนึPง คือ การนาํมาใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นสาํหรับการแสดงออก
ของยนีจากแหล่งอืPน เนืPองจากเมทิลโลโทรฟิกยสีตมี์ส่วนโปรโมเตอร์ของยนีแอลกอฮอลอ์อกซิเดส 
ทีPมีประสิทธิภาพสูง ในการเหนีPยวนาํใหเ้กิดการแสดงออกของยนีจากแหล่งอืPนไดดี้  ตวัอยา่งของ
เมทิลโลโทรฟิกยสีตที์Pมีการพฒันามาใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นทางการคา้ คือ Pichia pastoris และ P. 

methanolica โดยบริษทั InVitrogen (USA) 
 
มีรายงานการคน้พบเมทิลโลโทรฟิกยตีส์ทนร้อนหลายสายพนัธ์ุจากแหล่งธรรมชาติต่าง ๆ 

ในประเทศไทย และบางสายพนัธ์ุกพ็บวา่เป็นยสีตส์ปีชีส์ใหม่ดว้ย  ซึP ง Ogataea siamensis N22 ทีPใช้
ในการศึกษาครัd งนีdกเ็ป็นยสีตส์ปีชีส์ใหม่ทีPแยกไดใ้นประเทศไทยเช่นกนั (Limtong et al., 2004 ; 
Limtong et al., 2008) มีรายงานวา่ Ogataea siamensis N22 สามารถผลิตไซลิทอลจากไซโลสไดที้P
อุณภูมิสูงตัdงแต่ 37 ถึง 40 องศาเซลเซียส (พนัธ์ธิดา, 2549) ซึP งสูงกวา่ในเมทิลโลโทรฟิกยสีตช์นิด
อืPนๆ 

 
ดงันัdนการศึกษาครัd งนีd จึงมีจุดมุง่หมายเพืPอดดัแปลงพนัธุกรรมของยสีตส์ายพนัธ์ุนีd ใหมี้การ

ผลิตไซลิทอลไดเ้พิPมขึdน โดยการเพิPมจาํนวนชุดของยนีทีPควบคุมการผลิตเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส 
ซึP งจะส่งผลใหมี้การแสดงออกของยนีเพิPมขึdน และมีการสร้างเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสเพิPมขึdน 
เพืPอใหย้สีตส์ามารถเปลีPยนไซโลสไปเป็นไซลิทอลไดม้ากขึdน ขอ้มูลทีPไดจ้ากการศึกษาครัd งนีdจะเป็น
ประโยชน์ ทัdงในแง่ของการศึกษาลกัษณะของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีตท์นร้อนสปีชีส์ใหม่สาย
พนัธ์ุไทย และจะเป็นประโยชน์อยา่งยิPงในการพฒันากระบวนการผลิตไซลิทอลโดยจุลินทรียต่์อไป   
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วตัถุประสงค์ 

 
1. โคลนยนีไซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์Ogataea siamensis N22 

 
2. ศึกษาลกัษณะเฉพาะของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 

 
3. ศึกษาการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 
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การตรวจเอกสาร 
 

เมทลิโลโทรฟิกยสีต์ 

  
เมทิลโลโทรฟิกยสีต ์คือ ยสีตที์Pสามารถใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังาน

เพืPอการเจริญได ้การใชเ้มทานอลเพืPอการเจริญอาจพบไดใ้นยสีตไ์ม่กีPสายพนัธ์ุ  (Nakagawa et al., 
2005)  อาจแยกเมทิลโลโทรฟิกยสีตไ์ดจ้ากธรรมชาติ เช่น พืช ดิน นํdา เป็นตน้ เพราะแหล่งธรรมชาติ 
เช่น ใบไม ้มีการปลดปล่อยเมทานอล ออกมาสู่บรรยากาศได ้ซึP งยสีตห์รือจุลินทรียอื์Pน ๆ ทีPสามารถ
ใชเ้มทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนจะนาํเมทานอลทีPพืชปล่อยออกมาในบรรยากาศไปใชไ้ด ้ นอกจาก- 
นีdแหล่งเมทานอลจากธรรมชาติทีPสาํคญัอีกแหล่งหนึPง คือ เพคติน ซึP งถูกไฮโดรไลซ์โดยเอนไซม ์
pectin methylesterase (PME) ไปเป็นเมทานอล และ polygalacturonate ได ้(Nakagawa et al., 2005)  
 
 มีรายงานการคดัแยกเมทิลโลโทรฟิกยสีตจ์ากธรรมชาติในประเทศไทย โดยคดัแยกเมทิล-
โลโทรฟิกยสีตส์ปีชีส์ใหม่ไดจ้ากยางไม ้และในดิน ไดแ้ก่ Ogataea chonburiensis,  
O. nakhonphanomensis, O. thermomethanolica, O. siamensis, Candida krabiensis และ  
C. sithepensis นอกจากนีdพบวา่ยสีตท์ัdงหมดเป็นเมทิลโลโทรฟิกยสีตท์นร้อนดว้ย เนืPองจากสามารถ
เจริญไดท้ัdงทีP 37 องศาเซลเซียส และตํPากวา่ 20 องศาเซลเซียส (Limtong et al., 2004; Limtong et 
al., 2008) 
 
 Ogataea siamensis N22 เป็นเมทิลโลโทรฟิกยสีตท์นร้อนทีPคดัแยกไดจ้ากยางไมใ้น
ประเทศไทย ซึ� งสามารถใชเ้มทานอลความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์เพื�อการเจริญไดที้�อุณหภูมิสูงคือ 
37 องศาเซลเซียส (พนัธ์ธิดา, 2549) 
 

เมทานอลเมแทบอลซึิมในเมทลิโลโทรฟิกยสีต์ 

 
 เมทิลโลโทรฟิกยสีตท์ัPว ๆ ไปมีวถีิการใชเ้มทานอลคลา้ยคลึงกนั ปฏิกิริยาแรกของ
กระบวนการเมทานอลเมแทบอลิซึมในเมทิลโลโทรฟิกยสีต ์คือ การออกซิไดส์เมทานอล (CH3OH) 
ไปเป็นฟอร์มาลดีไฮด ์(HCHO) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) โดยมีเอนไซมเ์มทานอลออก
ซิเดส (methanol oxidase, MOX) พบใน Hansenula polymorpha หรือเอนไซมแ์อลกอฮอลอ์อกซิ-
เดส (alcohol oxidase, AOD หรือ AOX, EC1.1.3.13) ซึP งพบใน Candida boidinii  และ Pichia 

pastoris เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา และใชอ้อกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน   เอนไซมแ์อลกอฮอลอ์อกซิเดส
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สังเคราะห์ในไซโตซอล แต่เอนไซมที์Pสังเคราะห์ขึdนนีdยงัอยูใ่นรูปทีPไมส่ามารถทาํงานไดใ้นทนัที 
เมืPอเซลลข์นส่งเอนไซมนี์d เขา้มาในเพอร์ออกซิโซม เอนไซมจึ์งจะอยูใ่นรูปทีPสามารถทาํงานได ้
พบวา่ในระหวา่งทีPเมทิลโลโทรฟิกยสีตมี์การเจริญในเมทานอล จะมีการสังเคราะห์เอนไซม์
แอลกอฮอลอ์อกซิเดสเพิPมขึdนเรืPอย ๆ ซึP งทาํใหมี้ฟอร์มาลดีไฮดแ์ละไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์พิPมขึdน 
โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีPเกิดขึdนนัdนมีความเป็นพิษต่อเซลล ์ซึP งเซลลจ์ะกาํจดัไดโ้ดยเอนไซม์
คะตาเลสทีPอยูใ่นเปอร์ออกซิโซม (peroxisomal catalase, CAT, EC1.11.1.6) เกิดเป็นออกซิเจนและ
นํdา ส่วนฟอร์มาลดีไฮดที์Pเกิดขึdนเป็นสารตวักลางของเมทานอลเมแทบอลิซึม และอาจเป็นพิษต่อ
เซลลเ์ช่นกนัถา้สะสมในปริมาณมาก แต่ฟอร์มาลดีไฮด์จะเขา้สู่วถีิแอสสิมิเลชนัและวถีิดิสสิมิเลชนั
ซึP งเกิดขึdนในไซโตซอลต่อไป วถีิดิสสิมิเลชนัของเมทานอล เริPมจากการทีPฟอร์มาลดีไฮด์
เกิดปฏิกิริยากบักลูตาไทโอนในรูปรีดิวซ์ (GSH) ไปอยูใ่นรูป S-hydroxymethylglutathione (S-
HMG) จากนัdนเอนไซม ์glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase (FLD) จะใช ้S-HMG 
เป็นสารตัdงตน้ในการสร้าง S-formylglutathione (S-FG)  ต่อจากนัdน S-FG ถูกไฮโดรไลซ์ โดย
เอนไซม ์S-formylglutathionine hydrolase ไปเป็น GSH และฟอร์เมท  ในทีPสุดฟอร์เมทจะถูกออก- 
ซิไดส์ไปเป็นคาร์บอนไดออกไซดโ์ดยเอนไซม ์FLD   ส่วนวถีิแอสสิมิเลชนัของเมทานอลในเมทิล-
โลโทรฟิกยสีต ์เป็นการเปลีPยนฟอร์มาลดีไฮดซึ์P งเป็นสารทีPมีคาร์บอน 1 อะตอมกบั xylulose-5-
phosphate (Xu5P) ซึP งเป็นนํdาตาลทีPมีคาร์บอน 5 อะตอม ไดเ้ป็นสารทีPมีคาร์บอน 3 อะตอม 2 ชนิด 
คือ dihydroxyacetone (DHA) และ glyceraldehydes-3-phosphate (GAP) ปฏิกิริยานีdจะเกิดในเพอร์-
ออกซิโซม และจะเคลืPอนทีPออกจากเพอร์ออกซิโซมมายงัไซโตซอล  ต่อมา DHA จะถูกเติมหมู่
ฟอสเฟตกลายเป็น dihydroxyacetone phosphate (DHAP) DHAP จะทาํปฏิกิริยากบั GAP ได้
ผลผลิตเป็น fructose 1,6-bisphosphate (FBP) โดยมีเอนไซม ์fructose bisphosphatase เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา และจะได ้Xu5P ทีPสร้างขึdนมาใหม ่ซึP งจะเขา้สู่วิถีเพนโตสฟอสเฟตต่อไป  ส่วน 1 ใน 3 
โมเลกุลของ DHAP ทีPเหลือ จะถูกนาํไปใชใ้นกระบวนการ gluconogenesis ต่อไป  (Gellissen, 2002 
; Hartner and Glieder, 2006 ; Klei et al., 2006)  
 

การนําเมทลิโลโทรฟิกยสีต์ไปใช้ประโยชน์ 

 

1.  การผลติโปรตีนเซลล์เดีOยว  
  
 การผลิตโปรตีนเซลลเ์ดีPยวในระดบัอุตสาหกรรมนิยมใชย้สีตที์PสามารถเจริญบนอาหารทีPมี
เมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังาน  เพราะเมทานอลหาไดง่้าย ละลายนํdาได ้มีความ
บริสุทธิ� สูง มีความปลอดภยัมากกวา่มีเทน และสามารถกาํจดัออกจากเซลลไ์ดง่้าย  การผลิตโปรตีน
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เซลลเ์ดีPยวของยสีต ์มีขอ้ดีเมืPอเปรียบเทียบกบัแบคทีเรีย ไดแ้ก่ การเกบ็เกีPยวเซลลท์าํไดง่้ายโดยการ
กรองหรือปัPนเหวีPยง เพราะเซลลมี์ขนาดใหญ่ ทาํใหต้น้ทุนในการผลิตตํPา และพบปริมาณของกรด
นิวคลีอิกตํPากวา่เซลลข์องแบคทีเรีย ( 7-12 เปอร์เซ็นตข์องนํdาหนกัแหง้ในยสีต ์กบั 10-20 เปอร์เซ็นต์
ของนํdาหนกัแหง้แบคทีเรีย)  คา่พีเอชทีPใชใ้นกระบวนการผลิตตํPา (4.0-5.5) จึงช่วยลดการปนเปืd อน
จากแบคทีเรียได ้ดงันัdนโปรตีนเซลลเ์ดีPยวจากยสีตจึ์งไดรั้บการยอมรับจากผูบ้ริโภคมากกวา่
แบคทีเรีย  (Verachtert and De Mot, 1990) 
 
2.  การผลติกรดอะมิโน 
 
 เมทิลโลโทรฟิกยสีตเ์ป็นจุลินทรียที์Pเหมาะสาํหรับการผลิตกรดอะมิโนหลายชนิด ตวัอยา่ง
ไดแ้ก่ สิทธิบตัรของ Okumura et al. (1970) ทีPอธิบายการใชเ้มทิลโลโทรฟิกยสีต ์Hansenula 

polymorpha ผลิตกรดอะมิโน L-alanine, L-glutamic acid, L-lysine, L-threonine, L-valine และ 
aromatic amino acid (L-tryptophan) จากเมทานอล  
 
3.  การผลติโคเอนไซม์ 
 
 เมทิลโลโทรฟิกยสีต ์มีเอนไซมแ์อลกอฮอลอ์อกซิเดสอยูม่ากกวา่ 30 เปอร์เซ็นต ์ของ
โปรตีนทีPละลายนํdาไดท้ัdงหมดภายในเซลล ์และเป็นเอนไซมที์PเกีPยวขอ้งกบัการผลิต flavin adenine 
dinucleotide (FAD) และ flavin mononucleotide (FMN) ซึP งเป็นนิวคลีโอไทด์โคเอนไซม ์พบวา่เมืPอ
เลีdยงเมทิลโลโทรฟิกยสีต ์4 วนั ในอาหารทีPมี AMP ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และเม-
ทานอลความเขม้ขน้ 3.5 เปอร์เซ็นต ์ AMP จะถูกเปลีPยนไปเป็น FAD 45.4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
กระบวนการผลิต riboflavin และ FMN ในสภาวะทีPเหมาะสม (Brooke et al., 1980) 
 
4.  การผลติกรดซิตริก 

 
 เมืPอเลีdยง Candida boidinii ในอาหารเมทานอลทีPเติม fluoroacetate ลงไปดว้ย พบวา่มีการ
ปล่อยกรดซิตริกออกมาทีPความเขม้ขน้ประมาณ 1 กรัมต่อลิตร  ก่อนหนา้นีd มีการศึกษาสายพนัธ์ุ
กลายของยสีต ์Candida sp. Y-1  ซึP งมีความตา้นทานต่อ fluoroacetate พบวา่มีการปล่อยกรดซิตริก 
ออกมาในอาหารเลีdยงเชืdอทีPความเขม้ขน้ประมาณ 5 กรัมต่อลิตร (Tani, 1984) 
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5.  การใช้เอนไซม์ของเมทลิโลโทรฟิกยสีต์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
  

ในปี ค.ศ. 1975 บริษทั Hankel ไดจ้ดสิทธิบตัร การผลิต เอนไซมแ์อลกอฮอลอ์อกซิเดสทีP
ปราศจากเอนไซมค์ะตาเลส (catalase-free alcohol oxidase) เป็นของแขง็ในรูปเมด็ เพืPอใชใ้นการ
ผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นนํdายาซกัฟอก (Baratti et al, 1978 ; Tanaka et al., 1978)  
นอกจากนีd  ยงัสามารถใชก้ระบวนการทางเคมีในการผลิตฟอร์มาลดีไฮดจ์ากเมทานอลไดด้ว้ย ซึP ง
แอลกอฮอลอ์อกซิเดสเป็นเอนไซมที์Pสาํคญั ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟิกยสีต ์
ซีPงทาํหนา้ทีPออกซิไดส์เมทานอลไปเป็นฟอร์มาลดีไฮด ์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ซึP งจะใช้
แอลกอฮอลอ์อกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ใหไ้ดผ้ลผลิตเป็นฟอร์มาลดีไฮด ์(Tani et al., 1987) 
 
6.  การใช้เมทลิโลโทรฟิกยสีต์เป็นเซลล์เจ้าบ้านสําหรับการแสดงออกของยีนจากแหล่งอืOน 

 
 Cregg et al. (2000)  กล่าวถึงเมทิลโลโทรฟิกยสีตที์Pมีคุณสมบติัเป็นเซลลเ์จา้บา้นทีPดี
สาํหรับใชใ้นการศึกษาการแสดงออกของยีนจากแหล่งอืPน เนืPองมาจากส่วนโปรโมเตอร์ของยนี ทีP
ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมแ์อลกอฮอลอ์อกซิเดส ทีPมีประสิทธิภาพในการกาํหนดการแสดงออก
ของยนี ปัจจุบนัมีความสาํเร็จในการใชย้สีต ์Pichia pastoris เป็นเซลลเ์จา้บา้นเพืPอการผลิตรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน และทาํใหแ้สดงออกในกระบวนการหมกัระดบัอุตสาหกรรมได ้เช่น อุตสาหกรรม
การผลิตโปรตีนในอาหารสัตว ์เป็นตน้  ในปัจจุบนัมีโปรตีนจากแหล่งอืPนมากกวา่ 200 ชนิดทีP
สามารถผลิตไดใ้นยสีต ์P. pastoris จึงสามารถใชเ้มทิลโลโทรฟิกส์ยสีตเ์ป็นเครืPองมือในการศึกษา
พฒันาสายพนัธ์ุใหม่และดีเอ็นเอพาหะต่อไป  
 

มีการใชย้สีต ์Hansenula polymorpha เป็นเซลลเ์จา้บา้นสาํหรับการแสดงออกของยนีจาก
แหล่งอืPน และประสบความสําเร็จในการผลิตระดบัอุตสาหกรรม  ซึP งใน H. polymorpha มีโปรโม-
เตอร์ของยนีแอลกอฮอลอ์อกซิเดสเป็นตวัควบคุมการแสดงออกของยีนจากแหล่งอืPนแบบต่อเนืPอง 
และยงัยอมใหย้นีจากแหล่งอืPนสามารถแทรกเขา้ไปในจีโนมของ H. polymorpha ไดด้ว้ย จึง
สามารถกระตุน้การแสดงออกของยนีจากแหล่งอืPนไดเ้มืPอเลีdยงเซลลใ์นอาหารทีPเติมเมทานอล  
นอกจากนีdการสะสมผลผลิตทีPไดไ้วใ้นเพอร์ออกซิโซมยงัช่วยป้องกนัการปรับแต่งของสายโปรตีน 
เช่น proteolytic processing หรือ glycoylation เป็นตน้ จากขอ้ดีดงักล่าวของ H. polymorpha ทาํใหมี้
การพฒันาเซลลเ์จา้บา้นสายพนัธ์ุใหม่ซึP งสามารถนาํมาใชใ้นการผลิตโปรตีนจากแหล่งอืPน ๆ ใน
ระดบัอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ได ้(Dijk et al., 2000) 
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เมแทบอลซึิมของดี-ไซโลส 

 

 ดี-ไซโลส (D-xylose) เชืPอมต่อกนัไดด้ว้ยพนัธะ เบตา-1,4 เกิดเป็นโพลิเมอร์ในรูปไซแลน  
ยสีตแ์ละราบางชนิด สามารถแอสสิมิเลตไซโลสเขา้ไปใชใ้นเซลลไ์ด ้ภายใตส้ภาวะทีPมีอากาศ  โดย
พบวา่ยสีต ์297 สปีชีส์ จาก 466 สปีชีส์ หรือประมาณ 63 เปอร์เซ็นต ์สามารถแอสสิมิเลตดี-ไซโลส 
ภายใตส้ภาวะทีPมีอากาศได ้(Barnett, 1976) เมแทบอลิซึมของไซโลสในยสีตน์ัdนแตกต่างจาก
กระบวนการทีPเกิดขึdนในแบคทีเรีย ในขัdนตอนของการเปลีPยนไซโลสเป็นไซลูโลส  โดยแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่จะเปลีPยนไซโลสไปเป็นไซลูโลส ดว้ยปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชัPน โดยเอนไซมไ์ซโลสไอ-
โซเมอเรส  ในขณะทีPยสีตใ์ชป้ฏิกิริยาออกซิเดชนัและรีดกัชนั เกิดฟอสโฟรีเลชนัในการเปลีPยน
ไซโลสไปเป็นไซลูโลส โดยเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส, ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส และไซลูโลไคเนส 
ยสีตบ์างชนิดจะใชดี้-ไซโลสเพืPอเปลีPยนไปเป็นเอทานอล (Verachtert and De Mot, 1990)  
 

เมแทบอลซึิมของดี-ไซโลสในยสีต์ 

 
 กระบวนการหมกัดี-ไซโลส ในยสีตเ์กิดขึdนโดยวถีิเพนโทสฟอสเฟต  (Pentose phosphate 
pathway) ปฏิกิริยาแอสสิมิเลชนัของดี-ไซโลส เริPมจากการรีดิวซ์ ดี-ไซโลสเป็นไซลิทอลโดย
เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส (xylose reductase) หรือ อลัโดสรีดกัเทส (aldose reductase) และมี 
NADPH หรือ NADH เป็นโคเอนไซม ์ต่อมาไซลิทอลถูกออกซิไดส์เป็นดี-ไซลูโลส โดยเอนไซม ์
ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส (xylitol dehydrogenase) และมี NAD+ เป็นโคเอนไซม ์ จากนัdนดี-ไซลู
โลสถูกฟอสโฟรีเลทไปอยูใ่นรูป D-xylulose-5-phosphate โดยเอนไซมไ์ซลูโลไคเนส 
(xylulokinase) (Verachtert and De Mot, 1990; Jeffries and Shi, 1999)  D-xylulose-5-phosphate ทีP
เกิดขึdนจะเขา้สู่วถีิเพนโทสฟอสเฟต เพืPอใหผ้ลผลิตคือ glyceraldehyde-3-phosphate และ fructose-
6-phosphate ซึP งจะเขา้สู่วถีิ Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP) ตอ่ไป เพืPอผลิตไพรูเวต  
ไพรูเวตอาจถูกรีดิวซ์โดยปฏิกิริยาทีPเร่งโดยเอนไซม ์pyruvate decarboxylase และ alcohol 
dehydrogenase ตามลาํดบั ไดผ้ลผลิตเป็นเอทานอล  หรืออีกทางหนึPง ไพรูเวตอาจเขา้วฏัจกัรกรด
ไทรคาร์บอกซิลิก (TCA cycle) เพืPอสร้างพลงังานและเซลลต่์อไป  นอกจาก D-xylulose-5-
phosphate จะเขา้สู่วถีิเพนโทสฟอสเฟตแลว้ ยงัสามารถเขา้สู่ phosphoketolase bypass ไดอี้กทาง
หนึPง  โดยมี glyceraldehyde-3-phosphate และ acetyl phosphate เป็นผลผลิตโดยอาศยัการทาํงาน
ของเอนไซม ์xylulose-5-phosphate phosphoketolase ซึP ง glyceraldehyde-3-phosphate ทีPเกิดขึdนจะ
เขา้สู่วถีิ EMP ในขณะทีP acetyl phosphate จะเกิดปฏิกิริยาต่อไปโดยการทาํงานของเอนไซม ์acetate 
kinase ไดผ้ลผลิตคือ อะซิเทต ซึP งอะซิเทตอาจเกิดปฏิกิริยาต่อไปไดเ้ป็น acetyl CoA โดยการเร่ง



9 

ปฏิกิริยาของเอนไซม ์acetyl CoA synthase และ acetyl CoA จะเขา้สู่ TCA cycle ตอ่ไป หรืออะซิ-
เตทอาจเปลีPยนไปเป็นเอทานอลได ้(Winkelnausen and  Kuzmanova, 1998) ดงัแสดงในภาพทีP 1 
 

เอนไซม์สําคัญในเมแทบอลซึิมของนํ\าตาลดี-ไซโลสในยสีต์ 

  

 Jeffries and Shi (1999) ไดร้วบรวมรายละเอียดเกีPยวกบัเอนไซมที์Pสาํคญัในวถีิการ
เปลีPยนแปลงดี-ไซโลสของยสีต ์ดงันีd  
 
1.  เอนไซม์ไซโลสรีดักเทส (xylose reductase, XR) 

 

       ไซโลสรีดกัเทส หรือ สาํหรับยสีตC์andida boidinii เรียกชืPอวา่ อลัโดสรีดกัเทส (aldose 
reductase) (EC 1.1.1.21) มียนีทีPควบคุมการสร้างไซโลสรีดกัเทส คือ XYL1 ซึP งเป็นเอนไซมที์Pเร่ง
ปฏิกิริยาการเปลีPยนไซโลสไปเป็นไซลิทอล เป็นขัdนตอนแรกทีPเกิดขึdนในกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของไซโลสโดยยสีต ์ ไซโลสรีดกัเทส อาจใช ้NADPH หรือ NADH เป็นโคเอนไซม ์แต่พบวา่ส่วน
ใหญ่จะใช ้NADPH มากกวา่ NADH  เช่น ในยสีต ์P. stipitis  มีอตัราส่วนกิจกรรมของ 
NADH/NADPH เท่ากบั 0.7 (Hagedorn and Ciriacy, 1989)  แตใ่นยสีต ์C. boidinii มีอตัราส่วน
กิจกรรมของ NADH/NADPH อยูร่ะหวา่ง 2.0-5.9 โดยขึdนอยูก่บัอตัราการให้อากาศดว้ย (Vandeska 
et at., 1995) เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสถูกกระตุน้ใหท้าํงานโดยไซโลส นอกจากนีdยงัมีรายงานของ 
Yablochkova et al. (2003) ศึกษากิจกรรมและความจาํเพาะต่อการใชโ้คเอนไซมข์องไซโลสรีดกั-
เทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ในยสีตจี์นสั Candida, Kluyveromyces, Pachysolen, Pichia และ 
Torulopsis พบวา่ยสีตมี์กิจกรรมของไซโลสรีดกัเทสอยูร่ะหวา่ง 0.11 ถึง 10.37 ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน และมีกิจกรรมของไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสอยูร่ะหวา่ง 0.01 ถึง 13.53 ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน แสดงในตารางทีP 1  ไซโลสรีดกัเทสของยสีตที์Pผลิตไซลิทอล ไดแ้ก่ C. didensiae, C. 

intermediae, C. parapsilosis,C. silvanorum, C. tropicalis, K. fragilis, K. marxianus,  

P. guillermondii, and T. molishiama มีความจาํเพาะกบั NADPH ส่วนในยสีตที์Pผลิตเอทานอล 
ไดแ้ก่ P. stipitis, C. shehatae, and Pa. tannophilus สามารถใชท้ัdง NADPH และ NADH เป็นโค
เอนไซม ์
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ภาพทีO 1  เมแทบอลิซึมของนํd าตาลดี-ไซโลสโดยยสีต ์
 
ทีOมา: ดดัแปลงจาก Winkelnausen and Kuzmanova (1998) 
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 Hye et al. (2010) ศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดร
จีเนส ของยสีต ์P. stipitis  เมืPอเลีdยงในสภาวะทีPมีกลูโคสและไซโลส วดัการแสดงออกของยนีดว้ย
วธีิ semiquantitative RT-PCR พบระดบัการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสเพิPมขึdนเมืPอเลีdยง P. 

stipitis  ในสภาวะทีPมีไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน แต่กลูโคสไมมี่อิทธิพลต่อการแสดงออกของยนีทัdง
สอง  พบวา่ระดบัการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสเพิPมขึdนเมืPอใชไ้ซโลสความเขม้ขน้ 40, 60 
และ 80 กรัมต่อลิตร  แมว้า่การแสดงออกของยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสจะเพิPมขึdนเล็กนอ้ยใน
สภาวะทีPเติมไซโลส แต่การแสดงออกไมเ่พิPมขึdนแมว้า่จะเติมไซลิทอลลงไปในอาหารเลีdยงเชืdอกต็าม 
สรุปวา่ยนีไซโลสรีดกัเทสถูกกระตุน้ใหมี้การแสดงออกโดยไซโลส  
 
ตารางทีO 1  กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสในยสีตช์นิด 

    ตา่งๆ 
 

Yeast species and strain 
Specific activity, µmol/(min mg protein) 

Xylose reductase Xylitol dehydrogenase 
NADPH NADH NAD+ NADP+ 

Candida didensiae, F-3 0.63 0.03 0.40 <0.01 
C. intermediae, TabII (85) 4.74 0.16 3.62 0.21 
C. parapsilosis, 42 0.90 0.04 0.01 <0.01 
C. silvanoru, VGI-II 5.10 0.26 4.11 0.21 
C. tropicalis, Y-456 6.43 0.14 1.10 0.06 
Kluyveromycs marxsianus, Y-488 0.16 <0.01 0.04 <0.01 
Pichia guilliermondii, Y-1017 0.61 0.02 0.18 <0.01 
Torulopsis molishiama, 55 0.11 <0.01 0.01 <0.01 
Pachysolen tannophilus, Y-1532, Y-1533, 
Y-1634 

2.00-2.10 1.39-1.56 4.04-5.26 0.01-0.012 

C. shehatae, Y-1632 3.40 4.93 13.53 0.42 
P. stipitis, Y-2160 4.84 10.37 8.37 0.27 
 
ทีOมา: ดดัแปลงจาก Yablochkova et al. (2003) 
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2.  เอนไซม์ไซลทิอลดีไฮโดรจีเนส (xylitol dehydrogenase, XDH) 

 

       เอนไซมไ์ซลิทอลดีไฮโดรจีเนส (EC 1.1.1.9) เป็นเอนไซมที์Pทาํหนา้ทีPเร่งปฏิกิริยาใน
ขัdนตอนทีPสอง ของไซโลสเมแทบอลิซึม ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสออกซิไดส์ไซลิทอลไปเป็นไซลู-
โลส  ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสมีความคลา้ยคลึงกบัเอนไซมซ์อร์บิทอลดีไฮโดรจีเนสทีPพบในคน และ
แอลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนสของยสีต ์ยนีสาํหรับควบคุมการสร้างไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส คือ XYL2  
ดี-ไซโลสสามารถกระตุน้การแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส  แต่
พบวา่ แอล-อะราบิโนส จะกระตุน้เฉพาะการแสดงออกของยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสเทา่นัdน (Kern 
et al., 1996) ขณะทีPพบวา่ไซลิทอลไมมี่บทบาทในการกระตุน้การแสดงออกของยนีไซลิทอลดีไฮ- 
โดรจีเนสเลย  เมืPอเลีdยงยสีต ์Candida tenuis ในอาหารเลีdยงเชืdอทีPมีแหล่งไนโตรเจนเป็นยสีตส์กดั
และเพปโตน สามารถเหนีPยวนาํใหเ้กิดการทาํงานของไซโลสรีดกัเทส และไซลิทอลดีไฮโดรจี- 
เนสไดดี้กวา่ เมืPอใชย้เูรียและแอมโมเนียมไนเทรตเป็นแหล่งไนโตรเจน (Kern et al., 1997)  ในยสีต ์
Pichia stipitis นัdนพบวา่การทาํงานของไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสลดลง เมืPอเจริญภายใตส้ภาวะทีPไม่มี
ออกซิเจนหรือมีออกซิเจนจาํกดั  เมืPอเลีdยงยสีต ์C. shehatae ในสภาวะทีPจาํกดัปริมาณออกซิเจน จะมี
ผลต่อการทาํงานของไซโลสรีดกัเทส และไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสเพียงเล็กนอ้ย  เมืPอเลีdยงเซลลข์อง 
C. shehatae ในอาหารเลีdยงเชืdอทีPมีกลูโคส จะยบัย ัdงการทาํงานของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอล
ดีไฮโดรจีเนส  แต่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ยงัคงทาํงานไดอ้ยา่งต่อเนืPอง 
เมืPอเลีdยงในอาหารทีPมีทัdงไซโลสและกลูโคส และมีประสิทธิภาพเทา่กบัเมืPอเลีdยงเซลลใ์นอาหารทีPมี
แต่ไซโลสเพียงอยา่งเดียว (Skoog and Hahn-Hagerdal, 1990)  อยา่งไรกต็าม กลูโคสอาจยบัย ัdงวถีิ 
เมแทบอลิซึมของไซโลส เนืPองจากเซลลย์สีตจ์ะยงัไม่นาํไซโลสเขา้ไปในเซลล ์จนกวา่จะใชก้ลูโคส
ในอาหารเลีdยงเชืdอหมดก่อน นอกจากสารอาหารแลว้พบวา่ ปริมาณของออกซิเจนและโคแฟคเตอร์ 
มีผลในการควบคุมการทาํงานของไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส เช่นเดียวกนั  
 
3.  เอนไซม์ไซลูโลไคเนส (xylulokinase, XK) 

 
     เอนไซมไ์ซลูโลไคเนส (EC 2.7.1.17) ทาํหนา้ทีPเร่งปฏิกิริยาในขัdนตอนทีPสามของวถีิ
ไซโลสเมแทบอลิซึม โดยจะเติมหมูฟ่อสเฟตใหแ้ก่ไซลูโลส แลว้เปลีPยนไปเป็น xylulose-5-
phosphate  ยนีสาํหรับควบคุมการสร้างเอนไซมไ์ซลูโลไคเนส คือ XKS1 
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4.  เอนไซม์ฟอสโฟคีโตเลส (phosphoketolase) 

 

     เอนไซมฟ์อสโฟคีโตเลส เป็นเอนไซมที์Pพบมากในแบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli  ซึP งจะใช้
เอนไซมนี์d  ในระหวา่งกระบวนการเมแทบอลิซึมของไซโลส  มีรายงานการพบเอนไซมฟ์อสโฟคี-
โตเลสใน aerobic yeast  บางชนิดทีPใชไ้ซโลสได ้และยสีต ์Candida sp. สายพนัธ์ุทีPมีการสะสม
ไขมนั  อยา่งไรกต็าม ยงัไมท่ราบหนา้ทีPแน่นอนของเอนไซมนี์d  ในการผลิตเอทานอลจากไซโลส
โดยยสีต ์
 

ไซลทิอล  

 

1.  คุณสมบัติของไซลทิอล 

 
  ไซลิทอลเป็นนํdาตาลแอลกอฮอลโ์มเลกุลเดีPยวของไซโลส  โครงสร้างประกอบดว้ย
คาร์บอนหา้อะตอม (ภาพทีP 2) สูตรโมเลกุล คือ C5H12O5  นํdาหนกัโมเลกุลเทา่กบั 152.1  ลกัษณะ
เป็นผงผลึกสีขาว รสชาติหวาน ไม่มีกลิPน และไมมี่คุณสมบติัเบีPยงเบนแสง  ไซลิทอลจดัเป็นสารมธั-
ยนัตร์ในคาร์โบไฮเดรตเมแทบอลิซึมของมนุษยแ์ละสัตว ์ และอาจพบไซลิทอลทัPวไปในพืชหลาย
ชนิด (Emodi, 1978)     

 
ภาพทีO 2 โครงสร้างทางเคมีของไซลิทอล  
 
ทีOมา: Emodi (1978) 
 
 ไซลิทอลมีความหวานมากกวา่แมนนิทอล 2.5 เทา่ และมากกวา่ซอร์บิทอล 2 เทา่  โดยเมืPอ
เปรียบเทียบกบัซูโครสแลว้ ไซลิทอลมีความหวานเทา่กบั 0.85-1.25 เทา่ของซูโครส  ไซลิทอลมี
ประโยชน์ทางดา้นอาหาร เภสัชกรรม และทนัตกรรม เช่น ใชเ้ป็นสารใหค้วามหวานในหมากฝรัPง 
เครืPองดืPม ไอศกรีม และสามารถใชก้บัคนทีPเป็นโรคเบาหวาน เป็นตน้  เนืPองจากเป็นสารใหค้วาม
หวานทีPมีแคลอรีPต ํPา คือ ไซลิทอล 1 กรัม ใหพ้ลงังานเทา่กบั 4.06 กิโลแคลอรีP  (สาวติรี, 2549; 
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Emodi, 1978; Kim et al.,1998)  ในดา้นทนัตกรรมนัdนไซลิทอลเป็นสารทีPแบคทีเรียในช่องปาก 
Streptococcus mutans ไมส่ามารถใชแ้ละไม่สามารถเปลีPยนไปเป็นกรดได ้จึงเป็นการช่วยรักษาคา่ 
พีเอชในช่องปากใหมี้ความสมดุล ช่วยลดสาเหตุของฟันผุและป้องกนัการทาํลายสารเคลือบฟันได ้
(Sellman, 2003)  ในทางเภสัชกรรม ไซลิทอลช่วยรักษาโรค Osteoporosis ช่วยเพิPมความหนาแน่น
ของกระดูก เนืPองจากไซลิทอลจะส่งเสริมการดูดซึมแคลเซียมของลาํไส้  และยงัมีการศึกษาการใช้
หมากฝรัPงทีPมีส่วนผสมของไซลิทอลช่วยรักษาอาการหูอกัเสบในเด็กได ้ (Sellman, 2003; Uhari et 
al., 1996) 
 
2.  การผลติไซลทิอลโดยยสีต์ 

 
ไซลิทอลพบไดท้ัPวไปในธรรมชาติ เช่น พืช และผลไม ้เป็นตน้ แต่มีปริมาณของไซลิทอล

นอ้ยมาก เมืPอเปรียบเทียบกบันํdาตาลซูโครสทีPพบในนํdาออ้ยและหวัผกักาดหวาน ทาํใหอุ้ตสาหกรรม
การผลิตไซลิทอลจากสารสกดัในธรรมชาติเป็นไปไดย้าก  กระบวนการผลิตไซลิทอลโดยวธีิทาง
เคมี และชีววทิยาจะใหป้ริมาณไซลิทอลมากกวา่ (Nigam and Singh, 1994) 

 
กระบวนการผลิตไซลิทอลดว้ยวธีิทางเคมี จากวตัถุดิบทีPมีองคป์ระกอบของดี-ไซโลส 

ไดแ้ก่ไซแลน และลิกโนเซลลูโลส  ไดผ้ลผลิตเพียง 50 ถึง 60 เปอร์เซ็นต ์และการทาํผลผลิตให้
บริสุทธิ� ตอ้งใชก้ระบวนการหลายขัdนตอน  ส่วนการผลิตไซลิทอลโดยจุลินทรียไ์ดแ้ก่ ยสีต ์
โดยเฉพาะในจีนสั Candida และ Debaryomyces  จะตอ้งมีกระบวนการหมกัในสภาวะทีPเหมาะสม 
จึงทาํใหไ้ดผ้ลผลิตสูงสุด ซึP งปัจจยัทีPเกีPยวขอ้งกบัการผลิต ไดแ้ก่ สารตัdงตน้, โคซบัสเตรต, ออกซิเจน 
และอุณหภูมิ (Sampaio et al., 2003) 
 

การผลิตไซลิทอลโดยใชย้สีตส์ายพนัธ์ุกลายของ Candida tropicalis ซึP งเป็นสายพนัธ์ุกลาย
ทีPสามารถผลิตไซลิทอลจากดี-ไซโลส ไดผ้ลผลิต 100 เปอร์เซ็นต ์โดยในกระบวนการผลิตมีการใช้
กลีเซอรอลเป็นโคซบัสเตรต  พบวา่เมืPอใชดี้-ไซโลส 50 กรัมต่อลิตร และกลีเซอรอล 20 กรัมต่อลิตร 
ใหผ้ลผลิตไซลิทอลได ้3.2 กรัมต่อลิตร หรือ 97 เปอร์เซ็นต ์ และเมืPอเพิPมอตัราการให้ออกซิเจนจะ
ส่งผลใหอ้ตัราการผลิตเพิPมขึdน (Ko et al., 2006) 
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การโคลนยนีทีOเกีOยวข้องกบัไซโลสเมแทบอลซึิมของยสีต์ 
 
 ยนีทีPเกีPยวขอ้งกบัการสร้างเอนไซมใ์นไซโลสเมแทบอลิซึมของยสีต ์ไดแ้ก่ ยนีไซโลสรีดกั-
เทส, ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส และไซลูโลไคเนส โดยเฉพาะไซโลสรีดกัเทสทีPมีการศึกษาคุณสมบติั 
ศึกษาการโคลนและแสดงออกของยนี เพืPอเพิPมประสิทธิภาพในการใชไ้ซโลสไดเ้พิPมขึdน ดงันีd  
 
 Billard et al. (1995) ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทส-ของยสีต ์Kluyveromyces lactis  โดยการ
เชืPอมต่อยนีไซโลสรีดกัเทสเขา้กบัพลาสมิดทีPมีส่วนของยนี lacZ อยู ่ พบวา่ ยนีไซโลสรีดกัเทสทีP
ศึกษา ประกอบดว้ย 987 นิวคลีโอไทด ์และแปลไปเป็นกรดอะมิโนจาํนวน 329 กรดอะมิโน  ซึP ง
กรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส จาก K. lactis  นัdนคลา้ยคลึงกบัของ Pichia stipitis 
ประมาณ 62 เปอร์เซ็นต ์ และถา้ทาํใหย้นี XYL1 สูญเสียการทาํงานไป ยสีตจ์ะไมส่ามารถเจริญไดใ้น
อาหารทีPมีไซโลส 
 
 Yokoyama et al. (1995) ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีนไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์
Candida tropicalis พบ open reading frame ของยนีนีd มีความยาวเทา่กบั 927 นิวคลีโอไทด ์แปลเป็น
กรดอะมิโนได ้324 กรดอะมิโน ประกอบเป็นสายโปรตีนทีPมีขนาด 36 กิโลดาลตนั และพบวา่ยนี
ไซโลสรีดกัเทสมีความคลา้ยคลึงกบัยนีไซโลสรีดกัเทสของ P. stipitis เทา่กบั 73 เปอร์เซ็นต ์
 

 Kristine et al. (1996) ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทส ของยสีต ์Pichia stipitis แลว้แทรกเขา้ไป
ใน พลาสมิด pXOR และเพิPมจาํนวนใน P. stipitis  จากนัdนนาํ P. stipitis ทีPมีพลาสมิด pXOR และ  
P. stipitis ทีPมีพลาสมิด pJM6 (ไมมี่ยนีไซโลสรีดกัเทส)  มาเลีdยงบนอาหารทีPมีไซโลส ภายใตส้ภาวะ
ทีPมีอากาศ  พบวา่สายพนัธ์ุทีPมีพลาสมิด pXOR จะมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสเพิPมขึdน 
มากกวา่ในสายพนัธ์ุทีPมีพลาสมิด pJM6 1.8 เทา่  และปริมาณของออกซิเจนทีPจาํกดั จะไปเพิPม
กิจกรรมของเอนไซมข์องยสีตท์ัdงสองสายพนัธ์ุได ้ เมืPอเพาะเลีdยงยสีตใ์นอาหารทีPมีนํdาตาลกลูโคส
ภายใตส้ภาวะทีPมีอากาศ และจาํกดัปริมาณออกซิเจน พบวา่ ในสายพนัธ์ุทีPมี pXOR มีกิจกรรมของ
ไซโลสรีดกัเทส มากกวา่สายพนัธ์ุทีPมีพลาสมิด pJM6 ถึง 10 เทา่  แต่พบวา่การผลิตเอทานอลไม่
เพิPมขึdนและผลิตไดน้อ้ยลงกวา่เดิมเมืPอเทียบกบัสายพนัธ์ุควบคุม 
  

Walfridsson et al. (1997) ทดลองถ่ายโอนยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส 
ซึP งเป็นยนีสาํหรับการสังเคราะห์ไซโลสรีดกัเทส (XR) และไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส (XDH) 
ตามลาํดบั ของ Pichia stipitis CBS 6054 ไปยงัยสีต ์Saccharomyces cerevisiae โดยยนีไซโลสรีดกั-
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เทส และไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ถูกแทรกเขา้ไปในดีเอน็เอพาหะ Yep24 ซึP งมีส่วนโปรโมเตอร์ของ
ยนีสาํหรับสร้างเอนไซมแ์อลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนส 1 (ADH1) และ ฟอสโฟกลีเซอเรตไคเนส 
(PGK1) เป็นส่วนควบคุมการทาํงานของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ทาํใหไ้ด้
ยสีตส์ายพนัธ์ุ Yep-XYL1-XYL2 ทีPแตกต่างกนัออกไปตามโครงสร้างของดีเอ็นเอพาหะ  โดยวดัได้
จากความแตกต่างของกิจกรรมจาํเพาะของไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส  ผลการถ่าย
โอนยีนทัdงสอง เขา้ใน S. cerevisiae  พบวา่ S. cerevisiae  ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดี-
ไฮโดรจีเนส มีอตัราการใชไ้ซโลสเพิPมขึdนจาก S. cerevisiae  สายพนัธ์ุตัdงตน้ และยสีตส์ายพนัธ์ุทีPมี
ยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส นัdนยงัส่งเสริมใหมี้การแสดงออกของยีนสาํหรับ
สร้างเอนไซมท์รานส์คีโตเลส และ ทรานส์แอลโดเลส เพิPมขึdนอีกดว้ย  

 
 Handumrongkul et al. (1998) ศึกษาลกัษณะเฉพาะของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก Candida 

guilliermondii โดยการโคลนยนีและใหมี้การแสดงออกของยนีใน P. pastoris พบ open reading 
frame ของยนีเทา่กบั 954 นิวคลีโอไทด ์แปลเป็นกรดอะมิโนได ้317 กรดอะมิโน และมีมวล
โมเลกุลเทา่กบั 36 กิโลดาลตนั ลาํดบักรดอะมิโนไซโลสรีดกัเทสของ C. guilliermondii มีความ
คลา้ยคลึงกบั P. stipitis เทา่กบั 70.4 เปอร์เซ็นต ์เอนไซมใ์ช ้NADPH เป็นโคเอนไซม ์ รีคอมบิ- 
แนนทส์ามารถผลิตไซลิทอลไดสู้งสุดเท่ากบั 7.8 กรัมตอ่ลิตร ซึP งผลิตไดม้ากกวา่  
C. guilliermondii เมืPอเลีdยงภายใตส้ภาวะทีPใหอ้ากาศ 
 
 Suzuki et al. (1999)  ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทสของ C. tropicalis  โดยการโคลนยีนไซโลส-
รีดกัเทสเขา้ในพลาสมิด pUC19 ไดรี้คอมบิแนนทพ์ลาสมิดชืPอ pXRA จากนัdนทาํใหย้นีไซโลสรีดกั-
เทสแสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli JM109  ซึP งลกัษณะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPได้
จากรีคอมบิแนนท ์ใชดี้-ไซโลสเป็นซบัสเตรต และ NADPH เป็นโคเอนไซม ์พบวา่เอนไซมท์าํงาน
ไดที้Pคา่พีเอชใกลเ้คียงกบัเอนไซมจ์าก C. tropicalis  แต่เอนไซมจ์ากรีคอมบิแนนทส์ามารถทนความ
ร้อนทีP 60 องศาเซลเซียส ซึP งสูงกวา่เอนไซมใ์น C. tropicalis  การแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทส
ใน E. coli สามารถเปลีPยนไซโลสไปเป็นไซลิทอลได ้จากความเขม้ขน้ของไซโลส 50 กรัมต่อลิตร 
และกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร นอกจากนีdยงัเติม IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) เพืPอ
เป็นการเหนีPยวนาํเซลลด์ว้ย ทาํให ้E. coli ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทส สามารถผลิตไซลิทอลได ้13.3 
กรัมต่อลิตร เมืPอเพาะเลีdยงเซลลน์าน 20 ชัPวโมง 
 
 Jin et al. (2002) ศึกษาการขดัขวางการแสดงออกของยนีไซลูโลไคเนส (xylulokinase) จาก 
P. stipitis พบวา่ P. stipitis สายพนัธ์ุกลายทีPถูกขดัขวางการแสดงออกของยนีไซลูโลไคเนสไม่
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สามารถผลิตเอทานอลจากไซโลสได ้แต่ยงัคงใชไ้ซโลสไดใ้นอตัราทีPชา้ลง มีการสะสมไซลิทอล 
และอะราบินิทอล  เมืPอศึกษาการแสดงออกของยนีไซลูโลไคเนสและใชโ้ปรโมเตอร์ของยนีไซลูโล-
ไคเนส จาก P. stipitis ในรีอมบิแนนท ์S. cerevisiae ใชไ้ซลูโลสไดเ้พิPมขึdน 3 เทา่ และผลิตเอทานอล
จากไซโลสและไซลูโลสได ้ในขณะทีPสายพนัธ์ุพอ่แม ่(ไมถู่กแทรกดว้ยยนีไซลูโลไคเนสจาก  
P. stipitis) มีการผลิตไซลิทอลเทา่นัdน  กิจกรรมของไซลูโลไคเนสในรีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae ทีP
มีพลาสมิดของยนีไซลูโลไคเนสแบบหลายชุด (multi-copy) มีกิจกรรมมากกวา่ ริคอมบิแนนท ์ 
S. cerevisiae ทีPมีพลาสมิดของยนีไซลูโลไคเนสแบบชุดเดียว (single-copy) ถึง 6 เทา่ แต่พบวา่การ
ผลิตเอทานอลจะลดลง เมืPอมีจาํนวนยนีไซลูโลไคเนสเพิPมขึdนในพลาสมิด 
 
 Lee et al. (2003) ศึกษาเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต ์Candida parapsilosis KFCC-
10875 ทีPสามารถผลิตไซลิทอลไดสู้ง พบวา่การสังเคราะห์เอนไซมถู์กควบคุมโดยยนีไซโลสรีดกั-
เทส โดยไซโลสรีดกัเทส ประกอบดว้ย 324 กรดอะมิโน และมีมวลโมเลกุลเทา่กบั 36,629 ดาลตนั  
แต่การเลือกใชโ้คเอนไซม ์(NADH หรือ NADPH) นัdนส่งผลต่อปริมาณของการผลิตไซลิทอล จึง
ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทส ของ C. parapsilosis KFCC-10875 โดยแทรกในพลาสมิด pAUR123 ซึP ง
เป็นพลาสมิดทีPควบคุมการแสดงออกของยีน โดยอาศยัโปรโมเตอร์ของยนีแอลกอฮอลดี์ไฮโดร-
จีเนส จากนัdนทาํใหมี้แสดงออกของยนีในยสีต ์C. tropicalis ไดส้ายพนัธ์ุรีคอมบิแนนท ์ 
C. tropicalis BN-1 ทีPสามารถผลิตไซลิทอลไดม้ากกวา่ สายพนัธ์ุเดิมประมาณ 25 เปอร์เซ็นต ์และ
สร้างผลผลิตพลอยได ้คือ เอทานอลและกลีเซอรอล ลดลง  นอกจากนีdพบวา่ไซโลสรีตกัเทสของ  
C. tropicalis BN-1 มีความจาํเพาะต่อโคเอนไซม ์NADH และ NADPH เท่ากนั 
  
 Wang et al. (2007) ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทส (XYL1) จาก C. shehatae  ทีPนาํมาโคลน และ
เหนีPยวนาํให้แสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli โดยใชพ้ลาสมิด pMD-18T ไดรี้คอมบิแนนท ์
pMD-XYL1 และทาํเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPแบคทีเรียสร้างขึdนใหบ้ริสุทธิ�  โดยใชว้ธีิ His6-tagged 
fusion protein  โดยพบวา่ใชดี้-ไซโลสเป็นซบัสเตรตไดดี้ทีPสุด และใช ้NADH เป็นโคเอนไซมไ์ด้
ดีกวา่ NADPH  เอนไซมท์าํงานไดดี้ทีP 35 องศาเซลเซียส และพีเอชเทา่กบั 6.5 
 
 Zhang et al. (2009) ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทส เพืPอศึกษา
ลกัษณะเฉพาะของไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์C. tropicalis โดยโคลนยนีไซโลสรีดกัเทสและทาํให้
แสดงออกในแบคทีเรีย E. coli BL21 หลงัจากทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธิ�  แลว้นาํมาศึกษาลกัษณะเฉพาะ
ของไซโลสรีดกัเทส พบวา่เอนไซมมี์คา่ Km สาํหรับ NADPH และ NADH เทา่กบั 45.5 และ 161.9 
ไมโครโมลาร์ ตามลาํดบั แสดงใหเ้ห็นวา่ไซโลสรีดกัเทสของ C. tropicalis สามารถใชท้ัdง NADPH 
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และ NADH เป็นโคเอนไซม ์และมีค่าประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยา (catalytic efficiency, kcat) 
สูงทีPสุดในกลุ่มเอนไซมอ์ลัโดสรีดกัเทส 
 
 นอกจากนีdยงัมีการปรับปรุงยีสตใ์หส้ามารถผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลสได ้โดยส่วน
ใหญ่จะใชแ้หล่งของยนีทีPควบคุมการสร้างเอนไซมที์PเกีPยวขอ้งกบัไซโลสเมแทบอลิซึมของยสีตที์Pใช้
ไซโลสได ้โดยการโคลนยีนและทาํใหมี้การแสดงออกของยนีในยสีต ์Saccharomyces cerevisiae 
ดงันีd  
 
 Karhumaa et al. (2007) ปรับปรุงสายพนัธ์ุของ S. cerevisiae TMB3057 เพืPอใหใ้ชไ้ซโลส
ได ้โดยทาํใหมี้การแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสจาก P. stipitis และ
นอกจากนีdยงัเพิPมการแสดงออกของยนีทีPควบคุมการสร้างเอนไซมใ์นวถีิ non-oxidative pentose 
phosphate พบวา่รีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae TMB3057 ผลิตเอทานอลเพิPมขึdนและสะสมไซลิทอล
นอ้ยลง และยงัพบวา่การแสดงออกของยีนทีPควบคุมการสร้างเอนไซมใ์นวถีิ non-oxidative pentose 
phosphate ทีPเพิPมขึdนนัdน ส่งผลใหมี้อตัราการใชไ้ซโลสเพิPมขึdนดว้ย 
 
 Watanabe et al. (2007) ปรับปรุงใหรี้คอมบิแนนท ์S. cerevisiae ทีPมีการแสดงออกของยนี
ไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสจาก P. stipitis ผลิตเอทานอลจากไซโลสไดเ้พิPมขึdน โดย
ทาํใหเ้กิดการกลายของยนีไซโลสรีดกัเทส ดว้ยวธีิ site-direct mutagenesis เพืPอทาํใหไ้ซ โลสรีดกั-
เทสสามารถใช ้NADH เป็นโคเอนไซมไ์ดดี้ขึdน พบวา่สายพนัธ์ุกลาย S. cerevisiae สามารถผลิตเอ-
ทานอลเพิPมขึdน 5.1 เปอร์เซ็นต ์และผลิตไซลิทอลลดลง 31 เปอร์เซ็นต ์เมืPอเปรียบเทียบกบัรีคอม-
บิแนนท ์S. cerevisiae ทีPไมเ่กิดการกลายของยนีไซโลสรีดกัเทส 
 
 Zhang et al. (2010) ศึกษาการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสและไซลิทอลดีไฮโดรจี- 
เนสในรีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae เพืPอกระบวนการหมกัเอทานอลจากไซโลส โดยใชย้นีไซโลส- 
รีดกัเทสของ C. shehatae และยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสของ P. stipitis  กิจกรรมของไซโลสรีดกั-
เทสและไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสของรีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae สูงกวา่ของ C. shehatae และ  
P. stipitis  รีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae ทีPมีการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก C. shehatae มี
การผลิตเอทานอลสูงกวา่ รีคอมบิแนนท ์S. cerevisiae ทีPมีการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสและ
ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส แต่ผลผลิตเอทานอลตํPากวา่เล็กนอ้ย และมีการผลิตไซลิทอลเพิPมขึdน ซึP งอาจ
เนืPองจากไซโลสรีดกัเทสใน C. shehatae ใช ้NADPH เป็นโคเอนไซมม์ากกวา่ NADH ในขณะทีP  
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ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสใช ้NAD+ เป็นโคเอนไซม ์จึงทาํใหเ้กิด redox imbalance ส่งผลใหมี้การ
สะสมไซลิทอลมากขึdน 
  

การปรับปรุงสายพันธ์ุจุลนิทรีย์เพืOอเพิOมประสิทธิภาพในการผลติไซลทิอล 
 
 วธีิการปรับปรุงยสีตที์Pใชไ้ซโลสเพืPอเพิPมประสิทธิภาพในการผลิตไซลิทอล โดยการโคลน
ยนียนีทีPควบคุมสร้างเอนไซมใ์นกระบวนการไซโลสเมแทบอลิซึมในยสีต ์ไดแ้ก่ ยนีไซโลสรีดกั-
เทส ดว้ยการเพิPมจาํนวนชุดของยนี, ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส และไซลูโลไคเนส ดว้ยการขดัขวางการ
ทาํงานของยนีทัdงสอง ดงันีd  
 
 Chung et al. (2002) ศึกษาการผลิตไซลิทอลของรีคอมบิแนนท ์Saccharomyces cerevisiae 
ทีPมีการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก P. stipitis ภายใตก้ารควบคุมของโปรโมเตอร์ของยนี 
glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH promotor) และ GAPDH terminator ซึP งใช ้
ดีเอ็นเอพาหะ 2 ชนิด ไดแ้ก่ pδ-neo ทีPเป็นดีเอ็นเอพาหะทีPแทรกเขา้ไปในโครโมโซมของ  
S. cerevisiae และพลาสมิด pY2 เป็นพลาสมิดทีPเพิPมจาํนวนแบบอิสระ เมืPอเลีdยงรีคอมบิแนนท ์ 
S. cerevisiae ทีPมีการแสดงออกทัdงสองแบบเพืPอผลิตไซลิทอลในอาหารทีPมีกลูโคสแบบจาํกดั พบวา่
รีคอมบิแนนทที์Pมียนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยูบ่นโครโมโซมมีการผลิตไซลิทอลมากกวา่รีคอมบิ- 
แนนทที์Pมียนีไซโลสรีดกัเทสในพลาสมิด pY2 ถึง 1.7 เทา่  จากรายงานนีdพบวา่สามารถพฒันาสาย
พนัธ์ุรีคอมบิแนนทที์Pมียนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยูบ่นโครโมโซมทาํใหย้นีไซโลสรีดกัเทสนัdนมี
ความเสถียรและมีระดบัการแสดงออกของยีนสูง 
 
 Jin et al. (2005) ศึกษาการผลิตไซลิทอลของยสีตส์ายพนัธ์ุกลาย Pichia stipitis ทีPถูก 
ขดัขวางการแสดงออกของยีนไซลูโลไคเนส (Jin et al., 2002) พบวา่เมืPอเลีdยงในอาหารทีPมีไซโลส
ในสภาวะทีPมีอากาศและใหอ้อกซิเจนอยา่งจาํกดั สามารถผลิตไซลิทอลไดดี้ขึdนและผลิตเอทานอล
ไดเ้พียงเล็กนอ้ย และมีอตัราการใชไ้ซโลสเพิPมขึdน 5 เทา่เมืPอเลีdยงในสภาวะทีPมีอากาศเมืPอเปรียบ 
เทียบกบัในสภาวะทีPมีออกซิเจนจาํกดั จากการศึกษาครัd งนีd แสดงใหเ้ห็นวา่กระบวนการหายใจของ
เซลลท์าํใหเ้พิPมประสิทธิภาพของการใชไ้ซโลสในเซลลเ์พิPมขึdน  สายพนัธ์ุกลาย P. stipitis สามารถ
ผลิตไซลิทอลได ้26 กรัมต่อลิตร และมีอตัราการผลิตสูงสุดเท่ากบั 0.22 กรัมไซลิทอลตอ่ลิตรต่อ
ชัPวโมง เมืPอลีdยงในสภาวะทีPมีอากาศ 
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 Ko et al. (2006) ศึกษาการผลิตไซลิทอลจากดี-ไซโลส โดยยสีตส์ายพนัธ์ุกลาย Candida 

tropicalis ทีPมีส่วนของยนี XYL2 สาํหรับผลิตเอนไซมไ์ซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ซึP งยนีถูกขดัขวางการ
แสดงออกโดยวธีิ Ura-blasting  พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุกลาย BSXDH-3 ไมส่ามารถเจริญบนอาหาร 
minimal medium ทีPเติมไซโลสได ้และตรวจไมพ่บกิจกรรมของไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส  การผลิต
ไซลิทอลจะใชน้ํdาตาลกลูโคสและกลีเซอรอลเป็นโคซบัสเตรต  ซึP งพบวา่กลีเซอรอลเป็นโคซบั- 
สเตรตทีPดีทีPสุด และยสีตส์ายพนัธ์ุกลาย BSXDH-3 ผลิตไซลิทอลได ้30 กรัมต่อลิตรต่อชัPวโมง ทาํ
ใหไ้ดผ้ลผลิตไซลิทอลถึง 98 เปอร์เซ็นต ์
 
 Yoon et al. (2010) ศึกษาการดดัแปลงพนัธุกรรมของยสีต ์C. tropicalis โดยการแทนทีPยีน
ไซโลสรีดกัเทสดัdงเดิมของ C. tropicalis ซึP งผลิตเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPใช ้L-arabinose เป็น
ซบัสเตรตได ้ถูกแทนทีPดว้ยยีนไซโลสรีดกัเทสจาก Neurospora crassa ทีPมีความจาํเพาะต่อการใช้
ไซโลสเป็นซบัสเตรต และแทรกยนีทีPสร้างเอนไซม ์L-arabinose isomerase, L-ribulokinase และ L-
ribulose-5-phosphate 4-epimerase จากแบคทีเรีย เพืPอใหย้ีสตส์ายพนัธ์ุกลายทีPไดส้ามารถใชไ้ซโลส
จากลิกโนเซลลูโลสเพืPอผลิตไซลิทอล และใชอ้ะราบิโนสจากลิกโนเซลลูโลสโดยเอนไซมจ์าก
แบคทีเรียทีPถูกแทรกเขา้ไป  เมืPอวเิคราะห์กระบวนการผลิตไซลิทอลพบวา่ ยสีตส์ายพนัธ์ุกลาย
สามารถผลิตไซลิทอลไดเ้พิPมขึdน 16 เปอร์เซ็นตเ์มืPอเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุดัdงเดิม 
 
 นอกจากการควบคุมยนีทีPสร้างเอนไซมใ์นกระบวนการไซโลสเมแทบอลิซึมโดยการโคลน
ยนีแลว้ ยงัมีรายงานปรับปรุงยสีตใ์หผ้ลิตไซลิทอลเพิPมขึdนได ้โดยการใชรั้งสียวูเีพืPอให้เกิดสายพนัธ์ุ
กลายทีPผลิตไซลิทอลไดเ้พิPมขึdน 
 
 Rao et al. (2006) ศึกษาการปรับปรุงสายพนัธ์ุของยสีต ์C. tropicalis โดยทาํให้เกิดการ
กลายดว้ยรังสียวู ีและสาร N-methyl-N'-nitro-N-nitroso guanidine (MNNG)  พบสายพนัธ์ุกลายจาก
การฉายรังสียวูจีาํนวน 1 สายพนัธ์ุ คือ UV1 ผลิตไซลิทอลไดม้ากกวา่สายพนัธ์ุดัdงเดิม ซึP งผลิตไซลิ-
ทอลได ้0.81 กรัมไซลิทอลต่อกรัมไซโลส ต่อมานาํ UV1 มาทาํใหเ้กิดการกลายดว้ย MNNG ไดส้าย
พนัธ์ุกลาย CT-OMV5 ผลิตไซลิทอลไดเ้ท่ากบั 0.85 กรัมไซลิทอลตอ่กรัมไซโลส ในอาหาร YEPX 
(ยสีตส์กดั, เปปโตน และไซโลส) และผลิตไซลิทอลไดเ้พิPมขึdนเทา่กบั 0.87 กรัมตอ่กรัมไซโลส ใน
อาหารสาํหรับกระบวนการหมกัไซโลสทีPมียเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน  สายพนัธ์ุกลาย CT-OMV5 มี
คุณสมบติัแตกต่างกบัสายพนัธ์ุดัdงเดิม ทัdงทางชีวเคมีและสรีรวทิยา พบกิจกรรมเอนไซมไ์ซโลสรี- 
ดกัเทสของสายพนัธ์ุกลาย CT-OMV5 เท่ากบั 12.03 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ซึP งมากกวา่ สายพนัธ์ุ
ดัdงเดิมทีPพบกิจกรรมเอนไซมเ์ทา่กบั 9.74 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
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 Kumar et al. (2010) ปรับปรุงยสีต ์C. tropicalis OVC5 เพืPอเพิPมประสิทธิภาพในการผลิต
ไซลิทอล โดยการเหนีPยวนาํใหย้สีตเ์กิดการกลายดว้ยรังสียวู ีพบสายพนัธ์ุกลาย CT-UV20 ผลิตไซลิ-
ทอลไดม้ากทีPสุดเทา่กบั 0.78 กรัมไซลิทอลตอ่กรัมไซโลส เมืPอนาํสายพนัธ์ุกลาย CT-UV20 มาทาํให้
เกิดการกลายซํd าดว้ย N-methyl-N'-nitro-N-nitroso guanidine (MNNG) เพืPอคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายทีP
ไมส่ร้างไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ไดส้ายพนัธ์ุกลายจาํนวน 5 สายพนัธ์ุ เมืPอเปรียบเทียบการผลิตไซลิ-
ทอลพบวา่สายพนัธ์ุทีPทาํใหเ้กิดการกลายซํd าดว้ย MNNG ผลิตไซลิทอลไดร้ะหวา่ง 0.1 ถึง 0.24 กรัม
ไซลิทอลต่อกรัมไซโลส ซึP งนอ้ยกวา่สายพนัธ์ุกลาย CT-UV20  แต่เมืPอเลีdยงสายพนัธ์ุกลายทีPทาํใหเ้กิด
การกลายดว้ย MNNG ในอาหารทีPเติมกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์สามารถผลิตไซลิ-
ทอลไดเ้พิPมขึdนเป็น 0.59 ถึง 0.89 กรัมไซลิทอลตอ่กรัมไซโลส  
 

การโคลนยนีด้วยวธีิ rapid amplification of cDNA ends (RACE) ในยสีต์ 
 
 วธีิ rapid amplification of cDNA ends (RACE) เป็นวธีิการทีPพฒันาเทคนิคทางพีซีอาร์ เพืPอ
การโคลนบริเวณปลายดา้น 5' และ 3' ของ cDNA ทีPยงัไมรู้่ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ในขณะทีPตอ้งรู้ลาํดบั
นิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ cDNA ทีPสนใจศึกษา เพืPอออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะในการโคลนหา
ลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pสมบูรณ์ของยนีทีPสนใจได ้(Schaefer, 1995) ดงัภาพทีP 3 
 
 มีการใชเ้ทคนิค RACE มาใชใ้นการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยนีไซโลสรีดกัเทส ไดแ้ก่ 
Lee et al. (2003) ศึกษาไซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์Candida parapsilosis โดยใชเ้ทคนิค 5' and 3' 
RACE แลว้พบ open reading frame ของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPมีความยาวเทา่กบั 975 นิวคลีโอไทด ์
แปลงเป็นกรดอะมิโนได ้324 กรดอะมิโน  Fernandes et al. (2009) ศึกษายนีไซโลสรีดกัเทสของ 
Talaromyces emersonii ซึP งหาไดล้าํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมดของยนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยวธีิ 5' and 3' 
RACE โดยพบ open reading frame ขนาดเทา่กบั 960 นิวคลีโอไทด ์แปลงเป็นกรดอะมิโนได ้320 
กรดอะมิโน และในการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) 
จากเชืdอรา Orpinomyces โดย Madhavan et al. (2008) พบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสไอโซ-
เมอเรส เมืPอใชว้ธีิ 5' and 3' RACE ขนาดเทา่กบั 1,314 นิวคลีโอไทด ์และแปลงเป็นกรดอะมิโนได ้
437 กรดอะมิโน 
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ภาพทีO 3  หลกัการทาํงานของวธีิ rapid amplification of cDNA ends (RACE) 3' RACE-PCR เป็น 

 การหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้น 3' ของ cDNA และ 5' RACE-PCR เป็นการหาลาํดบั 
 นิวคลีโอไทดท์างดา้น 5' ของ cDNA 
 

ทีOมา: Strachan and Read (1999) 
 
 นอกจากนีdยงัมีรายงานการใชเ้ทคนิค RACE มาศึกษากบัยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนส ไดแ้ก่ 
Ko et al. (2006) ศึกษาการขดัขวางการแสดงออกของยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสของยีสต ์ 
C. tropicalis ATCC 20913 เพืPอเพิPมประสิทธิภาพในการผลิตไซลิทอล ซึP งตอ้งหาลาํดบันิวคลีโอ-
ไทดที์Pสมบูรณ์ของยนีไซลิทอลดีไฮโรจีเนสก่อน ดว้ยวธีิ 5'and 3' rapid amplification of cDNA 
ends (RACE) โดยใชไ้พรเมอร์ทีPจาํเพาะสาํหรับ 5' RACE และ 3' RACE  จากนัdนจึงขดัขวางการ
แสดงออกของยนีไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสดว้ยวธีิ Ura-blasting  
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 การศึกษาของ Zhang et al. (2008) ใชว้ธีิ 5'and 3' RACE ในการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยนีทีPควบคุมการสร้างเอนไซม ์ω3-fatty acid desaturase ของเมทิลโลโทรฟิกยสีต ์Pichia pastoris 
เมืPอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าก 5' RACE และ 3' RACE พบ open reading frame ความยาว 
1,248 นิวคลีโอไทด ์และแปลงเป็นกรดอะมิโนได ้415 กรดอะมิโน 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อปุกรณ์ 
 
1. จุลนิทรีย์และพลาสมิดทีOใช้ในงานวจัิย 

 
 1.1 ยสีต ์Ogataea siamensis N22  ใชเ้ป็นแหล่งของโครโมโซม เพืPอใชใ้นการโคลนและ
เซลลเ์จา้บา้นสาํหรับการแสดงออกของยีนไซโลสรีดกัเทส 
 1.2 แบคทีเรีย  Escherichia coli XL1-blue ใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นสาํหรับการโคลนยนีไซโลส
รีดกัเทส 

1.3 พลาสมิด pJET1.2/blunt vector (Fermentas, USA) เป็นดีเอน็เอพาหะสาํหรับการโคลน
ยนีไซโลสรีดกัเทส เขา้สู่ E. coli XL1-blue 

1.4 แบคทีเรีย  E. coli DH5α ใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นสาํหรับการเพิPมจาํนวนพลาสมิด pPICZ 
B และ pGAPZ B   
 1.5  พลาสมิด pPICZ B และ pGAPZ B (ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก Associate Professor 
Dr. Hiroya Yurimoto , Kyoto University, Japan) เป็นดีเอ็นเอพาหะสาํหรับการแสดงออกของยนี
ไซโลสรีดกัเทสในยสีต ์
 
2. อาหารเลี\ยงเชื\อ (ภาคผนวก) 
 

2.1 yeast extract peptone dextrose (YPD) broth 
2.2 yeast extract peptone dextrose (YPD)  agar 
2.3 yeast extract peptone dextrose with sorbitol (YPDS) agar  
2.4 yeast extract peptone + 2 % xylose (YPX) broth 
2.5 Luria-Bertani (LB) broth 
2.6 Luria-Bertani (LB) agar 

 
3. สารเคมี 
 
 3.1 สารละลาย SZB (ภาคผนวก ) 
 3.2 สารละลาย SDS-TE (ภาคผนวก ) 
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 3.3 สารละลายpotassium acetate ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ 
 3.4 สารละลาย ammonium acetate ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ 
 3.5 สารละลาย sodium acetate ความเขม้ขน้ 3โมลาร์ 
 3.6 สารละลาย sodium chloride ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ 
 3.7 Phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) (ภาคผนวก ) 
 3.8 Isopropanol 
 3.9 Absolute ethanol 
 3.10 70% ethanol 
 3.11 dNTPs (Fermentas, USA)   
 3.12 6x loading buffer (fermentas, USA) 
 3.13 1 kb DNA ladder (Fermentas, USA) 
 3.14 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, USA) 
 3.15 Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer (ภาคผนวก ) 
 3.16 Tris-borate-EDTA (TBE) buffer (ภาคผนวก ) 
 3.17 Ampicillin 
 3.18 สารละลาย solution I, II และ III (ภาคผนวก ) 
 3.19 สารละลาย transformation and storage solution (TSS) (ภาคผนวก) 
 3.20 TRIzol®Reagent (Invitrogen, USA) 
 3.21 สารละลาย sorbitol ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ 
 3.22 Phosphate buffer พีเอช 7.0 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ และ 0.05 โมลาร์ 

3.23 สารละลาย D-xylose ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ 
2.24 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโม-

ลาร์ 
2.25 Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ 

 
4. เอนไซม์ 

 4.1 Zymolyase 20T (Seikagaku biobusiness, Japan) 
4.2 Bsp143I (Fermentas, USA) 

 4.3 T4 DNA ligase (Fermentas, USA) 
 4.4 Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 
 4.5 Expand High fidelity (Roch, Germany) 
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 4.6 TaKaRa Ex Taq (TaKaRa, Japan) 
 4.7 BglII (Fermentas, USA) 
 4.8 SfuI (Fermentas, USA) 
 4.9 EcoRI (Fermentas, USA) 
 
5. อปุกรณ์อืOนๆ 

 
 5.1 Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) 
 5.2 CloneJet™  PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) 
 5.3 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche, Germany) 
 5.4 Gradient PCR (PX2 Therma Cycle, Thermo electron corporation, USA)  

5.5 GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystem, USA) 
5.6 เครืPองถ่ายภาพเจล Transilluminator MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Israel) 
5.6 Mini beads beater (Biospec Product, Japan) 
5.7 เครืPองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์แบบ visible light (GENESYS 20 Thermo Spectronic, 

USA) 
5.8 เครืPองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์แบบ UV light (UV-800 spectrophotometer, Hitachi, 

Japan) 
5.9 อ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Labnet, USA) 
5.10 เครืPองหมุนเหวีPยงควบคุมอุณหภูมิ (CR3i, Jouan, USA) 
5.11 เครืPองหมุนเหวีPยงแบบตัdงโตะ๊ (Spectrafuge, Labnet, USA) 
5.12 ตูป้ลอดเชืdอ 
5.13 ตูบ้ม่เชืdอแบบเขยา่ (JEIO TECH, Korea) 
5.14 ตูบ้ม่เชืdอ 37 องศาเซลเซียส (Memmert, Germany) 
5.15 หมอ้นึPงฆ่าเชืdอความดนัไอ (Sanyo, Japan) 
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วธีิการ 

 
1. การตามหายนีไซโลสรีดักเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis N22 

 
1.1 การตดัยีโนมิกดีเอน็เอของ Ogataea siamensis N22 ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I 

 

       1.1.1 การสกดัยโีนมิกดีเอ็นเอ 
 

               นาํเซลลย์สีตม์าสกดัดีเอน็เอตามวธีิของ Higgin and Cregg (1998)  เพาะยสีต ์ 
O. siamensis N22 ในอาหารเหลว YPD (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่บนเครืPองเขยา่ 170 
รอบต่อนาที ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัPวโมง ควรไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์
ประมาณ 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร (ประมาณ 5-10 OD600 U/ml)  เกบ็เซลลโ์ดยการปัPนเหวีPยงทีPความเร็ว 
6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยนํdาปลอดเชืdอปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
ปัPนเหวีPยงเซลลที์Pความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลาย 
SZB (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ถึง 40 
นาที เติมสารละลาย SDS-TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัทนัที จากนัdน
บม่ทีPอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 10 นาที  ตกตะกอนโปรตีนดว้ย 5 โมลาร์ potassium 
acetate ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แช่ในนํdาแขง็ 30 นาที หมุนเหวีPยงทีPความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใส่หลอดใหม ่ตกตะกอนกรดนิวคลีอิกดว้ยการเติม 5 โมลาร์ 
ammonium acetate ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และ 100 เปอร์เซ็นต ์isopropanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
แช่ใน -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา14 ถึง18 ชัPวโมง  หมุนเหวีPยงเพืPอตกตะกอนกรดนิวคลีอิกทีP
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ทีP 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิdง ตากตะกอนให้
แหง้  จากนัdนละลายตะกอนดว้ยนํdากลัPนปลอดเชืdอปริมาตร 200 ไมโครลิตร กาํจดัอาร์เอ็นเอดว้ยการ
เติม RNaseA (Fermentas, USA) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บม่ทีP 
37 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที  จากนัdนกาํจดัโปรตีนโดยการเติม 5 โมลาร์ sodium chloride 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร และ protenaseK (Fermentas, USA) ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บม่ทีP 37 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที  แลว้เติม phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol (25: 24: 1) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้หมุนเหวีPยงทีP
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร หลอดใหม ่ จากนัdนเติม 3 โมลาร์ sodium acetate พีเอช 5.3 ปริมาตร 0.1 เทา่ และ absolute 
ethanol ปริมาตร 2.5 เทา่ แช่สารละลายใน -20 องศาเซลเซียส ขา้มคืน จากนัdนนาํไปปัPนเหวีPยงทีP
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ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ทีP 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 
70% ethanol ตากตะกอนให้แหง้ ละลายตะกอนดีเอ็นเอในนํdาปราศจากนิวคลีเอส ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เกบ็ดีเอ็นเอทีPอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
        1.1.2 การตดัยีโนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22 แบบกึPงสมบูรณ์ 
 
                 นาํยโีนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22 ทีPไดจ้ากขอ้ 1.2.1 ตดัดว้ยเอนไซม ์
Bsp143I หรือ Sau3AI (Fermentas, USA)  
 

  1.1.2.1 การหาอตัราส่วนระหวา่งความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละดีเอน็เอทีP 
เหมาะสมในการเตรียมชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส  

 
                           เจือจางยโีนมิกดีเอน็เอใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 160 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติมบฟัเฟอร์สาํหรับเอนไซม ์Bsp143I  และปรับปริมาตรดว้ยนํdาปราศจาก
นิวคลีเอสเท่ากบั 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แบง่ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยบรรจุหลอด
แรกปริมาตร 20 ไมโครลิตร และหลอดทีP 2-9 ปริมาตรหลอดละ 10 ไมโครลิตร จากนัdนเติมเอนไซม ์
Bsp143I ความเขม้ขน้ 5 ยนิูต ในหลอดทีP 1 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ถ่ายส่วนผสมปริมาตร 10 ไมโคร- 
ลิตร จากหลอดทีP 1 ใส่ลงในหลอดทีP 2 ผสมใหเ้ขา้กนั ถ่ายส่วนผสมปริมาตร 10 ไมโครลิตรใส่ใน
หลอดถดัไปจนครบ  จากนัdนบม่ส่วนผสมทัdง 9 หลอด ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เวลา 1 ชัPวโมง ตรวจผลดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส 
 

  1.1.2.2 การเตรียมชิdนส่วนดีเอน็เอทีPเหมาะสมในปริมาณมาก 
 

                           ทาํการยอ่ยยโีนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis N22 ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I 
ตามอตัราส่วนทีPเหมาะสมจากขอ้ 1.3.1.1 เพืPอเพิPมปริมาณดีเอ็นเอขนาด 1-3 กิโลเบสใหจ้าํนวนมาก
ขึdน ก่อนนาํไปสกดัดีเอ็นเอจากเจลต่อไป 
 
         1.1.3 การสกดัดีเอน็เอจากเจล 
 

                สกดัดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลดว้ยชุด Gel/PCR DNA fracments extraction kit 
(GeneAid, Taiwan) โดยนาํชิdนเจลทีPตดัได ้ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม DF buffer 500 
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ไมโครลิตร บม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 10 นาที หรือจนกวา่เจลละลายหมด ดูด
สารละลายทัdงหมดใส่ใน DF column ทีPสวมอยูบ่น  2 มิลลิลิตร collection tube หมุนเหวีPยงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 1 นาที ทิdงสารละลาย ใส่ DF column กลบัเขา้ทีPเดิม เติม W1 
buffer 400 ไมโครลิตร หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 1 นาที ทิdงสารละลาย  
เติม wash buffer 600 ไมโครลิตร บม่ทีPอุณหภูมิห้อง 1 นาที หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ
ต่อนาที เวลา 1 นาที ทิdงสารละลาย หมุนเหวีPยงอีกครัd งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาที  
ถ่าย DF column ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมนํdาปราศจากนิวคลีเอส 20-30 ไมโครลิตร ทิdง
ไวที้Pอุณหภูมิหอ้ง 2 นาที หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เวลา 2 นาที ทิdง DF column 
และเกบ็ดีเอน็เอทีPอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 

1.2 การโคลนชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส เขา้เซลลแ์บคทีเรีย 
 
       นาํชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบสทีPสกดัไดจ้ากขอ้ 1.1.3 เชืPอมต่อเขา้กบัพลาสมิด 
pJET1.2/blunting cloning vector (Fermentas, USA) และถ่ายโอนเขา้สู่แบคทีเรีย E. coli XL1 Blue 
ดงันีd  
 

      1.2.1 การเตรียมคอมพิเทนตเ์ซลลข์อง E. coli XL1 Blue 
 
                 ทาํตามวธีิของ Chung et al. (1989) โดยเพาะเลีdยง E.coli  XL1 blue ใหเ้ป็น
โคโลนีเดีPยวบนอาหารแขง็ LB (ภาคผนวก ก) บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ถึง 18 
ชัPวโมง  ถ่ายโคโลนีเดีPยวเลีdยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ทีPอุณหภูมิ 37 0C บม่บน
เครืPองเขยา่ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชัPวโมง  จากนัdนถ่ายเชืdอปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตรนาํไปเลีdยงต่อทีPอุณหภูมิ 37 0C บม่บนเครืPองเขยา่ 170 รอบต่อนาที 
จนไดค้วามเขม้ขน้ของเซลลมี์ค่าการดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 600 นาโนเมตร (OD600) เทา่กบั 
0.3-0.6 (ประมาณ 2-3 ชัPวโมง)  ถ่ายเซลลเ์พาะเลีdยงปริมาตร 40 มิลลิลิตร ใส่หลอดสาํหรับหมุน
เหวีPยง แช่ในนํdาแขง็ 20 นาที  ปัPนเหวีPยงเซลล ์ทีPความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทีP
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลา้งดว้ยอาหารเหลว LB 2 ครัd ง  เติม TSS (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร แบง่
ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 ไมโครลิตร เกบ็คอมพิเทนตเ์ซลลที์Pอุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส 
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1.2.2 การเชืPอมต่อดีเอน็เอเพืPอสร้างพลาสมิดสายผสม 
 
           ใชอุ้ปกรณ์ CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) ทาํตาม
วธีิการในคู่มือ  เตรียมชิdนดีเอ็นเอทีPตอ้งการโคลนให้เป็นดีเอน็เอปลายทู ่โดยผสม 2X reaction 
buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ชิdนดีเอ็นเอความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมล ปริมาตร 1 ไมโครลิตร DNA 
blunting enzyme 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรเป็น 18 ไมโครลิตร ดว้ยนํdาปราศจากนิวคลีเอส 
ผสมใหเ้ขา้กนั บม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้แช่ในนํdาแขง็
ทนัที  จากนัdนเติม pJET1.2/blunting cloning vector (แผนภาพพลาสมิดแสดงในภาพทีP 4) ความ
เขม้ขน้ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase ความเขม้ขน้ 5 ย-ู 
นิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มบนอ่างควบคุมอุณหภูมิ 22 องศาเซล- 
เซียส เป็นเวลา 30 นาที  
 
 

 
 
ภาพทีO 4  แผนภาพพลาสมิด pJET1.2/blunt (2,947 นิวคลีโอไทด์) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การ 

 จาํลองดีเอน็เอ = rep (pMB1), ampicillin resistant gene = bla (ApR), lethal gene =  
 eco47IR, PlacUV5 โปรโมเตอร์สาํหรับ eco47IR gene และ T7 promoter  

 
ทีOมา: คูมื่อสาํหรับการใชง้าน CloneJet™ PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) 
 
 
 



31 

1.2.3 ถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่แบคทีเรีย 
 
           ทาํการถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่ E. coli XL1 blue โดยใชว้ธีิ heat-
shock (Sambrook et al., 1989) นาํพลาสมิดสายผสมปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบัคอมพิเทนตเ์ซลล์
ของ E. coli XL1Blue ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ นาํไปแช่ในอ่างนํd าแขง็ 20 นาที 
จากนัdนบม่ทีPอ่างควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 90 วนิาที แลว้แช่ในนํdาแขง็ทนัที 5 นาที เติม
อาหารเหลว LB จนครบ 1 มิลลิลิตร บม่เขยา่เซลลที์Pอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัPวโมง  
จากนัdนเกลีPยเชืdอปริมาตร 100 ไมโครลิตร บนอาหารแขง็ LB ทีPเติม ampicillin เขม้ขน้ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บม่เชืdอทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัPวโมง คดัเลือก
โคโลนีทีPเจริญบนอาหารไวศึ้กษาต่อไป 
 

1.2.4 สกดัพลาสมิดจาก E. coli   
 
           สกดัพลาสมิดดว้ยวธีิ alkaline lysis (Sambrook et al., 1989) โดยเพาะเลีdยง 
E. coli ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บม่เชืdอบนเครืPองเขยา่ความเร็ว 170 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 16-18 ชัPวโมง ถ่ายเชืdอปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร  หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เวลา 1 นาที ทิdงสารละลาย  เติมสารละลาย 
solution I (ภาคผนวก ข) ทีPเยน็ 100 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั แช่ในนํdาแขง็ 15 นาที เติมสารละลาย 
solution II (ภาคผนวก ข) ทีPเตรียมใหมทุ่กครัd ง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบั
หลอดไปมา แช่ในนํdาแขง็ 5 นาที เติมสารละลาย solution III (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโคร-
ลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แช่ในนํdาแขง็ 3 นาที หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที 
ดูดส่วนใสใส่หลอดใหมข่นาด 1.5 มิลลิลิตร เติม phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) 
ปริมาตรเทา่ส่วนใส หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 10 นาที ดูดเฉพาะส่วนใส
ขา้งบนใส่หลอดใหมข่นาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม absolute ethanol ทีPเยน็จดั ปริมาตร 2 เทา่ของส่วนใส 
ตกตะกอนดีเอ็นเอทีPอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีหรือขา้มคืน หมุนเหวีPยงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที ทีPอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทของเหลวทิdง ลา้งตะกอน 
ดีเอ็นเอ ดว้ยเอทานอลทีPเยน็จดัความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 300 ไมโครลิตร หมุนเหวีPยง
ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เวลา 1 นาที ดูดของเหลวทิdง ตากตะกอนให้แหง้ ละลายตะกอนดี-
เอน็เอ 
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1.3 การออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทส 
 

       1.3.1 เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน (amino acid alignment) ของเอนไซมไ์ซโลสรีดกั-
เทส จากยสีต ์8 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Pichia guilliermondii, Pichia stipitis, Candida shehatae, Candida 

tropicalis, Candida parapsilosis, Candida tenuis, Kluyveromyces lactis และ Pachysolen 

tannophilus ทีPมีในฐานขอ้มูล GenBank ทีPเวบไซต ์http://ncbi.nlm.nih.gov  โดยเลือกบริเวณ
อนุรักษห์วัและทา้ย (5' และ 3') ของยนีไซโลสรีดกัเทส  
 
       1.3.2 ลด degeneracy ของการออกแบบไพรเมอร์โดยการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน 
โดยเลือกใช ้codon usage เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากยนีไซโลสรีดกัเทส ของยสีตจ์าก
ฐานขอ้มูล เพืPอหาบริเวณอนุรักษ ์โดยลาํดบันิวคลีโอไทด์ส่วนหวั (ปลาย 5') ออกแบบเป็น forward 
primer  และลาํดบันิวคลีโอไทดท์า้ยยนี (ปลาย 3') ออกแบบเป็น reverse primer  
 
       1.3.3 วเิคราะห์สมบติัของไพรเมอร์ไดแ้ก่ คา่ Tm (melting temperature), GC content, 
โครงสร้าง hair pin ดว้ยโปรแกรม NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/servlet/ com. 
pbi.crm.clientside.FreeToolLoginServlet) 
 

1.4 การเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนจากยีโนมิกดีเอ็นเอของ Ogataea siamensis 
N22 ดว้ยไพรเมอร์ทีPออกแบบได ้
 
       1.4.1 การเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22 ดว้ย
ไพรเมอร์ทีPออกแบบได ้
 
       หาสภาวะทีPเหมาะสมตอ่การเพิPมจาํนวนชิdนส่วนของยีนไซโลสรีดกัเทส ดว้ยเทคนิค 
พีซีอาร์โดยใชเ้ครืPอง gradient PCR (PX2 Therma Cycle, Thermo electron corporation, USA) และ
เครืPอง GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystem, USA) ปฏิกิริยาประกอบดว้ย ยโีนมิกดี-
เอน็เอ จากขอ้ 2.1 ปริมาณ 20 นาโนกรัม,  10x PCR buffer,  MgCl2 1.5-4 มิลลิโมลาร์,  dNTPs 0.2 
มิลลิโมลาร์,  ไพรเมอร์ (ไพรเมอร์หวัยนีและทา้ยยนี) อยา่งละ 10 พิโคโมล และเอนไซม ์Taq DNA 
polymerase (Fermentas, USA) 0.5 ยนิูต ทาํใหมี้ปริมาตรสุดทา้ยเทา่กบั 20 ไมโครลิตร ดว้ยนํdา
ปราศจากนิวคลีเอส  
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สภาวะทีPใชใ้นการทาํพีซีอาร์ มีดงันีd   
  ขัdนทีP 1  94 องศาเซลเซียส 5 นาที   
  ขัdนทีP 2  94 องศาเซลเซียส 1 นาที   
    46-59 องศาเซลเซียส 1 นาที   
    72 องศาเซลเซียส 1 นาที  
  ทาํซํd าขัdนตอนทีP 2 จาํนวน 30 รอบ 
  ขัdนตอนสุดทา้ย   72 องศาเซลเซียส 4 นาที  
 

 1.5 การตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 
 
       1.5.1 ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสม 
 
   ตรวจสอบยนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสมจากขอ้ 1.2.4 ดว้ยเทคนิคพีซี-
อาร์จากไพรเมอร์คู่ OsXRf55 และ OsXRr613 หรือ OsXRf55 และ OsXRr570 โดยใชร้อบพีซีอาร์ 
ดงันีd  
 

  สภาวะทีPใชใ้นการทาํพีซีอาร์ มีดงันีd   
  ขัdนทีP 1  94 องศาเซลเซียส 5 นาที   
  ขัdนทีP 2  94 องศาเซลเซียส 1 นาที   
    50 หรือ 59 องศาเซลเซียส1 นาที   
    72 องศาเซลเซียส 1 นาที  
  ทาํซํd าขัdนตอนทีP 2 จาํนวน 30 รอบ 
  ขัdนตอนสุดทา้ย   72 องศาเซลเซียส 10 นาที  

 
       1.5.2 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (Agarose Gel Electrophoresis) 
 

               ผสมสารละลายดีเอน็เอกบั 6x loading buffer (fermentas, USA) แลว้ทาํอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder หรือ 100 bp DNA ladder plus 
(Fermentas, USA) โดยใชอ้ะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 1X TAE (ภาคผนวก ข)
ทีPความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์ตรวจสอบแถบดีเอน็เอดว้ยการยอ้มใน ethidium bromide และ



34 

ถ่ายภาพภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเครืPอง transilluminator MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging 
Systems, Israel) 
 
       1.5.3 การหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 
 
                นาํพลาสมิดสายผสมทาํใหบ้ริสุทธิ� และหาลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pบริษทั First Base 
จาํกดั ประเทศมาเลเซีย 
 

      1.5.4 การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน 
 
               การคน้หาลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pมีความคลา้ยกนัในฐานขอ้มูลใชโ้ปรแกรม Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)  เมืPอตอ้งการเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ ทาํโดยการคดัเลือก
ขอ้มูลในฐานขอ้มูลจาํนวนหนึPงมาทาํ multiple alignment โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW2 (http:// 
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) วเิคราะห์ความเหมาะสมของไพรเมอร์โดยใช้
โปรแกรม NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html)  การประเมิน open 
reading frame โดยใชโ้ปรแกรม ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html ) การ
แปลงลาํดบันิวคลีโอไทด ์เป็นลาํดบักรดอะมิโนใชโ้ปรแกรม Translation tool (http://expasy.org/ 
tools/dna.html)  เปลีPยนลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นสายคูส่มโดยโปรแกรม Reverse Complement 
(http://searchlauncher.bcm.tmc. edu/seq-util/Options/revcomp.html)  การหาตาํแหน่งจดจาํของ
เอนไซมต์ดัจาํเพาะบนลาํดบันิวคลีโอไทด ์ใชโ้ปรแกรม Webcutter 2.0 (http://www.Firstmarket 
.com/ cutter/cut2.html)  ตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด ์ของดีเอ็นเอพาหะ โดยใชโ้ปรแกรม 
VecScreen (www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html)  
 
 
 
 
 
 
 
 



35 

2. การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของยนีไซโลสรีดักเทสทางปลาย 3' จาก cDNA ของ Ogataea 

siamensis N22 

 
 2.1 การสังเคราะห์ cDNA 
 
       2.1.1 การสกดัอาร์เอ็นเอทัdงหมด 
 
    สกดัอาร์เอน็เอดว้ย TRIzol®Reagent (Invitrogen, USA) ตามวธีิในคูมื่อของ 
TRIZOL® Reagent Total RNA Isolation Reagent (Life technologiesTM, USA) โดยเลีdยง  
O. siamensis N22 ในอาหารเหลว YPX (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่บนเครืPองเขยา่ 170 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ชัPงโมง เกบ็เซลลโ์ดยการหมุนเหวีPยงทีP
ความเร็ว 6,500 รอบต่อนาที 5 นาที ทีPอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เติม TRIzol®Reagent ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ เติม glass beads ปลอดเชืdอ ปริมาตร 1 ใน 3 ของ TRIzol®Reagent ทาํ
ใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเครืPอง mini beads beater (Biospec Product, Japan) เป็นเวลา 30 วนิาที แลว้แช่ใน
นํdาแขง็ทนัที 3 นาที ทาํสลบักนั 5-6 รอบ หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 10 นาที ทีP
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายใส่หลอดใหม ่จากนัdนเติม chloroform ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร จาก TRIzol®Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่แรงๆดว้ยมือประมาณ 15 ครัd ง บม่ทีP
อุณหภูมิหอ้ง 3 นาที หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 15 นาที ทีP 4 องศาเซลเซียส ถ่าย
สารละลายส่วนบนใส่หลอดใหมข่นาด 1.5 มิลลิลิตร  ตกตะกอนอาร์เอน็เอโดยเติม isopropanol 
ปริมาตรเทา่กบัสารละลาย บม่ทีPอุณหภูมิห้อง 10 นาที หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
15 นาที ทีP 4 องศาเซลเซียส ลา้งตะกอนอาร์เอน็เอดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
หมุนเหวีPยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 15 นาที ทีP 4 องศาเซลเซียส ตากตะกอนอาร์เอน็เอ
ประมาณ 10 ถึง 15 นาที (อยา่ใหต้ะกอนอาร์เอน็เอแหง้จนเกินไป) จากนัdนละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ
ดว้ยนํdาทีPปราศจาก RNase เกบ็รักษาทีPอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในขัdนตอนการสกดัอาร์เอน็เอใช ้
RNase awayTM (Molecular BioProducts, USA) ทาํความสะอาดอุปกรณ์ เพืPอกาํจดั RNase 
 
       2.2.2 สังเคราะห์สาย cDNA 
 
   นาํอาร์เอ็นเอของ O. siamensis N22 มาสังเคราะห์ cDNA โดยใชชุ้ดอุปกรณ์ 5'/3' 
RACE Kit, 2nd Generation (Roche, Germany) องคป์ระกอบของปฏิกิริยาประกอบดว้ย cDNA 
synthesis buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร deoxynucleotide mixture ปริมาตร 2 ไมโครลิตร oligo dT-
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anchor primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร อาร์เอน็เอสกดัไดจ้ากขอ้ 2.1.1 ความเขม้ขน้เทา่กบั 1 
ไมโครกรัม transcriptor reverse transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํdาปราศจาก 
RNase ใหเ้ทา่กบั 20 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บม่ส่วนผสมบนอ่างควบคุมอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส 60 นาที แลว้บม่ต่อทีPอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 5 นาที จากนัdนนาํไปเพิPมจาํนวนยนี
ไซโลสรีดกัเทสทางปลาย 3' จาก cDNA ต่อไป 
 

2.2 การเพิPมจาํนวนชิdนยนีไซโลสรีดกัเทสทางดา้น 3' ดว้ยวธีิ Rapid Amplification of  
cDNA Ends (RACE) 

 
        เพิPมจาํนวนชิdนยนีไซโลสรีดกัเทสทางดา้น 3' ดว้ยเทคนิค 3' RACE จาก cDNA โดยใช้
ชุดอุปกรณ์ 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche, Germany) ปฏิกิริยาประกอบดว้ย cDNA จาก
ขอ้ 4.2.1 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, PCR anchor primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, OsXRf633 primer 
(ความเขม้ขน้ 12.5 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, deoxynucleotide mixture ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร, เอนไซม ์Expand High fidelity ความเขม้ขน้ 3.5 ยนิูตต่อไมโครลิตร (Roche, 
Germany) ปริมาตร 0.714 ไมโครลิตร, Expand High fidelity buffer ทีPผสม 15 มิลลิโมลาร์ MgCl2 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดว้ยนํdาปราศจาก nuclease ใหเ้ทา่กบั 50 ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนั  
 

       สภาวะทีPใชใ้นการทาํพีซีอาร์ มีดงันีd   
       ขัdนทีP 1  94 องศาเซลเซียส 5 นาที   
       ขัdนทีP 2  94 องศาเซลเซียส 1 นาที   

    63 องศาเซลเซียส 1 นาที   
    72 องศาเซลเซียส 1 นาที  

       ทาํซํd าขัdนตอนทีP 2 จาํนวน 30 รอบ 
       ขัdนตอนสุดทา้ย 72 องศาเซลเซียส 10 นาที  

 
        ตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์
มาเชืPอมต่อกบัพลาสมิด โดยใชชุ้ดอุปกรณ์ CloneJet™ PCR Cloning Kit สกดัพลาสมิดและทาํให้
บริสุทธิ�  เพืPอนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป 
 
 



37 

3. การแสดงออกของยีนไซโลสรีดักเทสของ Ogataea siamensis N22 ในยสีต์ 

 
3.1 การออกแบบไพรเมอร์เพืPอเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์จากยโีนมิกดีเอ็นเอ 
 

      3.1.1 ออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะตอ่ยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ 
 

   ออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะกบัยนีไซโลสรีดกัเทสจากลาํดบันิวคลีโอไทดที์P
สมบูรณ์ของยนี เพืPอเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์จากยโีนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis 
N22 ไดแ้ก่ไพรเมอร์คู ่OsXRf-78 และ OsXRr959 ซึP งเติมนิวคลีโอไทดที์Pเป็นตาํแหน่งจดจาํของ
เอนไซม ์SfuI เขา้ไปทีPดา้น 5' ของไพรเมอร์ OsXRf-78 และเติมนิวคลีโอไทดที์Pเป็นตาํแหน่งจดจาํ
ของเอนไซม ์EcoRI เขา้ไปทีPดา้น 5' ของไพรเมอร์ OsXRr959วเิคราะห์คุณสมบติัของไพรเมอร์
ไดแ้ก่ คา่ Tm (melting temperature), GC content, โครงสร้าง hair pin ดว้ยโปรแกรม NetPrimer 
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer) 
 

      3.1.2 การเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์จากยโีนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis 
N22 ดว้ยไพรเมอร์ทีPออกแบบได ้

 
    หาสภาวะทีPเหมาะสมต่อการเพิPมจาํนวนของยนีไซโลสรีดกัเทส ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้
เครืPอง GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystem, USA) ประกอบดว้ย 10X Ex Taq™ 
Buffer (ทีPมี MgCl2 เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, dNTPs Mixture (TaKaRa, 
Japan) (แต่ละ dNTPs เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์ ) ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ OsXRf-78 และ 
OsXRr959 ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ ชนิดละ 2 ไมโครลิตร, เอนไซม ์TaKaRa Ex Taq 
(TaKaRa, Japan) ความเขน้ขน้ 5 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.13 ไมโครลิตร, ดีเอ็นตน้แบบความ
เขม้ขน้ทีPเหมาะสม ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรส่วนผสมทัdงหมดใหเ้ทา่กบั 25 ไมโครลิตร 
ดว้ยนํdาปราศจากนิวคลีเอส 
 

  สภาวะทีPใชใ้นการทาํพีซีอาร์ มีดงันีd   
  ขัdนทีP 1  94 องศาเซลเซียส5 นาที  
  ขัdนทีP 2  94 องศาเซลเซียส1 นาที  

63 องศาเซลเซียส 1 นาที  
72 องศาเซลเซียส 1 นาที  
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  ทาํซํd าขัdนตอนทีP 2 จาํนวน 30 รอบ  
  ขัdนตอนสุดทา้ย   72 องศาเซลเซียส 10 นาที  

 
  ตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์มา

เชืPอมต่อกบัพลาสมิด โดยใชชุ้ดอุปกรณ์ CloneJet™  PCR Cloning Kit สกดัพลาสมิดและทาํให้
บริสุทธิ�  เพืPอนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป 
 

3.2 การเชืPอมต่อผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์กบัพลาสมิดทีPใชเ้พืPอการแสดงออกของยนีในยสีต ์
 

      3.2.1 เชืPอมผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์และพลาสมิดเพืPอการ
แสดงออก 
 
   3.2.1.1 การตดัผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
 
               นาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากขอ้ 3.1.2 มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI 
และ EcoRI ปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1X FastDigest® Green buffer ปริมาตร 13 ไมโครลิตร 
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม, FastDigest® SfuI (Fermentas, USA) และ 
FastDigest® EcoRI (Fermentas, USA) อยา่งละ 1.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเทา่กบั 30 ไมโครลิตร 
ดว้ยนํdาปราศจากนิวคลีเอส ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้บม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิทีP 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที จากนัdนหยดุปฏิกิริยาโดยบม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิทีP 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที แลว้แช่ในนํdาแขง็ทนัที แยกดีเอน็เอใหบ้ริสุทธ์ดว้ยชุดอุปกรณ์ Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit (Geneaid, Taiwan)  
 

  3.2.1.2 การตดัพลาสมิดเพืPอการแสดงออก 
 
               พลาสมิดทีPใชใ้นการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทส คือ pPICZ B 
(Invitrogen, USA) และ pGAPZ B (Invitrogen, USA) แผนภาพพลาสมิดแสดงดงัภาพทีP 5 และ 6 
ตามลาํดบั มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI และ EcoRI เช่นเดียวกบัขอ้ 3.2.1.1 และแยกดีเอน็เอ
ใหบ้ริสุทธ์ดว้ยชุดอุปกรณ์ Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taiwan)  
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ภาพทีO 5  แผนภาพพลาสมิด pPICZ B (3.3 กิโลเบส) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การจาํลอง 

 ดีเอ็นเอในแบคทีเรีย = pUC ori, Zeocin resistant gene = Zeocin, โปรโมเตอร์สาํหรับการ 
 แสดงออกของยนี = 5' AOX1 และ terminator region ของการแสดงออกของยนี =  
 AOX1TT 
 

ทีOมา: คูมื่อสาํหรับการใชง้าน pPICZ A, B, and C Pichia expression vectors for selection on  
          Zeocin and purification of recombinant proteins (Invitrogen, USA) 
 

3.2.1.3 การเชืPอมต่อยนีไซโลสรีดกัเทสกบัพลาสมิด pPICZ B และ pGAPZ B 
 
               นาํยนีไซโลสรีดกัเทส พลาสมิด pPICZ B และ pGAPZ B ทีPตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะจากขอ้ 3.2.1.1 และ 3.2.1.2 มาเชืPอมต่อกนั เพืPอสร้างพลาสมิดสายผสมโดยให้
อตัราส่วนชิdนโคลนต่อพลาสมิดเทา่กบั 3 ต่อ 1 ปฏิกิริยาประกอบดว้ย 10x ligation buffer ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร, ชิdนยนีไซโลสรีดกัเทส ความเขม้ขน้ 600 นาโนกรัม, พลาสมิด pPICZ B หรือ pGAPZ 
B ความเขม้ขน้ 200 นาโนกรัม, T4 DNA ligase (Fermentas, USA) (ความเขม้ขน้ 5 ยนิูตตอ่
ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเทา่กบั 20 ไมโครลิตร ดว้ยนํdาปราศจากนิวคลีเอส 
ผสมใหเ้ขา้กนั บม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิทีP 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัPวโมง จากนัdนหยดุ
ปฏิกิริยาโดยบม่บนอ่างควบคุมอุณหภูมิทีP 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้แช่ในนํdาแขง็ทนัที 
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ภาพทีO 6  แผนภาพพลาสมิด pGAPZ B (2.9 กิโลเบส) ซึP งประกอบดว้ย จุดเริPมตน้การ 
 จาํลองดีเอน็เอในแบคทีเรีย = pUC ori, Zeocin resistant gene = Zeocin, โปรโมเตอร์ 
 สาํหรับการแสดง ออกของยนี = PGAP และ terminator region ของการแสดงออกของยีน =  
 AOX1 TT 
 

ทีOมา: คูมื่อสาํหรับการใชง้าน pGAPZ A, B, and C pGAPZ A, B, and C Pichia expression vectors     
          for constitutive expression and purification of recombinant proteins (Invitrogen, USA) 
 
   3.2.1.4 เพิPมจาํนวนพลาสมิดสายผสมใน E. coli 
 
               นาํพลาสมิดสายผสมทีPไดจ้ากขอ้ 3.2.1.3 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ถ่าย

โอนเขา้สู่คอมพิเทนตแ์บคทีเรีย E. coli DH5α วธีิการเตรียมคอมพิเทนตเ์ซลลแ์ละการถ่ายโอนพ
ลาสมิด ตามวธีิในขอ้ 1.2.1 และ 1.2.3 ตามลาํดบั จากนัdนคดัเลือกโคลนบนอาหาร LB ทีPเติมยา
ปฏิชีวนะ Zeocin ความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาํมาสกดัพลาสมิดและตรวจสอบพ
ลาสมิดสาย-ผสมดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ OsXRf-78 และ OsXRr959 ตามวิธีในขอ้ 3.1.2 
 

      3.2.2 การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้เซลลย์สีต ์ 
 
   3.2.2.1 การเตรียมคอมพิเทนตเ์ซลลย์สีต ์
 
               เตรียมคอมพิเทนตเ์ซลลย์สีตต์ามวธีิในคูมื่อของ pPICZ A, B, and C 
Pichia expression vectors for selection on Zeocin and purification of recombinant proteins 
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(Invitrogen, USA) โดยเพาะเลีdยง O. siamensis N22 ในอาหาร YPD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่เชืdอทีP
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนัdนถ่ายเชืdอลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร บม่เชืdอทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน หรือ
จนเซลลมี์คา่ OD600 เทา่กบั 1.3-1.5 เกบ็เซลลโ์ดยการหมุนเหวีPยงทีPความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที ทีPอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยนํdากลัPนปลอดเชืdอทีPเยน็จดั 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หมุนเหวีPยงเซลล ์และละลายตะกอนเซลลด์ว้ยนํdากลัPนปลอดเชืdอทีPเยน็จดั
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร หมุนเหวีPยงเซลล ์และละลายตะกอนเซลลด์ว้ย 1 โมลาร์ sorbitol ปลอดเชืdอทีP
เยน็จดัปริมาตร 2 มิลลิลิตร หมุนเหวีPยงเซลลแ์ละละลายตะกอนเซลลด์ว้ย 1 โมลาร์sorbitol ปลอด
เชืdอทีPเยน็จดัปริมาตร 1 มิลลิลิตร เกบ็เซลลไ์วใ้นนํdาแขง็  
 

 3.2.2.2 การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่ O. siamensis N22  
 
             การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่ O. siamensis N22 โดยวธีิ 

electroporation ตามวธีิในคูมื่อของ pPICZ A, B, and C Pichia expression vectors for selection on 
Zeocin and purification of recombinant proteins (Invitrogen, USA) ผสมคอมพิเทนตเ์ซลลที์Pไดจ้าก
ขอ้ 3.2.2.1 กบั พลาสมิดสายผสมทีPไดจ้ากขอ้ 3.2.1.4 (ความเขม้ขน้ 5-10 ไมโครกรัม) ปริมาตรรวม
เทา่กบั 80 ไมโครลิตร และถ่ายลงใน electroporation cuvette ขนาด 0.2 เซ็นติเมตร ทีPแช่อยูใ่น
นํdาแขง็ แลว้แช่ cuvette ในนํdาแขง็ เป็นเวลา 5 นาที ต่อมานาํ cuvette ใส่ในเครืPอง Bio-Rad gene 
pulser (Bio-Rad, USA) ใหก้ระแสไฟฟ้าทีPอตัรา 25 ไมโครฟารัด (µF), 2.5 กิโลโวลต ์เติม 1 โมลาร์  
sorbitol ทีPเยน็จดัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน cuvette ทนัที ถ่ายสารใน cuvette ทัdงหมดลงในหลอดทีP
ปลอดเชืdอขนาด 15 มิลลิลิตร แลว้บ่มหลอดทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไมต่อ้งเขยา่ เป็นเวลา 
1 ถึง 2 ชัPวโมง นาํเชืdอจากหลอดมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลีPยลงบนอาหารแขง็ YPDS 
(ภาคผนวก ก) ทีPเติมยาปฏิชีวนะ Zeocin ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บม่จานเพาะเชืdอทีP
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ถึง 3 วนั หรือจนกวา่โคโลนีเจริญ ตรวจนบัโคโลนีทีPเจริญ
บนอาหาร และทาํใหบ้ริสุทธิ�  (โคโลนีเดีPยว) บนอาหารแข็ง YPD ทีPเติม Zeocin ความเขม้ขน้ 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3.3 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ไซโลสรีดักเทส 

 

       3.3.1 การเพาะเลีdยงยสีตเ์พืPอวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์
 
   เพาะเลีdยง O. siamensis N22 บนอาหารเหลว YPD ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บม่บน
เครืPองเขยา่ความเร็ว 170 รอบต่อนาที ทีP 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัPวโมง ถ่ายเชืdอลงในอาหาร
เหลวYPX (ภาคผนวก ก) (เติมเมทานอล 2 เปอร์เซ็นต ์สาํหรับยสีตที์Pไดรั้บพลาสมิด pPICZ B) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร บม่บนเครืPองเขยา่ความเร็ว 170 รอบต่อนาที ทีP 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน  
 
       3.3.2 การเกบ็ตวัอยา่งและเตรียมสารสกดัจากเซลลย์สีต ์(ประเสริฐ, 2546) 
 
   เกบ็เซลลจ์ากขอ้ 3.3.1 โดยการหมุนเหวีPยงทีPความเร็ว 5,000 รอบตอ่นาที ทีP 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  ลา้งเซลล ์2 ครัd ง ดว้ย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์(ภาคผนวก ข)  
พีเอชเทา่กบั 7.0 เตรียมเซลลแ์ขวนลอยดว้ย 0.1 โมลาร์ phosphate buffer พีเอช 7.0 ในหลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติมเม็ดแกว้ปลอดเชืdอปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรแขวนลอย นาํไปแช่ในอ่างนํdาแขง็ 
5 นาที ทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเครืPอง mini-beadbeater (Biospec Product, Japan) เป็นเวลา 30 วนิาที 
แลว้นาํไปแช่ในอ่างนํdาแขง็ทนัทีเป็นเวลาประมาณ 1 นาที ทาํสลบักนั 5-7 ครัd ง หรือจนกวา่เซลล์
แตกประมาณ 80 เปอร์เซ็นตข์องเซลลท์ัdงหมด หลงัจากผา่นการทาํใหเ้ซลลแ์ตกแลว้ ตอ้งเกบ็สาร
สกดัเซลลใ์นนํdาแขง็ตลอดเวลา แยกเซลลด์ว้ยเครืPองหมุนเหวีPยงทีPความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ทีP 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เกบ็ส่วนใสสาํหรับวเิคราะห์กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม ์
 
       3.3.3 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสตามวธีิของLee et al. (2003) (ภาคผนวก ข)  
 
    สารสกดัจากเซลลข์อ้ 3.3.2 นาํมาวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส
วดัอตัราการลดลงของ NAD(P)H ต่อนาที ยนิูตของเอนไซม ์หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที์Pเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ NADPH 1 ไมโครโมลต่อนาที  กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกั-
เทสใหแ้สดงเป็นหน่วยยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
 
       3.3.5 ปริมาณโปรตีนทัdงหมดของเซลลโ์ดยวธีิ Bradford (1976) (ภาคผนวก ข) 
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สถานทีOทาํการทดลอง 

 

หอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 

 
การทดลองครัd งนีd เริPมตัdงแต่ มกราคม พ.ศ. 2551 สิdนสุด กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2554 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การตามหายนีไซโลสรีดักเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอของ Ogataea siamensis N22 

 

 การตามหายนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 โดยวธีิ genomic DNA cloning คือ 
การตดัต่อยีโนมิกดีเอน็เอไลบรารีทีPไดจ้ากการตดัโครโมโซมของยสีตด์ว้ยเอนไซม ์มาเชืPอมต่อกบัดี-
เอน็เอพาหะ แลว้ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ทีPจาํเพาะต่อยนี 
ดงันีd  
 
 1.1 การตดัยีโนมิกดีเอน็เอของ Ogataea siamensis N22 ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I 
 
       ทาํการตดัยีโนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis N22 แบบไมส่มบูรณ์ (partial digestion) 
ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I เพืPอสร้างยโีนมิกดีเอน็เอไลบรารีทีPมีชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส ซึP งจะใช้
เป็นแหล่งของยนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอ  โดยศึกษาสภาวะทีPเหมาะสมต่อการตดัดว้ย
เอนไซม ์เพืPอใหไ้ดชิ้dนดีเอน็เอขนาดทีPตอ้งการในปริมาณมากๆ ซึP งพบวา่เอนไซม ์Bsp143I ความ
เขม้ขน้  0.039 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร เหมาะสมสาํหรับการสร้างยโีนมิกดีเอน็เอไลบรารีทีPมีชิdนดี-
เอน็เอขนาดตามตอ้งการ เนืPองจากพบแถบดีเอ็นเอทีPมีขนาดประมาณ 1-3 กิโลเบสเขม้กวา่ เมืPอใช้
เอนไซมค์วามเขม้ขน้อืPน (ภาพทีP 7)  ดงันัdนจึงเลือกใชเ้อนไซม ์Bsp143I ความเขม้ขน้ 0.039 ยนิูต ต่อ 
20 ไมโครลิตร สาํหรับตดัยีโนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22 แบบไมส่มบูรณ์ เพืPอใชง้านต่อไป 
ซึP งเมืPอสกดัชิdนดีเอน็เอจากอะกาโรสเจล แลว้นาํมาตรวจสอบขนาดชิdนดีเอน็เออีกครัd ง พบวา่ไดชิ้dน 
ดีเอ็นเอขนาดสัdนกวา่ 1 กิโลเบส ไปจนถึง 3 กิโลเบส และพบแถบดีเอน็เอทีPมีความเขม้มากทีPบริเวณ
ชิdนดีเอน็เอขนาด 0.9-1.5 กิโลเบส ดงัภาพทีP 8 ซึP งเป็นขนาดชิdนดีเอน็เอทีPตอ้งการและเหมาะสม
สาํหรับใชเ้ป็นแหล่งของยนีไซโลสรีดกัเทส เนืPองจากยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์มีความยาว
ประมาณ 1 กิโลเบส  
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ภาพทีO 7  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตดัยีโนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22 แบบไม ่
  สมบูรณ์ ดว้ยเอนไซม ์Bsp143I ทีPความเขม้ขน้ต่างๆ 

 M คือ 100 bp DNA ladder plus   
 แถวทีP 1 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์5 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 2 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์2.5 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 3 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์1.25 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร  
 แถวทีP 4 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.625 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 5 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.312 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 6 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.156 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 7 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.078 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 
 แถวทีP 8 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.039 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร และ 
 แถวทีP 9 คือ ตดัดีเอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม ์0.0195 ยนิูตต่อ 20 ไมโครลิตร 

 
 1.2 การโคลนชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส เขา้เซลลแ์บคทีเรีย 
 

       ทาํการเชืPอมต่อชิdนดีเอน็เอจากขอ้ 1.3 เขา้กบัพลาสมิด pJET 1.2/blunting vector 
(Fermentas, USA) แลว้จึงถ่ายโอนพลาสมิดสายผสม เขา้สู่เซลลค์อมพิเทนต ์E. coli XL1 blue  และ
คดัเลือกโคลนทีPเจริญบนอาหาร LA ทีPเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin ใหมี้ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร บม่ทีP 37 องศาเซลเซียส ซึP งโคลนทีPมีพลาสมิดสายผสมอยูจ่ะเจริญไดบ้นอาหารดงักล่าว 

 

                         

1 kb 

3 kb 

     M         1         2          3         4          5         6         7          8        9 
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ทาํการตรวจนบั และเกบ็โคลนทีPเจริญขึdนมา เพืPอนาํไปคดัเลือกโคลนทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสแทรก
อยูใ่นพลาสมิดดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ต่อไป 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพทีO 8  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของยโีนมิกดีเอน็เอไลบรารีขนาด 1-3 กิโลเบส 

  ทีPตดัดว้ยเอนไซม ์Bsp143I แบบไมส่มบูรณ์  
  M คือ 100 bp DNA ladder plus   
  แถวทีP 1 คือ ดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส 

 
 1.3 การออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทส 
 
       จากการสืบคน้ขอ้มูลยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์ในฐานขอ้มูลจากเวบไซต ์
http://www.ncbi.nlm.nih.gov ไดข้อ้มูลลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต ์8 
ชนิด ไดแ้ก่ Pichia guilliermondii (Accession number: AAD09330.1), P. stipitis (Accession 
number: CAA42072.1), Candida shehatae (Accession number: AAF86345.1), C. tropicalis 
(Accession number: ABG49458.1), C. parapsilosis (Accession number: ABK32844.1), C. tenuis 
(Accession number: AAC25601.1), Kluyveromyces lactis (Accession number: AAA99507.1) และ
Pachysolen tannophilus (Accession number: P78736.1) จึงนาํขอ้มูลลาํดบักรดอะมิโนมาเปรียบ- 
เทียบเพืPอหาบริเวณอนุรักษ ์โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
clustalw2/index.html) ดงัแสดงในภาพทีP 9 แลว้เลือกบริเวณอนุรักษส่์วนหวัและทา้ยของยนี (ปลาย
ดา้น 5' และ 3' ของยนีตามลาํดบั) ไปออกแบบไพรเมอร์ 
 

 

 

1 kb 

3 kb 

    M       1   
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                                                                                         OSXRf55 
 

Candida tropicalis         MSTTPTIPTIKLNSGYEMPLVGFGCWKVNNETAADQIYNAIKTGYRLFDG 50 

Candida parapsilosis       MS-------IKLNSGHEMPIVGFGCWKVTNETAADQIYNAIKVGYRLFDG 43 

Pichia guilliermondii      MS-------IKLNSGYDMPSVGFGCWKVDNATCADTIYNAIKVGYRLFDG 43 

Candida shehatae           MSPSP-IPAFKLNNGLEMPSIGFGCWKLDKSTAADQVYNAIKAGYRLFDG 49 

Candida tenius             MSAS--IPDIKLSSGHLMPSIGFGCWKLANATAGEQVYQAIKAGYRLFDG 48 

Pichia stipitis            ------MPSIKLNSGYDMPAVGFGCWKVDVDTCSEQIYRAIKTGYRLFDG 44 

Pachysolen tannophillus    MT----LQYYTLNNGRKIPAIGMGCWKLEN--AADMVYAAIKEGYRLFDC 44 

Kluvyromyces lactis        MT--YLAETVTLNNGEKMPLVGLGCWKMPNDVCADQIYEAIKIGYRLFDG 48 

                                     .*..*  :* :*:****:    ..: :* *** ******  

 

Candida tropicalis        AEDYGNEKEVGEGINRAIKEGLVKREELFITSKLWNNFHDPKNVETALNK 100 

Candida parapsilosis      AQDYGNEKEVGEGINRAIDEGLVSRDELFVVSKLWNNYHDPKNVETALNK 93 

Pichia guilliermondii     AEDYGNEKEVGDGINRALDEGLVARDELFVVSKLWNSFHDPKNVEKALDK 93 

Candida shehatae          AEDYGNEQEVGEGVKRAIDEGIVTREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNK 99 

Candida tenius            AEDYGNEKEVGDGVKRAIDEGLVKREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNK 98 

Pichia stipitis           AEDYANEKLVGAGVKKAIDEGIVKREDLFLTSKLWNNYHHPDNVEKALNR 94 

Pachysolen tannophillus   ACDYGNEKEVGEGINRAIKDGLVKRKDLFITSKLWNNFHAKENVKKALMK 94 

Kluvyromyces lactis       AQDYANEKEVGQGVNRAIKEGLVKREDLVVVSKLWNSFHHPDNVPRALER 98 

                             * **.**: ** *:::*:.:*:* *.::.:.*****.:*  .**  ** : 

 

Candida tropicalis        AEDYGNEKEVGEGINRAIKEGLVKREELFITSKLWNNFHDPKNVETALNK 100 

Candida parapsilosis      AQDYGNEKEVGEGINRAIDEGLVSRDELFVVSKLWNNYHDPKNVETALNK 93 

Pichia guilliermondii     AEDYGNEKEVGDGINRALDEGLVARDELFVVSKLWNSFHDPKNVEKALDK 93 

Candida shehatae          AEDYGNEQEVGEGVKRAIDEGIVTREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNK 99 

Candida tenius            AEDYGNEKEVGDGVKRAIDEGLVKREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNK 98 

Pichia stipitis           AEDYANEKLVGAGVKKAIDEGIVKREDLFLTSKLWNNYHHPDNVEKALNR 94 

Pachysolen tannophillus   ACDYGNEKEVGEGINRAIKDGLVKRKDLFITSKLWNNFHAKENVKKALMK 94 

Kluvyromyces lactis       AQDYANEKEVGQGVNRAIKEGLVKREDLVVVSKLWNSFHHPDNVPRALER 98 

                          * **.**: ** *:::*:.:*:* *.::.:.*****.:*  .**  ** : 

 

Candida tropicalis        TLSDLNLDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPGFYCGDGD----NFHYED 146 

Candida parapsilosis      TLSDLNLEYLDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPGFYCGDGD----KFHYEN 139 

Pichia guilliermondii     TLSDLKVDYLDLFLIHFPIAFKFVPFEEKYPPGFYCGDGD----KFHYED 139 

Candida shehatae          TLKDLKVDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPGFYCGDGD----NFVYED 145 

Candida tenius            TLADLKVDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPGFYCGDGN----NFVYED 144 

Pichia stipitis           TLSDLQVDYVDLFLIHFPVTFKFVPLEEKYPPGFYCGKGD----NFDYED 140 

Pachysolen tannophillus   SLSDFNLDYFDLYLMHFPISFKFVPFEEKYPPGFYCGDGD----KFIYED 140 

Kluvyromyces lactis       TLSDLQLDYVDIFYIHFPLAFKPVPFDEKYPPGFYTGKEDEAKGHIEEEQ 148 

                          :* *::::*.*:: :***::** **::******** *. :    ::  *: 

                                                            OSXRr570  OSXRr613 

 

Candida tropicalis        VPLLDTWKALEKLVEAGKIKSIGISNFTGALIYDLIRGATIKPAVLQIEH 196 

Candida parapsilosis      VPLLDTWRALESLVQKGKIRSIGISNFNGGLIYDLVRGAKIKPAVLQIEH 189 

Pichia guilliermondii     VPLIDTWRALEKLVEKGKIRSIGISNFSGALIQDLLRSAKIKPAVLQIEH 189 

Candida shehatae          VPILETWKALEKLVKAGKIRSIGVSNFPGALLLDLFRGATIKPAVLQVEH 195 

Candida tenius            VPILETWKALEKLVAAGKIKSIGVSNFPGALLLDLLRGATIKPAVLQVEH 194 

Pichia stipitis           VPILETWKALEKLVKAGKIRSIGVSNFPGALLLDLLRGATIKPSVLQVEH 190 

Pachysolen tannophillus   VPIIETWRAMENLVDEGLVKSIGVSNVSGGLLEDLIKAARIKPASLQIEH 190 

Kluvyromyces lactis       VPLLDTWRALEKLVDQGKIKSLGISNFSGALIQDLLRGARIKPVALQIEH 198 

                          **:::**:*:*.**  * ::*:*:**. *.*: **.:.* ***  **:** 

   

Candida tropicalis        HPYLQQPKLIEYVQKAGIAITGYSSFGPQSFLELESKRALNTPTLFKHET 246 

Candida parapsilosis      HPYLQQPRLIEFVQSQGIAITGYSSFGPQSFLELESKKALDTPTLFDHET 239 

Pichia guilliermondii     HPYLQQPRLVEYVQSQGIAITAYSSFGPQSFVELDHPRVKDVKPLFEHDV 239 

Candida shehatae          HPYLQQPKLIEYAQKVGITVTAYSSFGPQSFVEMNQGRALNTPTLFEHDV 245 

Candida tenius            HPYLQQPKLIEFAQKAGVTITAYSSFGPQSFVEMNQGRALNTPTLFAHDT 244 

Pichia stipitis           HPYLQQPRLIEFAQSRGIAVTAYSSFGPQSFVELNQGRALNTSPLFENET 240 

Pachysolen tannophillus   HPYLQQNKLVEYAQLKGIVVTGYSNFGPLSFLELGNETAKKTQPLYENKT 240 

Kluvyromyces lactis       HPYLTQERLIKYVKNAGIQVVAYSSFGPVSFLELENKKALNTPTLFEHDT 248 

                          **** * :*:::.:  *: :..**.*** **:*:    . .. .*: :..  

 
ภาพทีO 9  การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์8 ชนิด  

 * หมายถึง บริเวณลาํดบักรดอะมิโนเหมือนกนั 
 อกัษรในกรอบสีเทา หมายถึง ลาํดบักรดอะมิโนทีPเลือกใชอ้อกแบบไพรเมอร์ 
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Candida tropicalis        IKSIADKHGKSPAQVLLRWATQRNIAVIPKSNNPERLAQNLSVVD-FDLT 295 

Candida parapsilosis      IKSIASKHKKSSAQVLLRWATQRGIAVIPKSNNPDRLAQNLNVSD-FELS 288 

Pichia guilliermondii     IKSVAGKVKKTPAQVLLRWATQRGLAVIPKSNNPDRLLSNLKVND-FDLS 288 

Candida shehatae          IKAIAAKHNKVPAEVLLRWSAQRGIAVIPKSNLPERLVQNRSFND-FELT 294 

Candida tenius            IKAIAAKYNKTPAEVLLRWAAQRGIAVIPKSNLPERLVQNRSFNT-FDLT 293 

Pichia stipitis           IKAIAAKHGKSPAQVLLRWSSQRGIAIIPKSNTVPRLLENKDVNS-FDLD 289 

Pachysolen tannophillus   ITTIAAKHGKTPFQVLLRWVNQRGIAIIPKSTFPNTLAVNLHVDE-FDLT 289 

Kluvyromyces lactis       IKSIASKHKVTPQQVLLRWATQNGIAIIPKSSKKERLLDNLRINDALTLT 298 

                          *.::* *    . :*****  *..:*:****.    *  *  .   : *  

                                        OSXRr927 

 

Candida tropicalis        KDDLDNIAKLDIGLRFNDPWDWDN--IPIFV 324 

Candida parapsilosis      KEDLEAINKLDKGLRFNDPWDWDH--IPIFV 317 

Pichia guilliermondii     QEDFQEISKLDIELRFNNPWDWDK--IPTFI 317 

Candida shehatae          KEDFEEISKLDINLRFNDPWDWDN--IPIFV 323 

Candida tenius            KEDFEEIAKLDIGLRFNDPWDWDN--IPIFV 322 

Pichia stipitis           EQDFADIAKLDINLRFNDPWDWDK--IPIFV 318 

Pachysolen tannophillus   KEDFEEIAKLDRHLRFNDPWTWDK--IPTFV 318 

Kluvyromyces lactis       DDELKQISGLNQNIRFNDPWEWLDNEFPTFI 329 

                          .:::  *  *:  :***:** * .  :* *: 

 
ภาพทีO 9 (ต่อ)  
 
(ก) 
XYL1                5'                         3' 
 

 Candida tropicalis  FGCWKVN 

 Candida parapsilosis  FGCWKVT 

 Pichia guilliermondii  FGCWKVD 

 Candida shehatae   FGCWKLD 

 Candida tenius   FGCWKLA 

 Pichia stipitis   FGCWKVD 

 Pachysolen tannophillus  MGCWKLE 

 Kluvyromyces lactis  LGCWKMP 

 

 

Consensus sequence   F  G  C  W  K  V  D  

Nucleotide code   TTCGGCTGCTGGAAAGTCG  

  T     T 

 
ภาพทีO 10  ลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษข์องยนีไซโลสรีดกัเทส เลือกมาออกแบบไพรเมอร์ 

   หวัยนี และไพรเมอร์ทา้ยยีน และแปลงลาํดบักรดอะมิโนไปเป็นลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
(ก) ออกแบบไพรเมอร์หวัยนี OSXRf55  
(ข) ออกแบบไพรเมอร์ทา้ยยนี OSXRr927 
(ค) ออกแบบไพรเมอร์ทา้ยยนี OSXRr613 
(ง) ออกแบบไพรเมอร์ทา้ยยนี OSXRr570 
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(ข) 
XYL1                 5'                            3' 
 Candida tropicalis  WDWDN--IP 

 Candida parapsilosis  WDWDH--IP 

 Pichia guilliermondii  WDWDK--IP 

 Candida shehatae   WDWDN--IP 

 Candida tenius   WDWDN--IP 

 Pichia stipitis   WDWDK--IP 

 Pachysolen tannophillus  WTWDK--IP 

 Kluvyromyces lactis  WEWLDNEFP 

 

 

Consensus sequence  W  D  W  D  K  I  P  

Nucleotide code   TGGGACTGGGACAAGATTCCT 

Reverse complement  GGAATCTTGTCCCAGTCC 

 
 (ค) 
XYL1                                                5'                              3' 
Candida tropicalis  EHHPYLQQ 

Candida parapsilosis  EHHPYLQQ 

Pichia guilliermondii  EHHPYLQQ 

Candida shehatae   EHHPYLQQ 

Candida tenius   EHHPYLQQ 

Pichia stipitis   EHHPYLQQ 

Pachysolen tannophillus  EHHPYLQQ 

Kluyveromyces lactis  EHHPYLTQ 

 
Consensus sequence   E  H  H  P  Y  L  Q  Q 

Nucleotide code   GAACACCACCCATACTTGCACCAA 

              T        T 
Reverse complement   TTGCTGCAAGTAAGGGTGGTGTT  

           T        T            

 
 (ง)  
XYL1                                                 5'                                   3' 
Candida tropicalis  HHPYLQQPK 

Candida parapsilosis  HHPYLQQPR 

Pichia guilliermondii  HHPYLQQPR 

Candida shehatae   HHPYLQQPK 

Candida tenuis   HHPYLQQPK 

Pichia stipitis   HHPYLQQPR 

Pachysolen tannophillus  HHPYLQQNK 

Kluyveromyces lactis  HHPYLTQER 

 

Consensus sequence   H  H  P  Y  L  T  Q  E  R 

Nucleotide code   CACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGA 

                                   T  C              ACC  AG 

 

Reversre complement   CTTTCCTGGGTCAAGTATGGATGGTG 

T  GGT              G  A 

 
ภาพทีO 10 (ต่อ) 
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  จากการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตท์ัdง 8 ชนิด 
พบวา่ลาํดบักรดอะมิโนมีความแตกต่างกนัมากในยสีตแ์ต่ละชนิด  จึงทาํการออกแบบไพรเมอร์ทีP
จาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์Ogataeasiamensis N22 ซึP งเป็นยสีตช์นิดใหมแ่ละยงัไมเ่คยมี
การศึกษายนีไซโลสรีดกัเทสมาก่อน  โดยเลือกบริเวณอนุรักษข์องกรดอะมิโนตาํแหน่งทีPมีความ
คลา้ยคลึงกนัในยสีตท์ัdง 8 ชนิด แลว้ออกแบบไพรเมอร์ส่วนหวัและทา้ยของยนี (ปลายดา้น 5' และ 
3') ไดท้ัdงหมด 3 คู ่คือ OSXRf55 กบั OSXRr927 OSXRf55 กบั OsXRr613 และ OSXRf55 กบั 
OSXRr570 ใหอ้ยูใ่นรูป degenerated primer ทีPมีความจาํเพาะตอ่ยนีไซโลสรีดกัเทสของ 
O. siamensis N22 (ภาพทีP 10) และวเิคราะห์ลกัษณะเฉพาะของไพรเมอร์แตล่ะคู ่เช่น ค่า Tm  คา่ GC 
content  การเกิด cross dimer และ self dimer  เป็นตน้ ดว้ยโปรแกรม NetPrimer  พบวา่ไพรเมอร์ทีP
ออกแบบได ้มีความยาว 18-26 นิวคลีโอไทด ์ มีคา่ Tm อยูใ่นช่วง 61.8-65.4 องศาเซลเซียส  คา่ GC 
content อยูร่ะหวา่ง 47.8-57.8 เปอร์เซ็นต ์ดงัตารางทีP 2 
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ตารางทีO 2  Degenerated primers ทีPใชใ้นการตามหายนีไซโลสรีดกัเทสใน O. siamensis N22 
 

 
หมายเหตุ: Y  แทนนิวคลีโอไทด ์C หรือ T  ; W แทนนิวคลีโอไทด ์A หรือ T 
     K แทนนิวคลีโอไทด ์G หรือ T   ; S แทนนิวคลีโอไทด ์G หรือ C 
     R แทนนิวคลีโอไทด ์A หรือ G 
 
 

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
ความยาว 
(นิวคลี- 
โอไทด์) 

Tm 
(0C) 

GC 
content 
(%) 

โครงสร้าง 
hairpin 

Self-
dimer 

Cross-dimer 

OSXRf55:  
5' TTYGGCTGYTGGAAAGTCG 3' 

19 62.3 57.8 ไมเ่กิด ไมเ่กิด ไมเ่กิดกบั OSXRr927,  
OSXRr613 และ OSXRr570 

OSXRr927:  
5'GGAATCTTGTCCCAGTCC 3' 

18 62.4 55.56 เกิด ไมเ่กิด ไมเ่กิดกบั OSXRf55 

OSXRr613:  
5' TTGYTGCAAGTAWGGGTGGTGTT 3'    

23 61.88 47.83 ไมเ่กิด เกิด ไมเ่กิดกบั OSXRf55 

OSXRr570:  
5' YTTKSYTGGGTCAAGTATGGRTGRTG 3'    

26 65.4 48.1 ไมเ่กิด เกิด ไมเ่กิดกบั OSXRf55 
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 1.4 การเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนจากยโีนมิกดีเอน็เอของ Ogataea siamensis 
N22 ดว้ยไพรเมอร์ทีPออกแบบได ้
 
       เมืPอทดลองเพิPมจาํนวนของยนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนของยสีต ์O. siamensis N22 
ดว้ยไพรเมอร์ 3 คู ่ทีPออกแบบได ้พบวา่ ไพรเมอร์คูที่PหนึPง OSXRf55 และ OSXRr927 ไมส่ามารถ
เพิPมจาํนวนยีนไซโลสรีดกัเทสได ้เมืPอใชอุ้ณหภูมิสาํหรับการเกิด annealing ช่วง 40-57 องศา
เซลเซียส ซึP งอาจเนืPองจากการทีPไพรเมอร์ OSXRr927 มีโอกาสเกิดโครงสร้าง hairpin (ตารางทีP 2) 
จึงอาจจบักบัดีเอน็เอตน้แบบไดไ้มดี่ และมีความจาํเพาะของไพรเมอร์ต่อดีเอน็เอตน้แบบตํPา 
 

      เมืPอทดลองใชไ้พรเมอร์คู่ทีPสอง คือ OSXRf55 และ OSXRr613 เพิPมจาํนวนยนีไซโลส- 
รีดกัเทสบางส่วน ดว้ยเทคนิค gradient PCR โดยใชอุ้ณหภูมิสาํหรับการเกิด annealing ตัdงแต่ 45-57 
องศาเซลเซียส (โดยกาํหนดอุณหภูมิดงันีd  45.1, 45.4, 46.0, 47.2, 48.5, 50.1, 51.6, 53.3, 55.1, 56.2, 
56.8 และ 57.2) จาํนวน 12 หลอด ตามลาํดบั และใชไ้พรเมอร์ NL1 และ NL4 ซึP งเพิPม D1/D2 
domain ของ 26S rDNA เป็นหลอดควบคุมของการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์  ผลการใชคู่้ไพรเมอร์ 
OSXRf55 และ OSXRr613 พบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส เมืPอใชอุ้ณหภูมิ 
annealing เทา่กบั 45.4, 46.0, 47.2 และ 48.5  โดยพบวา่ทีP 45.4 องศาเซลเซียสใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์
ชดัเจนทีPสุด (ภาพทีP 11)  เมืPอยนืยนัผลการเพิPมจาํนวนยนีโดยใชคู่้ไพรเมอร์ OSXRf55 และ 
OSXRr613 ความเขม้ขน้ 10, 50 และ 100 พิโคโมล และใชอุ้ณหภูมิ annealing ทีP 46 องศาเซลเซียส 
ยงัคงพบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส (ภาพทีP 12) จึงนาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดไ้ป
หาลาํดบันิวคลีโอไทดต่์อไป 
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ภาพทีO 11  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสเพืPอตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วน ทีPเพิPมจาํนวนโดย 

   ไพรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr613 ดว้ยเทคนิค gradient PCR ทีPอุณหภูมิ annealing  
   ต่างๆ  M คือ 100 bp DNA ladder plus   
   แถวทีP 1 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 45.1 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 2 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 45.4 องศาเซลเซียส   
   แถวทีP 3 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 46.0 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 4 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 47.2 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 5 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 48.5 องศาเซลเซียส   
   แถวทีP 6 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 50.1 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 7 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 51.6 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 8 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 53.3 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 9 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 55.1 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 10 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 56.2 องศาเซลเซียส 
   แถวทีP 11 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 56.8 องศาเซลเซียส   
   แถวทีP 12 คือ ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 57.2 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 14 คือ positive control โดยใชไ้พรเมอร์ NL1 และ NL4 
  
 

0.5 Kb 

1 Kb 
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ภาพทีO 12  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ ทีPเพิPมจาํนวนดว้ยไพรเมอร์  
   OSXRf55 และ OSXRr613  
   M คือ 100 bp DNA ladder plus  
   แถวทีP 1 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 10 พิโคโมล  
   แถวทีP 2 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 50 พิโคโมล  
   แถวทีP 3 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 100 พิโคโมล  
   แถวทีP 4 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 10 พิโคโมล  
   แถวทีP 5 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 50 พิโคโมล  
   แถวทีP 6 คือ ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 0.1 เทา่ ไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 100 พิโคโมล  
   แถวทีP 1-3 ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 46 องศาเซลเซียส  
   แถวทีP 4-6 ใชอุ้ณหภูมิ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีP 47 องศาเซลเซียส 
 
      เมืPอโคลนผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส เขา้สู่พลาสมิด pJET/1.2 blunt 

vector (Fermentas, USA) และนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทดโ์ดยใชไ้พรเมอร์ของพลาสมิด pJET/1.2 
blunt vectorคือ pJET1.2 forward และ pJET1.2 reverse (Fermentas, USA) ไดล้าํดบันิวคลีโอไทด์
ความยาว 568 นิวคลีโอไทด ์เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank 
ดว้ยโปรแกรม BlastX พบวา่ลาํดบักรดอะมิโนทีPแปลงมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดมี้ความคลา้ย- 
คลึงกบัไซโลสรีดกัเทสของยสีตใ์นฐานขอ้มูล โดยพบวา่มีคา่ความเหมือน (identity) สูงสุด 67-75 
เปอร์เซ็นต ์คือมีความคลา้ยคลึงกบั อลัโดสรีดกัเทส จาก Candida boidinii (accession number: 
AF451326.1) 75 เปอร์เซ็นต ์และมีความคลา้ยคลึงกบัไซโลสรีดกัเทสจาก Kluyveromyces lactis 
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0.5 kb 
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(accession number: AAA99507.1) และ Pichia guilliermondii (accession number: AAD09330.1) 
เทา่กบั 67 เปอร์เซ็นต ์เทา่กนั จึงเลือกใชไ้พรเมอร์คู ่OSXRf55 และ OSXRr613 และอุณหภูมิ 
annealing เทา่กบั 46 องศาเซลเซียส มาใชต้ามหายนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ต่อไป 
 
 1.5 การตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 
 

       แบง่โคลนแบคทีเรียทีPไดท้ัdงหมดออกเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ กลุ่มละ 20 โคลน แลว้นาํมาเลีdยง
รวมในคราวเดียวกนั ก่อนนาํไปสกดัพลาสมิดของแบคทีเรียเชืdอผสมดว้ยวธีิ alkaline lysis นาํ 
พลาสมิดจากเชืdอผสมทีPไดม้าตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ 
OSXRf55 และ OSXRr613 จากโคลนทัdงหมด 1,308 โคลน พบโคลนทีPมีผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด 
568 นิวคลีโอไทด ์เกิดขึdน เพียง 1 โคลน คือโคลนรหสั pOSXR1-208 ซึP งโคลนดงักล่าวคาดวา่จะมี
ยนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยู ่(ภาพทีP 13 และ 14)  
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
ภาพทีO 13  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสจากพลาสมิด pOSXR  
                ของโคลนหมายเลข 1-240 ดว้ยเทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr613 
    M คือ 100 bp DNA ladder plus   แถวทีP 1 คือ pOSXR1-1 ถึง 20 
    แถวทีP 2 คือ pOSXR1-21 ถึง 40   แถวทีP 3 คือ pOSXR1-41 ถึง 60  
    แถวทีP 4 คือ pOSXR1-61 ถึง 80   แถวทีP 5 คือ pOSXR1-81 ถึง 100 
    แถวทีP 6 คือ pOSXR1-101 ถึง 120  แถวทีP 7 คือ pOSXR1-121 ถึง 140 
    แถวทีP 8 คือ pOSXR1-181 ถึง 200  แถวทีP 11 คือ pOSXR1-201 ถึง 220  
    แถวทีP 12 คือ pOSXR1-221 ถึง 240 
 

 

                           

0.5 kb 
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ภาพทีO 14  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสจากพลาสมิด pOSXR 
(ก) pOSXR1-201 ถึง 220     

      M คือ 100 bp DNA ladder plus แถวทีP 1คือ pOSXR1-201 ถึง 203     
      แถวทีP 2 คือ pOSXR1-204 ถึง 206  แถวทีP 3 คือ pOSXR1-207 ถึง 210   
      แถวทีP 4 คือ pOSXR1-211 ถึง 213 แถวทีP 5 คือ pOSXR1-214 ถึง 216   
      แถวทีP 6 คือ pOSXR1-217 ถึง 220 
      (ข) pOSXR1-207 ถึง 210     

      M คือ 100 bp DNA ladder plus แถวทีP 1คือ pOSXR1-207    
      แถวทีP 2 คือ pOSXR1-208  แถวทีP 3 คือ pOSXR1-209    
      แถวทีP 4 คือ pOSXR1-210   

 
      เมืPอวิเคราะห์พลาสมิด pOSXR1-208 ทีPตดัดว้ยเอนไซม ์BglII ซึP งมีตาํแหน่งตดับน 

พลาสมิด 2 ตาํแหน่งบริเวณ multiple cloning site เพืPอวเิคราะห์ชิdนดีเอ็นเอทีPถูกแทรกดว้ยอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบแถบดีเอ็นเอสองแถบ ขนาดประมาณ 2.9 กิโลเบส และ 1.2 กิโลเบส โดย
คาดวา่แถบดีเอน็เอขนาด 2.9 กิโลเบสนัdน คือ พลาสมิด pJET1.2/blunt แสดงวา่พลาสมิด pOSXR1-
208 มีชิdนดีเอน็เอขนาดประมาณ 1.2 กิโลเบส ทีPคาดวา่จะเป็นยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์แทรกอยู ่
(ภาพทีP 15) 
 

        (ก)                                                                               (ข) 
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ภาพทีO 15  อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสเพืPอวิเคราะห์ชิdนดีเอ็นเอทีPแทรกในพลาสมิด  

   pOSXR1-208 ทีPตดัดว้ยเอนไซม ์BglII  
    M คือ 100 bp ladder plus แถวทีP 1 คือ pOSXR1-208 ตดัดว้ยเอนไซม ์BglII 
 
       เมืPอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องชิdนดีเอน็เอทีPแทรกอยูใ่นพลาสมิด pOSXR1-208 
โดยใชไ้พรเมอร์ pJET1.2 forward และ pJET1.2 reverse พบลาํดบันิวคลีโอไทด์ความยาว 1,051  
นิวคลีโอไทด ์(ภาพทีP 16) เมืPอเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโนที�แปลงมาจากลาํดบั 
นิวคลีโอไทดที์�ไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม BlastX พบวา่มีความคลา้ยคลึงกบัเอน-
ไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตใ์นฐานขอ้มูล โดยพบวา่ คลา้ยคลึงกบัเอนไซม ์aldose reductase ของ
ยสีต ์Candida boidinii  เทา่กบั 72 เปอร์เซ็นต ์ และเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส ของยสีต ์Pichia 

guilliermondii เทา่กบั 70 เปอร์เซ็นต ์มากทีPสุดตามลาํดบั (ภาพทีP 17)  และเมืPอวเิคราะห์ลาํดบันิวคลี-
โอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสทัdงหมดดว้ยโปรแกรม ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
gorf/gorf. html) พบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนเทา่นัdน โดยพบวา่มีเพียง
ส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสความยาว 680 นิวคลีโอไทด ์โดยพบตาํแหน่ง start codon (ATG ) ของ
ยนี แต่ไมพ่บตาํแหน่ง stop codon ของยนี  นอกจากนีdยงัพบลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นหนา้ซึP งเป็น
ส่วนปลายดา้น 5' ของยนีดว้ย ความยาว 371 นิวคลีโอไทด ์ดงันัdนขอ้มูลในส่วนนีdอาจนาํไปใชเ้ป็น
ขอ้มูลเบืdองตน้ในการศึกษาตาํแหน่งโปรโมเตอร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์O. siamensis N22 
ต่อไปได ้
 

              

                               

3 kb 

1 kb 

M          1 
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  สาํหรับยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีตโ์ดยทัPวไป ควรมีความยาวประมาณ 951 นิวคลีโอ-
ไทด ์(ยสีต ์Pachysolen  tannophillus) จนถึง 987 นิวคลีโอไทด ์(ยสีต ์Kluyveromyces lactis) (Bolen 
et al, 1996; Billard et al, 1995)   
 
> pOSXR1-208 
 
GCGTATGTAGGAGACTTCTAGAAGTGATCCTCGGACTTCTCGGGATCTTCAACCACCCAT 60 

CTAGAGCGCGCCTTGTCAAAATACAAGTTGTCTGCTATATGCTTTGGAATGTCTTCAGGG 120 

CGCACGCCTTGTATTTCATCTTTTAAAGGCATGATACCATTTTTAATATTCCGATAAGAA 180 

TTATTTTTGTCGAAAAACTACTCCCACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGCTATTG 240 

GGGCGGTGAGGATATTCTTTATAAAGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATATTGTG 300 

TGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACCCTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTATTATTT 360 

CTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAG 420 

TTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTA 480 

TCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTG 540 

GTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTG 600 

TCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAG 660 

TTCTGGATGACTTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTC 720 

AAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGAT 780 

GGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAG 840 

AAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGT 900 

TGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCC 960 

AGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCAT 1020 

TCGGCCCGCAATCATTTGTTGAACTTGATCA 1051 

 
ภาพทีO 16  แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์จากพลาสมิด pOSXR1-208 ความยาวเทา่กบั 1,051 นิวคลีโอ- 

  ไทด ์อกัษร ATG ขีดเส้นใตแ้สดงส่วนของ start codon ของยนี 
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pOSXR1-208      ATGGTTTCTAAAACAGT---GAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTT 57 

C. boidinii     ATG---TCAAGCCCACTTTTAACTTTAAACAATGGCTTAAAGATGCCACAAATCGGTTTT 57 

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

pOSXR1-208      GGCTGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTC 117 

C. boidinii     GGTTGTTGGAAAGTCGACAATGCCACTTGTGCCGAAACTATTTATGAAGCCATTAAAGTC 117 

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

pOSXR1-208      GGATACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGC 177 

C. boidinii     GGTTACAGATTATTCGATGGTGCTATGGATTACGGTAATGAAAAAGAAGTTGGTGAAGGT 177 

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

pOSXR1-208      GTTGCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAG 237 

C. boidinii     GTTAACAAAGCGATCAAAGATGGTTTAGTTAAAAGAGAAGAATTATTCATTGTTTCAAAA 237 

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

pOSXR1-208      TTGTGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGAT 297 

C. boidinii     TTATGGAACAATTTCCATCATCCAGATTCAGTTAAACTAGCAATCAAAAAAGTTCTATCT 297 

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

pOSXR1-208      GACTTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTT 357 

C. boidinii     GATTTAAATTTAGAATACATTGATTTATTCTATATGCATTTCCCAATTGCTCAAAAATTT 357 

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

pOSXR1-208      GTGCCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGG---ATGGGAG 414 

C. boidinii     GTTCCAATTGAAAAGAAATATCCACCAAATTTTTATTGTGGTGATGGTGATAAATGGAGT 417 

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

pOSXR1-208      TATGAAGACGTTCC---TTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAA 471 

C. boidinii     TTTGAAGATGTCCCACTTTTAACA---ACTTGGAGAGCTATGGAAGAATTGGTTGAAGAA 474 

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

pOSXR1-208      GGTCTTGTTAAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTG 531 

C. boidinii     GGTTTAGTTAAATCAATTGGTATCTCTAACTTTGTCGGTGCTTTGATTCAAGATTTATTA 534 

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

pOSXR1-208      AGAGGATGCAAGATTAAGCCC-CAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCA 590 

C. boidinii     AGAGGTTGTAAAATTAGACCAGCAGTT-TTAGAAATTGAACATCACCCATATTTAGTTCA 593 

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

pOSXR1-208      GGAAAGATTGGTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGAAATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATT 650 

C. boidinii            ACCAAGATTAATTGAATACGCTAAAACTGAAGGTATTCACGTTACCGCATACTCTTCATT 653 

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

pOSXR1-208      CGGCCCGCAATCATTTGTTGAACTTGATCA------------------------------ 680 

C. boidinii            TGGTCCACAATCATTTGTTGAATTAGACCATCCTAAAGTTAAAGACTGTACCACTCTATT 713 

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

pOSXR1-208      ------------------------------------------------------------ 

C. boidinii            CAAACATGAAACAATTACTTCAATTGCTTCAGCTCATGACGTCCCTCCAGCTAAAGTCTT 773 

                                                                             

pOSXR1-208      ------------------------------------------------------------ 

C. boidinii            ATTGAGATGGGCTACTCAAAGAGGTTTAGCAGTTATCCCAAAATCTAATAAAAAGGAAAG 833 

                                                                             

pOSXR1-208      ------------------------------------------------------------ 

C. boidinii            ATTATTAGGTAATTTGAAAATTAATGATTTTGATTTAACTGAAGCTGAACTTGAAAAAAT 893 

                                                                             

pOSXR1-208      ------------------------------------------------------------ 

C. boidinii            TGAAGCATTAGATATTGGTTTAAGATTTAATGATCCATGGACTTGGGGTTACAATATTCC 953 

                                                                             

pOSXR1-208      ------------- 

C. boidinii            AACATTTATTTAA 966 

 
ภาพทีO 17  ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิด pOSXR1-208 

   ความยาว 680 นิวคลีโอไทด ์เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีอลัโดสรีดกัเทส 
   จาก Candida boidinii ดว้ยโปรแกรม ClustalW 

 
       เมืPอทาํการตามหายนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอของยสีต ์O. siamensis N22 
โดยการโคลนชิdนดีเอ็นเอขนาด 1-3 กิโลเบส เขา้พลาสมิด pJET1.2/blunt vector แลว้คดัเลือกโคลน 
ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์เพิPมเติม โดยแบง่กลุ่มพลาสมิดของแบคทีเรียเชืdอผสมเป็นกลุ่มละ 20 โคลน
เช่นเดิม และใชไ้พรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr613 ในการคดัเลือกพลาสมิด pOSXR ทีPมียนี
ไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์แทรกอยู ่จากโคลนทัdงหมด 4,052 โคลน พบวา่มีเพียง 1 โคลน คือ โคลน
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รหสั pOSXR1-453 ทีPใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส ซึP งเมืPอวเิคราะห์ลาํดบันิวคลี-
โอไทด์ดว้ยการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไซโลสรีดกัเทสบนฐานขอ้มูล GenBank 
และเปรียบเทียบความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิด pOSXR1-208 ทีPมียนีไซโลสรี- 
ดกัเทสบางส่วนแทรกอยู ่พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าํนวน 568 นิวคลีโอไทด ์บนพลาสมิด 
pOSXR1-453 นัdนไมมี่ส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยูเ่ลย ซึP งผลทีPไดนี้dขดัแยง้กนักบัผลจาก
การตรวจพบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPได ้ดงันัdนจึงอาจเป็นไปไดว้า่คูไ่พรเมอร์ OSXRf55 และ 
OSXRr613 ทีPใชใ้นการคดัเลือกพลาสมิด pOSXR นัdน ไมจ่าํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสของ  
O. siamensis N22 ถึงแมจ้ะพบวา่คูไ่พรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr613 สามารถเพิPมจาํนวนยนี
ไซโลสรีดกัเทสบางส่วนจากยโีนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis N22 ไดต้ามทีPตอ้งการ และทาํใหไ้ด ้
pOSXR1-208 ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนแทรกอยูม่าแลว้กต็าม  แต่เนืPองจากอุณหภูมิทีPใชใ้น
ขัdนตอน annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์นัdนคอ่นขา้งตํPา (46 องศาเซลเซียส) ซึP งอาจทาํใหเ้กิด 
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีPไมจ่าํเพาะได ้ โดยไพรเมอร์อาจสามารถเขา้จบักบัดีเอ็นเอบริเวณอืPนๆ ทีPไม่
จาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสเทา่นัdน  อาจสามารถปรับอุณหภูมิทีPใชใ้นขัdนตอน annealing ของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ จาก 46 องศาเซลเซียส ใหเ้พิPมขึdนเทา่กบั 57-62 องศาเซลเซียส ตามคา่ Tm ของไพร-
เมอร์ทัdงสองทีPคาํนวณไดจ้ากโปรแกรมเทา่กบั 61 และ 62 องศาเซลเซียสได ้โดยอาจตอ้งปรับความ
เขม้ขน้ของส่วนประกอบในปฏิกิริยา ใหเ้หมาะสม ไดแ้ก่ MgCl2, ไพรเมอร์, DNA polymerase และ
ดีเอ็นเอ เป็นตน้ ซึP งน่าจะส่งผลใหไ้พรเมอร์มีความจาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสเพิPมขึdนได ้ Sadeghi 
et al. (2006) ไดศึ้กษาความเหมาะสมของการเพิPมจาํนวนยนีไลเปส (lipase gene) จาก Bacillus 

subtilis ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยศึกษาอุณหภูมิ annealing และความเขม้ขน้ของ MgCl2 ทีPเหมาะสม 
พบวา่สภาวะทีPเหมาะสมของการทาํพีซีอาร์ คือ เมืPอใช ้MgCl2 ความเขม้ขน้เทา่กบั 2.5 มิลลิโมลาร์ 
และอุณหภูมิขัdนตอน annealing เทา่กบั 55 องศาเซลเซียส และเมืPอใช ้MgCl2 ความเขม้ขน้ตํPาเกินไป
ตรวจไมพ่บผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ 
 
       ออกแบบไพรเมอร์ทีPจาํเพาะตอ่ยนีไซโลสรีดกัเทสคูที่Pสาม ไดแ้ก่ OSXRf55 และ 
OSXRr570 (ตารางทีP 2)  แลว้เพิPมจาํนวนชิdนดีเอน็เอของยีนไซโลสรีดกัเทสบางส่วนจากยโีนมิกดี-
เอน็เอของ O. siamensis N22 ดว้ยส่วนผสมปฏิกิริยาทีPเหมาะสม และใชอุ้ณหภูมิ annealing เทา่กบั 
59 องศาเซลเซียส พบวา่ไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์เกิดขึdน และเมืPอนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์พบ
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์มีขนาดเทา่กบั 545 นิวคลีโอไทด ์แมว้า่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 
OSXRr570 มี degernerated base หลายนิวคลีโอไทด ์แต่อุณหภูมิ annealing ทีPใชใ้นขัdนตอนการทาํ
พีซีอาร์สูงถึง 59 องศาเซลเซียส ซึP งพบวา่สูงกวา่ไพรเมอร์คู ่OSXRf55 และ OSXRr613 ทีPใช้
อุณหภูมิ annealing เพียง 46 องศาเซลเซียสเทา่นัdน จึงส่งผลใหไ้พรเมอร์คู่ OSXRf55 และ 
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OSXRr570 มีความจาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 มากกวา่คูไ่พรเมอร์ 
OSXRf55 และ OSXRr613  จากนัdนนาํไพรเมอร์คูด่งักล่าวมาใชใ้นการคดัเลือกพลาสมิด pOSXR ทีP
มียนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยู ่ 
 
        เมืPอทาํการคดัเลือกพลาสมิด pOSXR จากการโคลนชิdนดีเอน็เอขนาด 1-3 กิโลเบส ได้
โคลนทัdงหมด 1,511 โคลน พบโคลนทีPใหผ้ลบวก คือ ตรวจพบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ เมืPอเพิPมจาํนวนยนี
ไซโลสรีดกัเทสดว้ยไพรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr570 จาํนวน 12 โคลน  คือโคลนรหสั 
pOSXR2-22, pOSXR2-23, pOSXR2-74, pOSXR2-88, pOSXR2-115, pOSXR2-119, pOSXR2-
134, pOSXR2-201, pOSXR2-241, pOSXR2-348, pOSXR2-379 และ pOSXR2-390  จึงสกดั 
พลาสมิดจากโคลนทัdงหมดไปวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดต่์อไป 
 
       ผลการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสทีPแทรกบนพลาสมิด 
pOSXR2-22, pOSXR2-23, pOSXR2-74, pOSXR2-115, pOSXR2-119, pOSXR2-134, pOSXR2-
201, pOSXR2-241, pOSXR2-348, pOSXR2-379 และ pOSXR2-390 พบวา่มียนีไซโลสรีดกัเทส
แทรกอยูเ่พียงบางส่วน โดยมีความยาวตัdงแต่ 545-576 นิวคลีโอไทด ์ซึP งพบวา่เป็นส่วนดีเอน็เอทีPสัdน
กวา่ชิdนส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPแทรกอยูใ่นพลาสมิด pOSXR1-208 (ภาพทีP16) ทีPตรวจพบ
ก่อนหนา้นีd   โดยมีเพียงพลาสมิด pOSXR2-88 เทา่นัdนทีPไดส่้วนของยนีไซโลสรีดกัเทสยาวกวา่ทีPพบ
ใน พลาสมิด pOSXR1-208 
 
       การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสทีPแทรกบนพลาสมิด pOSXR2-
88 ทาํโดยการตดัพลาสมิด pOSXR2-88 ดว้ยเอนไซม ์BglII และตรวจพบแถบดีเอน็เอขนาดประ- 
มาณ 2.9 และ 2.5 กิโลเบส ซึP งเมืPอทาํการวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pแทรกบนพลาสมิดพบวา่
มีความยาว 1,122 นิวคลีโอไทด ์และเมืPอวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม ORF Finder ในจาํนวนนีdพบ
ส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสอยูเ่ทา่กบั 835 นิวคลีโอไทด ์ 
 

      เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าก pOSXR2-88 เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะ
มิ-โนทีPแปลงมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัลาํดบักรดอะมิโนบนฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม 
BlastX พบวา่ลาํดบักรดอะมิโนทีPแปลงไดนี้d มีความคลา้ยคลึงกบัเอนไซมอ์ลัโดสรีดกัเทส (aldose 
reductase) ของยสีต ์Candida boidinii และเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ Kluyveromyces lactis 73 
และ 68 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 
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      เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมดของพลาสมิด pOSXR2-88 และ pOSXR1-208 มา
เทียบเคียงกนัดว้ยโปรแกรม ClustalW พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วน
จาก pOSXR2-88  มีความยาวมากกวา่ลาํดบันิวคลีโอไทด์จาก pOSXR1-208 ถึง 155 นิวคลีโอไทด ์
(ภาพทีP 18) แต่อยา่งไรกต็าม พบวา่ยงัขาดลาํดบันิวคลีโอไทดอี์กประมาณ 100-200 นิวคลีโอไทด ์จึง
จะครบความยาวของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ จึงเกบ็ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิด 
pOSXR2-88  นีdไวศึ้กษาในส่วนการติดตามลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ของยนีต่อไป  ใน
การตามหายนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยวธีิ genomic DNA cloning นัdน สาเหตุทีPไมไ่ดย้นีไซโลสรีดกัเทส
ทีPสมบูรณ์อาจเนืPองจาก ยโีนมิกดีเอน็เอไลบรารีPทีPนาํมาใชโ้คลนยนี บางส่วนมีขนาดเล็กกวา่ 1 กิโล-
เบส ซึP งสัdนกวา่ขนาดของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ จึงส่งผลใหไ้ดย้นีไซโลสรีดกัเทสทีPไม่
สมบูรณ์ 

 
208        GCGTATGTAGGAGACTTCTAGAAGTGATCCTCGGACTTCTCGGGATCTTCAACCACCCAT 60 

88         ---------------CTTTGGAATTGTTCTTC--------CAGGG----CCGCCACC--- 30 

                           * *.*** **:** **        *.**.    *..*****    

208        CTAGAGCGCGCCTTGTCAAAATACAAGTTGTCTGCTATATGCTTTGGAATGTCTTCAGGG 120 

88         -----GC---CCTTGGTAATTTCCAT---------------------------------- 48 

                **   *****  **::*.**:                                   

208        CGCACGCCTTGTATTTCATCTTTTAAAGGCATGATACC-ATTTTTAATATTCCG-ATAAG 178 

88         ------CCTT-----------TTAAAGGCCATGATACCCATTTTTAAAATTCCGAATAAG 91 

                 ****           **:**.* ********* ********:****** ***** 

208        AATTATTTTTGTCGAAAAA---CTACTCCCACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGC 235 

88         AATTATTTTTGTCGAAAAATCTAACTTCCCACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGC 151 

           *******************   .:. ********************************** 

208        TATTGGGGCGGTGAGGATATTCTTTATAAAGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATA 295 

88         TATTGGGGCGGTGAGGATATTCTTTATAAAGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATA 211 

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

208        TTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACCCTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTAT 355 

88         TTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACCCTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTAT 271 

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

208        TATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCC 415 

88         TATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCC 331 

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

208        AGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGA 475 

88         AGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGA 391 

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

208        AGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGA 535 

88         AGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGA 451 

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

208        AATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGT 595 

88         AATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGT 511 

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

 
ภาพทีO 18  เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมดระหวา่ง pOSXR1-208 และ pOSXR2-88 ดว้ย 
 โปรแกรม ClustalW   

   208 คือ ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pOSXR1-208  
   88 คือ ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pOSXR2-88  

 * แสดงบริเวณนิวคลีโอไทด์ทีPเหมือนกนั 
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208        TATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAG 655 

88         TATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAG 571 

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

208        AAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGT 715 

88         AAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGT 631 

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

208        CGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAA 775 

88         CGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAA 691 

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

208        TGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGT 835 

88         TGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGT 751 

           ************************************************************ 
208        TGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGA 895 

88         TGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGA 811 

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

208        CCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTT 955 

88         CCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTT 871 

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

208        GACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTC 1015 

88         GACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTC 931 

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

208        ------------------------------------------------------------ 

88         CCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCA 1051 

                                                                             

208        ------------------------------------------------------------ 

88         AGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAA 1111 

                                                                             

208        ----------- 

88         GAAAGATTGC 1122 

                            

 
ภาพทีO 18  (ต่อ)  
 

1.6 การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ทางปลาย 3' ของยนีไซโลสรีดักเทส จาก cDNA ของ 

Ogataea siamensis N22 
 
      1.6.1 การสังเคราะห์ cDNA 
  

              นาํอาร์เอน็เอทัdงหมดของ O. siamensis N22 ทีPสกดัดว้ย TRIzol® (Invitrogen, 
USA) มาตรวจเช็คความบริสุทธิ� ของอาร์เอ็นเอทีPสกดัไดด้ว้ย อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบ
แถบของ large subunit rRNA และ small subunit rRNA ชดัเจน แสดงวา่อาร์เอน็เอทีPสกดัไดมี้
คุณภาพดี เหมาะสมในการนาํอาร์เอน็เอทัdงหมดไปใชใ้นขัdนตอนต่อไป ดงัภาพทีP 19  
 

              นาํอาร์เอน็เอบริสุทธิ� ทีPสกดัไดม้าสังเคราะห์สาย cDNA โดยใชชุ้ดอุปกรณ์ 5'/3' 
RACE Kit, 2nd Generation (Roche, Germany) ซึP งมี oligo dT-anchor primer ในชุดอุปกรณ์ ทีPมี
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์คือ 5' GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV 3'  เมืPอ
กาํหนด ให ้V แทนนิวคลีโอไทด ์A, C หรือ G เป็นไพรเมอร์ในการสังเคราะห์ cDNA เพราะไพร-
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เมอร์จะจบักบับริเวณ poly (A) tail บนสายอาร์เอน็เอของ O. siamensis N22 แลว้นาํไปเพิPมจาํนวน
ยนีไซโลสรีดกัเทสทางดา้น3' ต่อไป  
 
 

                                                     
 
              
 
 
  
 
 
 
 
ภาพทีO 19  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของอาร์เอ็นเอทัdงหมดของ O. siamensis N22  

   ใชอ้ะกาโรสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ TBE 
   แถวทีP 1 คือ อาร์เอน็เอ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
   แถวทีP 2 คือ อาร์เอน็เอ ปริมาตร 6 ไมโครลิตร  

 
      1.6.2 การเพิOมจํานวนยีนไซโลสรีดักเทสทางด้านปลาย 3' ด้วยวธีิ Rapid Amplification 
of cDNA Ends (RACE) 
 

              เมืPอได ้cDNA แลว้นาํมาเพิPมจาํนวนยีนไซโลสรีดกัเทสทางดา้นปลาย 3' ดว้ยวธีิ 3' 
RACE โดยใชไ้พรเมอร์ OSXRf633 ซึP งเป็นไพรเมอร์ทีPจาํเพาะต่อยนีไซโลสรีดกัเทสของ  
O. siamensis N22 เพราะเลือกมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดภ์ายในยนีไซโลสรีดกัเทสบริเวณนิวคลีโอ-
ไทดต์าํแหน่งทีP 633-652 จากลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีทีPวเิคราะห์ไดจ้ากพลาสมิด 
pOSXR2-88 ซึP งไดเ้ลือกออกแบบไพรเมอร์ใหค้่อนไปทางดา้นปลาย 3' ของยนี เพืPอใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ทีPมีขนาดเล็ก และเพิPมจาํนวนไดง่้าย  ไพรเมอร์ OSXRf633 มีลาํดบันิวคลีโอไทด ์คือ 
5' GTGGCTTACTCCTCATTCGGC 3' ความยาว 21 นิวคลีโอไทด ์(ภาพทีP 20) มีคา่ Tm เทา่กบั 64 
องศาเซลเซียส คา่ GC content เทา่กบั 57 เปอร์เซ็นต ์และไมพ่บโครงสร้าง hairpin จึงเลือกใชไ้พร-
เมอร์นีd ในการเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทางดา้นปลาย 3' ของ O. siamensis N22 โดยใชคู้ก่บั 

 

    

 

   1     2 

rRNA 
rRNA 
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PCR anchor primer ของชุดอุปกรณ์ ซึP งมีลาํดบันิวคลีโอไทด ์คือ 5' GACCACGCGTATCGATG 
TCGAC 3'   
 
ATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGC 60 

 

TGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGA 120 

 

TACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTT 180 

 

GCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTG 240 

 

TGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGAC 300 

 

TTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTG 360 

 

CCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAA 420 

 

GACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTT 480 

 

AAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGC 540 

 

AAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTG 600 

    OSXRf633 

GTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAA 660 

 

TCATTTGTTGAACTTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAA 720 

 

ACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGG 780 

 

GCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGC 835 

 
ภาพทีO 20  ตาํแหน่งของไพรเมอร์ OsXRf633 ในลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทส 

   บางส่วนจาก pOSXR2-88 อกัษรทีPขีดเส้นใต ้คือ ไพรเมอร์ OSXRf633 ใชใ้นการหา 
 ลาํดบันิวคลีโอไทดด์า้นปลาย 3' ของยนี ลูกศรแสดงทิศทางของไพรเมอร์ 
 
       ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากการเพิPมจาํนวนและวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค 3' RACE มีขนาด
ประมาณ 400 นิวคลีโอไทด์ ดงัภาพทีP 21 ซึP งมีคา่มากกวา่จาํนวนนิวคลีโอไทดที์Pยงัขาดหายไป (100-
200 นิวคลีโอไทด)์ ของยนีไซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์O. siamensis N22 ทีPอยูบ่นพลาสมิด pOSXR2-
88  เมืPอนาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดเ้ชืPอมต่อเขา้กบัพลาสมิด pJET1.2/blunt vector แลว้วเิคราะห์ลาํดบั
นิวคลีโอไทดพ์บวา่อ่านลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ด ้414 นิวคลีโอไทด ์เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดม้า
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม BlastN พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดด์งักล่าวคาดวา่จะเป็นยนี
ไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์โดยคลา้ยคลึงกบับริเวณทางดา้น 3' ของยนีอลัโดสรีดกัเทสของ  
C. boidinii และยนีไซโลสรีดกัเทสของ Debaryomyces hansenii มากทีPสุด เทา่กบั 70 และ 68 
เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  และพบตาํแหน่ง TAA ซึP งเป็น stop codon ของยนีไซโลสรีดกัเทส อยูใ่น
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดม้าดว้ยวธีิ 3' RACE (เมืPอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ-
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ไทดส่์วน stop codon ของยนีไซโลสรีดกัเทสในยสีตอื์Pนๆ ทีPไดจ้ากโปรแกรม BlastN ในฐานขอ้มูล 
(ภาพทีP 22) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีO 21  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด 414 นิวคลีโอไทด ์ ทีPเพิPม 
 จาํนวนไดด้ว้ยวธีิ 3' RACE จาก cDNA ของ O. siamensis N22  
 เมืPอ M คือ 1 kb DNA ladder แถวทีP 1 คือ ผลิตภณ์ัพีซีอาร์จากวธีิ 3' RACE 
 
       Lee et al (2003) รายงานการใชเ้ทคนิค 5' RACE และ 3' RACE ในการศึกษาลาํดบั 
นิวคลีโอไทดที์Pสมบูรณ์ของยนีไซโลสรีดกัเทส ของยสีต ์Candida  parapsilosis ทีPมีความยาว 975  
นิวคลีโอไทด ์  นอกจากนีdยงัมีรายงานศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์
ของเชืdอรา Talaromyces emersonii โดยใชเ้ทคนิค 5' RACE และ 3' RACE เช่นกนั ซึP งรายงานการ
ใชเ้ทคนิคนีd เหมาะสมสาํหรับการหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสในเชืdอรา เพราะยนี
ไซโลสรีดกัเทสของ T. emersonii มี 2 intron จึงตอ้งคดัแยกยนีโดยใช ้cDNA เป็นดีเอน็เอตน้แบบ 
(Fernades et al, 2009) 
 
 
 
 
 

 

 

 

                            

 

 0.25 kb 
0.5 kb 

 M     1 
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OSXR            GTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAACTTGATCATGCCAAGGCCAAA 60 

C. boidinii     ACCGCATACTCTTCATTTGGTCCACAATCATTTGTTGAATTAGACCATCCTAAAGTTAAA 695 

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

 

OSXR            GACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTT 120 

C. boidinii     GACTGTACCACTCTATTCAAACATGAAACAATTACTTCAATTGCTTCAGCTCATGACGTC 755 

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

 

OSXR            TCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAG 180 

C. boidinii     CCTCCAGCTAAAGTCTTATTGAGATGGGCTACTCAAAGAGGTTTAGCAGTTATCCCAAAA 815 

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

 

OSXR            TCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGAACGATTTCAATTTGAGTGAG 240 

C. boidinii     TCTAATAAAAAGGAAAGATTATTAGGTAATTTGAAAATTAATGATTTTGATTTAACTGAA 875 

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

 

OSXR            AAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTAGATTTAATGATCCTTGGACT 300 

C. boidinii     GCTGAACTTGAAAAAATTGAAGCATTAGATATTGGTTTAAGATTTAATGATCCATGGACT 935 

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

 

OSXR            TGGGAT---GAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTAAATAAAGGCCAAAAGCT 357 

C. boidinii     TGGGGTTACAATATTCCAACATTTATTTAA------------------------------ 965 

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

 

OSXR            TTCAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAGTCAACATCGATACGCGTGGTC 414 

C. boidinii     --------------------------------------------------------- 

 
ภาพทีO 22  ลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ของยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ทีPได ้
 จากการเพิPมจาํนวนดว้ยวธีิ 3' RACE (OSXR) เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 
 ยนีอลัโดสรีดกัเทสทางดา้นปลาย3' จาก Candida boidinii ดว้ยโปรแกรม clustalW  
 อกัษรทีPขีดเส้นใตแ้สดงตาํแหน่ง stop codon (TAA) ของยนีจากยสีตท์ัdงสองชนิด 
 
       เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE มาเชืPอม 
ต่อกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์จาก pOSXR2-88 ซึP งเป็นพลาสมิดทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสบางส่วนแทรก
อยู ่(แต่ยงัขาดลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ไปจนถึง stop codon อีกประมาณ 100 ถึง 200  
นิวคลีโอไทด)์  พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ของพลาสมิด pOSXR2-88 มีตาํแหน่ง
ซอ้นเหลืPอมกบัลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 5' ของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE 
ไดต้ามคาดหมาย เนืPองจากไพรเมอร์ OSXRf633 ทีPใชใ้นการเพิPมจาํนวนดีเอน็เอดว้ยเทคนิค 3' 
RACE นัdน  เป็นไพรเมอร์ทีPออกแบบจากลาํดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3' ของพลาสมิด 
pOSXR2-88 จึงควรมีลาํดบันิวคลีโอไทด์ดา้นปลาย 3' ซอ้นเหลืPอม กบัลาํดบันิวคลีโอไทดด์า้นปลาย 
5' ของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE เมืPอเทียบเคียงลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากทัdงสอง
แหล่ง  โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW  พบวา่มีลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pซอ้นเหลืPอมกนัอยูเ่ทา่กบั 202  
นิวคลีโอไทด ์จึงนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัdงหมดของ pOSXR2-88 มาเชืPอมต่อกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์
ทัdงหมดของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE จาํนวน 414 นิวคลีโอไทด ์ ไดล้าํดบันิวคลี-
โอไทดที์Pสมบูรณ์ของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 ความยาวทัdงสิdน 960 นิวคลีโอไทด ์
จากลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดจ้ากการเชืPอมต่อกนัทัdงหมด 1,334 นิวคลีโอไทด ์ดงัแสดงในภาพทีP 23 
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 (ก) 
 
CTTTGGAATTGTTCTTCCAGGGCCGCCACCGCCCTTGGTAATTTCCATCCTTTTAAAGGC 60 

CATGATACCCATTTTTAAAATTCCGAATAAGAATTATTTTTGTCGAAAAATCTAACTTCC 120 

CACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGCTATTGGGGCGGTGAGGATATTCTTTATAA 180 

AGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATATTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACC 240 

CTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTATTATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAA 300 

CAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCG 360 

AAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCG 420 

ATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCA 480 

AAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATC 540 

ATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACT 600 

ATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGA 660 

AGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAG 720 

CAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTA 780 

TCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCC 840 

AATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTC 900 

AGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAAC 960 

TTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAA 1020 

TTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAA 1080 

ACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGA 1140 

ACGATTTCAATTTGAGTGAGAAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTA 1200 

GATTTAATGATCCTTGGACTTGGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTA 1260 

AATAAAGGCCAAAAGCTTTCAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAGTCAACAT 1320 

CGATACGCGTGGTC 1334 

 
 (ข) 
 
pOSXR2-88      ATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGC 60 

pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      TGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGA 120 
pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

pOSXR2-88      TACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTT 180 
pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      GCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTG 240 

pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      TGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGAC 300 
pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 
ภาพทีO 23  (ก) การเชืPอมต่อลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pอยูบ่นพลาสมิด pOSXR2-88 กบัลาํดบันิวคลีโอ 

   ไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE  อกัษรทีPขีดเส้นใต ้ATG แสดง 
   บริเวณ start codon และ TAA แสดงบริเวณ stop codon 
(ข) แสดงการเทียบเคียงลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPอยูบ่น  
พลาสมิด pOSXR2-88 กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์จากเทคนิค 3' RACE  

   * แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีPซอ้นเหลืPอมกนัระหวา่งดา้นปลาย 3' ของ pOSXR2-88 และ 
 ปลายดา้น 5' ของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE  อกัษรทีPขีดเส้นใตแ้สดง 
 ตาํแหน่ง stop codon (TAA) ของยนี 
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pOSXR2-88      TTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTG 360 

pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      CCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAA 420 

pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      GACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTT 480 
pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      AAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGC 540 

pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      AAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTG 600 
pOSXR633        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR2-88      GTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAA 660 

pOSXR633        ---------------------------------GTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAA 27 

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

pOSXR2-88      TCATTTGTTGAACTTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAA 720 
pOSXR633        TCATTTGTTGAACTTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAA 87 

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

pOSXR2-88      ACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGG 780 

pOSXR633        ACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGG 147 

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

pOSXR2-88      GCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGC----- 835 

pOSXR633        GCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAG 207 

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

pOSXR2-88      ------------------------------------------------------------ 
pOSXR633        AACTTATCGGTGAACGATTTCAATTTGAGTGAGAAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTA 267 

pOSXR2-88      ------------------------------------------------------------ 
pOSXR633        AATCAGGATCTTAGATTTAATGATCCTTGGACTTGGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAA 327 

pOSXR2-88      ------------------------------------------------------------ 
pOSXR633        ACTAGAAACAGTAAATAAAGGCCAAAAGCTTTCAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAA 387 

pOSXR2-88      --------------------------- 
pOSXR633        AAAAAGTCAACATCGATACGCGTGGTC 414  

 
ภาพทีO 23 (ต่อ) 
 
2. ลกัษณะเฉพาะของยนีไซโลสรีดักเทสจาก O. siamensis N22 

 

เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 จาก pOSXR2-88 
ทีPเชืPอมต่อกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE จาํนวน 1,334 นิว- 
คลีโอไทด ์มาเปรียบเทียบกบัยนีไซโลสรีดกัเทสบนฐานขอ้มูล GenBankโดยใชโ้ปรแกรม BlastX 
พบวา่ ยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 มีความคลา้ยคลึงกบัเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ
ยสีตช์นิดต่างๆ ทีPมีอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank 65-72 เปอร์เซ็นต ์แสดงในตารางทีP 3 โดยมีความ
คลา้ยคลึงกบัเอนไซมอ์ลัโดสรีดกัเทส ของ Candida boidinii มากทีPสุด เทา่กบั 72 เปอร์เซ็นต ์(Kang 
et al, 2003) รองลงมา คือ ไซโลสรีดกัเทส ของ Meyerozyma guilliermondii (หรือ Pichia 

guilliermondii) เทา่กบั 68 เปอร์เซ็นต ์(Handumrongkul et al, 1998)  จากนัdนนาํลาํดบันิวคลีโอไทด ์
จาํนวน 1,334 นิวคลีโอไทด์มาหาส่วน open reading frame ได ้960 นิวคลีโอไทด ์แปลงเป็นกรดอะ-
มิโนได ้319 กรดอะมิโน (ดงัภาพทีP 24)    
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ทาํการฝากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 จาํนวน 1,334 
นิวคลีโอไทด ์ไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank มีรหสัในการสืบคน้ขอ้มูล (accession no.) คือ FJ763639 
 

ตารางทีO 3  การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส ทีPไดจ้ากการแปลรหสั 
 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบัฐานขอ้มูล  
 GenBank โดยโปรแกรม BlastX 
 

ลาํดบัทีP เอนไซม ์ ยสีต ์ Accession No. 
Identity 

(เปอร์เซ็นต)์ 
1 อลัโดสรีดกัเทส C. boidinii AAL47846.2 72 
2 ไซโลสรีดกัเทส M. guilliermondii AAD09330.1 68 
3 ไซโลสรีดกัเทส Candida albicans EEQ446327.1 68 
4 ไซโลสรีดกัเทส Candida sp. AAW34373.1 67 
5 อลัโดสรีดกัเทส D.  hansenii CAG89286 67 
6 ไซโลสรีดกัเทส C. tropicalis ABX60132  67 
7 ไซโลสรีดกัเทส Kl. lactis AAA99507  66 
8 ไซโลสรีดกัเทส C. dubliniensi CAX41651   66 
9 ไซโลสรีดกัเทส C.  parapsilosis ABK32844 65 
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      1 atggtttctaaaacagtgaagttgaacaatggcattgagatccca 

        M  V  S  K  T  V  K  L  N  N  G  I  E  I  P  

     46 gtagttggatttggctgctggaaagtcgaaaagtcaatctgcgct 

        V  V  G  F  G  C  W  K  V  E  K  S  I  C  A  

     91 gaccagatttacgaagctatcaaagtcggataccgtctgttcgat 

        D  Q  I  Y  E  A  I  K  V  G  Y  R  L  F  D  

    136 ggcgctatggattatggtaatgagaaggaaattggtgaaggcgtt 

        G  A  M  D  Y  G  N  E  K  E  I  G  E  G  V  

    181 gctagagcaatcaaagatggattggttaagagagaggaattggtt 

        A  R  A  I  K  D  G  L  V  K  R  E  E  L  V  

    226 attgtctcaaagttgtggaacagttatcatcatcctgataacgtg 

        I  V  S  K  L  W  N  S  Y  H  H  P  D  N  V  

    271 aagaaggcaattagaagagttctggatgacttgaagcttgactat 

        K  K  A  I  R  R  V  L  D  D  L  K  L  D  Y  

    316 ctcgacatcttttacatccattttcctgtcgctcaaaaatttgtg 

        L  D  I  F  Y  I  H  F  P  V  A  Q  K  F  V  

    361 ccatttgaagagaagtatcctccagggttgtactgtggtcctaat 

        P  F  E  E  K  Y  P  P  G  L  Y  C  G  P  N  

    406 ggatgggagtatgaagacgttcctttagcagtcacatggaaggct 

        G  W  E  Y  E  D  V  P  L  A  V  T  W  K  A  

    451 atggaaggtttagttgaagaaggtcttgttaaatcgattggtatc 

        M  E  G  L  V  E  E  G  L  V  K  S  I  G  I  

    496 tctaacttctctggagcactcattcaggacctgttgagaggatgc 

        S  N  F  S  G  A  L  I  Q  D  L  L  R  G  C  

    541 aagattaagccccaattgcttcaaattgaacaccatccatacttg 

        K  I  K  P  Q  L  L  Q  I  E  H  H  P  Y  L  

    586 acccaggaaagattggtcaagtatgttcaggctcaagatattgca 

        T  Q  E  R  L  V  K  Y  V  Q  A  Q  D  I  A  

    631 gttgtggcttactcctcattcggcccgcaatcatttgttgaactt 

        V  V  A  Y  S  S  F  G  P  Q  S  F  V  E  L  

    676 gatcatgccaaggccaaagacaccgtttccctattgaagcacgaa 

        D  H  A  K  A  K  D  T  V  S  L  L  K  H  E  

    721 accattaactcaattgcttcggctcataaggtttcacctgctcaa 

        T  I  N  S  I  A  S  A  H  K  V  S  P  A  Q  

    766 gtgctgctcagatgggcaacccaaagaaacgtattggttattcca 

        V  L  L  R  W  A  T  Q  R  N  V  L  V  I  P  

    811 aagtctaaccagaaggaaagattgctgcagaacttatcggtgaac 

        K  S  N  Q  K  E  R  L  L  Q  N  L  S  V  N  

    856 gatttcaatttgagtgagaaagagattaaagaaatcagtgcttta 

        D  F  N  L  S  E  K  E  I  K  E  I  S  A  L  

    901 aatcaggatcttagatttaatgatccttggacttgggatgaaatt 

        N  Q  D  L  R  F  N  D  P  W  T  W  D  E  I  

    946 ccaaccttcatttaa 960     

        P  T  F  I  *  

 
ภาพทีO 24  Open reading frame ของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์O. siamensis N22 ความยาว 960  

   นิวคลีโอไทด ์และแปลงเป็นกรดอะมิโนได ้319 กรดอะมิโนทีPไดจ้ากโปรแกรม ORF  
   Finder  
 

 การตามหายนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยวธีิ genomic DNA cloning นัdน ทาํใหท้ราบลาํดบันิวคลี-
โอไทดบ์ริเวณส่วน upstream ของยนี จึงนาํลาํดบันิวคลีโอไทดส่์วนนีdมาวเิคราะห์หาบริเวณโปรโม-
เตอร์ของยนี  ซึP งเมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ ทีPอยูบ่นพลาสมิด pOSXR2-88 เชืPอมต่อกบัลาํดบันิวคลี-
โอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์จากเทคนิค 3' RACE ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดย์าว 1,334 นิว คลีโอไทด ์
โดยพบวา่มี 287 นิวคลีโอไทด ์อยูท่างดา้น upstream ของยนี และพบตาํแหน่ง TATA box-like 
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sequence ของยนี คือ -112TATAA-108 ทางดา้น 5' ของ start codon (ATG) และพบตาํแหน่งของ 
polyadenylation signal คือ 974AATAAA979 อยูห่่างจาก stop codon (TAA) ไปทางดา้น 3' ดงัแสดง
ในภาพทีP 25  
 
CTTTGGAATTGTTCTTCCAGGGCCGCCACCGCCCTTGGTAATTTCCATCCTTTTAAAGGC 60 

CATGATACCCATTTTTAAAATTCCGAATAAGAATTATTTTTGTCGAAAAATCTAACTTCC 120 

CACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGCTATTGGGGCGGTGAGGATATTCTTTATAA 180 

AGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATATTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACC 240 

CTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTATTATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAA 300 

CAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCG 360 

AAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCG 420 

ATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCA 480 

AAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATC 540 

ATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACT 600 

ATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGA 660 

AGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAG 720 

CAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTA 780 

TCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCC 840 

AATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTC 900 

AGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAAC 960 

TTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAA 1020 

TTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAA 1080 

ACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGA 1140 

ACGATTTCAATTTGAGTGAGAAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTA 1200 

GATTTAATGATCCTTGGACTTGGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTA 1260 

AATAAAGGCCAAAAGCTTTCAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAGTCAACAT 1320 

CGATACGCGTGGTC 1334 

 
ภาพทีO 25  วเิคราะห์ตาํแหน่งโปรโมเตอร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสจากลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pอยูบ่น 

   พลาสมิด pOSXR2-88 เชืPอมตอ่กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้าก 
   เทคนิค 3' RACE จาํนวน 1,334 นิวคลีโอไทด์ 
   อกัษรตวัหนา คือ open reading frame ของยนีไซโลสรีดกัเทส 
   ATG ขีดเส้นใต ้คือ start codon 
   TAA ขีดเส้นใต ้คือ stop codon 
   TATAA ขีดเส้นใตห้นา คือ ตาํแหน่งโปโมเตอร์ของยนี 
   AATAA ขีดเส้นใตห้นา คือ ตาํแหน่ง polyadenylation signal ของยนี 
 
ไดมี้รายงานก่อนหนา้นีd ทีPแสดงตาํแหน่งโปรโมเตอร์ (TATA box) ของยนีไซโลสรีดกัเทส

จาก C. tropicalis คือ TATAA และ Kl. lactis  คือ TATATAA ทีPบริเวณ upstream ของ ORF แตไ่ม่
พบตาํแหน่งของ polyadenylation signal (Yokoyama et al., 1995 ; Billard et al, 1995 )   
จากรายงานของ Amore et al (1991) บริเวณเริPมตน้การถอดรหสัของยีนไซโลสรีดกัเทสจาก  
P. stipitis ไดแ้ก่ TATAAA ซึPงอยูก่่อน start codon 81 เบส พบ CCAAT 2 ตาํแหน่ง ซึP งอยูก่่อน start 
codon ไป 106 และ 146 เบส นอกจากนีdยงัมีรายงานตาํแหน่ง TATA box ของยนีไซลิทอลดีไฮโดร-
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จีเนสจาก Arxula adeninivorans ซึP งเป็นยนีทีPทาํหนา้ทีPผลิตเอนไซมเ์พืPอทาํงานต่อจากไซโลสรีดกั-
เทส ตาํแหน่ง TATA-like sqeunce คือ CCATAAAGATGTGAA และยงัพบ TATAATT ซึP งน่าจะ
เป็นตาํแหน่งของ polyadenylation signal อีกดว้ย (Boer et al, 2005)  
 

จากผลการวเิคราะห์ phylogenetic tree ดว้ยวธีิ neighbor-joining ทีPคา่ bootstrap 
เทา่กบั 1,000 ของยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 และยสีตช์นิดอืPนอีก 12 ชนิด (ภาพทีP 
26) พบวา่ยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 มีความใกลชิ้ดกบัเอนไซมอ์ลัโดสรีดกัเทสของ 
Candida boidinii มากทีPสุด  และเมืPอเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ 
O. siamensis N22 กบักรดอะมิโนของไซโลสรีดกัเทสในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม 
BlastP พบวา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 มีความคลา้ยคลึงกบัเอนไซมอ์ลัโดสรี-
ดกัเทส ของยสีต ์C. boidinii มากทีPสุด เทา่กบั 72 เปอร์เซ็นต ์และคลา้ยกบัเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส
ของยสีต ์Meyerozyma guilliermondii เทา่กบั 68 เปอร์เซ็นต ์ซึP งผลทีPไดนี้dสอดคลอ้งกบัการวเิคราะห์
ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม BlastX ทีPทาํการวเิคราะห์ไปก่อนหนา้นีd  
 

 
 
ภาพทีO 26  Phylogenetic tree ของยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 และ 

   ยสีต ์12 ชนิด ทีPสร้างดว้ยวิธี neighbor-joining โดยมีคา่ bootstrap = 1,000 (แสดงเฉพาะ 
   คา่ bootstrap ทีP มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต)์  
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 Candida parapsilosis

 Candida tropicalis

 Candida sp. GCY2005 
 Debaryomyces hansenii

 Meyerozyma guilliermondii

 Pichia stipitis
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 Ogataea siamensis N22 
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 เมืPอใชโ้ปรแกรม BlastX เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนทีPแปลงมาจากลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบัเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตอื์Pนๆ แลว้
คดัเลือกไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์12 ชนิด ทีPพบวา่มีความคลา้ยคลึงกนัมากทีPสุดจากโปรแกรม 
BlastP บนฐานขอ้มูล ไดแ้ก่ อลัโดสรีดกัเทสของ C. boidinii  ไซโลสรีดกัเทสของ C. shehatae,   
C. albicans, C. tropicalis, Candida sp. GCY2005, C. dubliniensis, C. tenuis, C. parapsilosis,  

D. hansenii, P. stipitis, Kl. lactis และ M. guiliermondii มาเปรียบเทียบดว้ยโปรแกม ClustalW จาก
ผลการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน พบวา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ต่างจาก
เอนไซมข์องยสีตท์ัdง 12 ชนิดอยู ่3 ตาํแหน่ง ดงัภาพทีP 27 และตารางทีP 4 ไดแ้ก่  
 
 กรดอะมิโนตาํแหน่งทีP 14 ของ O. siamensis N22 คือ isoleucine แตก่รดอะมิโนของยสีต์
อืPนเป็น methionine ซึP งกรดอะมิโน isoleucine หมูฟั่งกช์นัของกรดอะมิโนเป็นแบบไมมี่ขัdว และไม่
ชอบนํdา ส่วนกรดอะมิโน methionine หมูฟั่งกช์นัเป็นแบบมีขัdว และชอบนํdา 
 
 กรดอะมิโนตาํแหน่งทีP 130 คือ leucine ขณะทีPกรดอะมิโนของยสีตอื์Pนคือ phenylalanine 
ซึP งกรดอะมิโน leucine หมูฟั่งกช์นัเป็นแบบไมมี่ขัdว และไมช่อบนํdา ส่วน phenylalanine หมูฟั่งกช์นั
เป็นอะโรมาติก ไฮโดรคาร์บอน 
 
  กรดอะมิโนตาํแหน่งทีP 267 คือ leucine ขณะทีPกรดอะมิโนของยสีตอื์Pนคือ alanine ซึP งทัdง 
leucine และ alanine หมูฟั่งกช์นัเป็นแบบไมมี่ขัdว และไมช่อบนํdา  
 
 ความแตกต่างของกรดอะมิโนของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบัไซโลสรีดกั-
เทสของยสีตอื์Pน พบวา่อาจไมมี่ผลต่อลกัษณะของเอนไซม ์เพราะถึงแมว้า่ในบางตาํแหน่งกรดอะมิ-
โนจะมีหมูฟั่งกช์นัต่างกนั แต่ไมไ่ดอ้ยูบ่ริเวณตาํแหน่งทีPจะจบักบัซบัสเตรต และโคซบัสเตรต ไม่น่า
ส่งผลใหก้ารทาํงานของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 แตกต่างกบัยสีตช์นิดอืPน  แต่ถา้มี
กรดอะมิโนในตาํแหน่งทีPจะจบักบัซบัสเตรต และโคซบัสเตรตแตกต่างกบัยสีตอื์Pน อาจจะส่งผลให้
เอนไซมจ์บักบัซบัสเตรต หรือโคซบัสเตรตแตกต่างกบัเอนไซมข์องยสีตช์นิดอืPนได ้
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Candida albicans     MLIKSNYNCINIKRFLLNQTRVSVTASNSFSFYFYFKPYKFNCYKSYSTMSTTTPTIKLN 60 

C. dubliniensis      ---------------------MSTTTP----------------------TTPTTPTIKLN 17 

C. tropicalis        ---------------------MSTTPT--------------------------IPTIKLN 13 

Candida sp. GCY2005  ---------------------MTTS-----------------------------STIKLN 10 

C. parapsilosis      ------------------------------------------------------MSIKLN 6 

M. guilliermondii    ------------------------------------------------------MSIKLN 6 

D. hansennii         ------------------------------------------------------MSIKLN 6 

C. shehatae          ------------------------------------------------MSPSPIPAFKLN 12 

C. tenuis            ------------------------------------------------MSAS-IPDIKLS 11 

P. stipitis          -----------------------------------------------------MPSIKLN 7 

O. siamensis N22     ---------------------------------------------------MVSKTVKLN 9 

Candida boidinii     ---------------------------------------------------MSSPLLTLN 9 

Kl. lactis           -------------------------------------------------MTYLAETVTLN 11 

                                                                             ..*. 

    

Candida albicans     SGYEMPIVGFGCWKVTNATAADQIYNAIKTGYRLFDGAEDYGNEKEVGEGINRAIKDGLV 120 

C. dubliniensis      SGYEMPIVGFGCWKVTNATAADQIYNAIKTGYRLFDGAEDYGNEKEVGEGINRAIKEGLV 77 

C. tropicalis        SGYEMPLVGFGCWKVNNETAADQIYNAIKTGYRLFDGAEDYGNEKEVGEGINRAIKEGLV 73 

Candida sp. GCY2005  SGYEMPIVGFGCWKVTNETAADQIYNAIKIGYRLFDGAQDYGNEKEVGEGINRAIKDGLV 70 

C. parapsilosis      SGHEMPIVGFGCWKVTNETAADQIYNAIKVGYRLFDGAQDYGNEKEVGEGINRAIDEGLV 66 

M. guilliermondii    SGYDMPSVGFGCWKVDNATCADTIYNAIKVGYRLFDGAEDYGNEKEVGDGINRALDEGLV 66 

D. hansennii         SGYDMPLVGFGCWKVDNDTCAATIYNAIKVGYRLFDAAQDYGNCKEIGEGINKALDEGLV 66 

C. shehatae          NGLEMPSIGFGCWKLDKSTAADQVYNAIKAGYRLFDGAEDYGNEQEVGEGVKRAIDEGIV 72 

C. tenuis            SGHLMPSIGFGCWKLANATAGEQVYQAIKAGYRLFDGAEDYGNEKEVGDGVKRAIDEGLV 71 

P. stipitis          SGYDMPAVGFGCWKVDVDTCSEQIYRAIKTGYRLFDGAEDYANEKLVGAGVKKAIDEGIV 67 

O. siamensis N22     NGIEIPVVGFGCWKVEKSICADQIYEAIKVGYRLFDGAMDYGNEKEIGEGVARAIKDGLV 69 

Candida boidinii     NGLKMPQIGFGCWKVDNATCAETIYEAIKVGYRLFDGAMDYGNEKEVGEGVNKAIKDGLV 69 

Kl. lactis           NGEKMPLVGLGCWKMPNDVCADQIYEAIKIGYRLFDGAQDYANEKEVGQGVNRAIKEGLV 71 

                     .*  :* :*:****:    ..  :*.*** ******.* **.* : :* *: :*:.:*:* 

 

Candida albicans     KREELFIVSKLWNNYHSPENVEKALNKTLTDLNLDYLDLFLIHFPIAFKFVPLEEKYPPG 180 

C. dubliniensis      KREELFIVSKLWNNYHSPENVEKALNKTLNDLNLDYLDLFLIHFPIAFKFVPLEEKYPPG 137 

C. tropicalis        KREELFITSKLWNNFHDPKNVETALNKTLSDLNLDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPG 133 

Candida sp. GCY2005  KREELLITSKLWNNFHDPKNVELALDKTLSDLNLGYLDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPG 130 

C. parapsilosis      SRDELFVVSKLWNNYHDPKNVETALNKTLSDLNLEYLDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPG 126 

M. guilliermondii    ARDELFVVSKLWNSFHDPKNVEKALDKTLSDLKVDYLDLFLIHFPIAFKFVPFEEKYPPG 126 

D. hansennii         ARDELFITSKLWNSYHDPKNVELALKKVLSDMKLDYLDLFLIHFPIAFKFVPIEERYPPG 126 

C. shehatae          TREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNKTLKDLKVDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPG 132 

C. tenuis            KREEIFLTSKLWNNYHDPKNVETALNKTLADLKVDYVDLFLIHFPIAFKFVPIEEKYPPG 131 

P. stipitis          KREDLFLTSKLWNNYHHPDNVEKALNRTLSDLQVDYVDLFLIHFPVTFKFVPLEEKYPPG 127 

O. siamensis N22     KREELVIVSKLWNSYHHPDNVKKAIRRVLDDLKLDYLDIFYIHFPVAQKFVPFEEKYPPG 129 

Candida boidinii     KREELFIVSKLWNNFHHPDSVKLAIKKVLSDLNLEYIDLFYMHFPIAQKFVPIEKKYPPN 129 

Kl. lactis           KREDLVVVSKLWNSFHHPDNVPRALERTLSDLQLDYVDIFYIHFPLAFKPVPFDEKYPPG 131 

                      *:::.:.*****.:* *..*  *: :.* *::: *:*:* :***:: * **::::***. 

 
ภาพทีO 27  เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบั ไซโลสรี- 

   ดกัเทสของยสีต ์12 ชนิด ทีPมีในฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม ClustalW ไดแ้ก่ C. boidinii,  
   Candida sp,  C. albicans, C. tropicalis, Candida sp. GCY2005, C. dubliniensis,  

   C. tenuis, C. parapsilosis, D. hansenii, P. stipitis, Kl. lactis และ M. guiliermondii  
   อกัษรในกรอบสีเทา แสดง กรดอะมิโนของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ทีP 
   แตกต่างกบัไซโลสรีดกัเทสของยสีตอื์Pน 
   * แสดงบริเวณกรดอะมิโนทีPเหมือนกนั 
   อกัษรขีดเส้นใต ้แสดงตาํแหน่งอนุรักษข์อง active site 
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Candida albicans     FYCG-DG---DKFHYENVPLLDTWKALEKLVNLGKIKSIGISNFNGGLIYDLIRGATIKP 236 

C. dubliniensis      FYCGGDGGD-NKFHYENVPLLDTWKALEKLVNLGKIKSIGISNFNGGLIYDLIRGATIKP 196 

C. tropicalis        FYCG-DG---DNFHYEDVPLLDTWKALEKLVEAGKIKSIGISNFTGALIYDLIRGATIKP 189 

Candida sp. GCY2005  FYCG-DG---NNFHYENVPLLDTWKALEKLVQKGKIRSIGISNFTGALIYDLIRGATIKP 186 

C. parapsilosis      FYCG-DG---DKFHYENVPLLDTWRALESLVQKGKIRSIGISNFNGGLIYDLVRGAKIKP 182 

M. guilliermondii    FYCG-DG---DKFHYEDVPLIDTWRALEKLVEKGKIRSIGISNFSGALIQDLLRSAKIKP 182 

D. hansennii         FYCG-DG---DKFHYENVPLADTWKAMEKLTKSGKVKSIGISNFSGALIYDLLRSAEIKP 182 

C. shehatae          FYCG-DG---DNFVYEDVPILETWKALEKLVKAGKIRSIGVSNFPGALLLDLFRGATIKP 188 

C. tenuis            FYCG-DG---NNFVYEDVPILETWKALEKLVAAGKIKSIGVSNFPGALLLDLLRGATIKP 187 

P. stipitis          FYCG-KG---DNFDYEDVPILETWKALEKLVKAGKIRSIGVSNFPGALLLDLLRGATIKP 183 

O. siamensis N22     LYCGP-----NGWEYEDVPLAVTWKAMEGLVEEGLVKSIGISNFSGALIQDLLRGCKIKP 184 

Candida boidinii     FYCGDG----DKWSFEDVPLLTTWRAMEELVEEGLVKSIGISNFVGALIQDLLRGCKIRP 185 

Kl. lactis           FYTGKEDEAKGHIEEEQVPLLDTWRALEKLVDQGKIKSLGISNFSGALIQDLLRGARIKP 191 

                     :* *      .    *:**:  **:*:* *.  * ::*:*:*** *.*: **.*.. *:* 

 

Candida albicans     AVLQIEHHPYLQQPRLIEFVQNQGIAITAYSSFGPQSFLELQSKRALDTPTLFEHETIKS 296 

C. dubliniensis      AVLQIEHHPYLQQPRLIEFVQNQGIAITAYSSFGPQSFLELQSKKALDTPTLFEHEIIKS 256 

C. tropicalis        AVLQIEHHPYLQQPKLIEYVQKAGIAITGYSSFGPQSFLELESKRALNTPTLFKHETIKS 249 

Candida sp. GCY2005  SVLQIEHHPYLQQPKLIEYVQKQNIAITAYSSFGPQSFLELESKRALDTPTLFEHKTIKS 246 

C. parapsilosis      AVLQIEHHPYLQQPRLIEFVQSQGIAITGYSSFGPQSFLELESKKALDTPTLFDHETIKS 242 

M. guilliermondii    AVLQIEHHPYLQQPRLVEYVQSQGIAITAYSSFGPQSFVELDHPRVKDVKPLFEHDVIKS 242 

D. hansennii         AVLQIEHHPYLQQPRLVEYVQSQNIAITGYSSFGPQSFLELKHSKALDTPTLFEHKTIKS 242 

C. shehatae          AVLQVEHHPYLQQPKLIEYAQKVGITVTAYSSFGPQSFVEMNQGRALNTPTLFEHDVIKA 248 

C. tenuis            AVLQVEHHPYLQQPKLIEFAQKAGVTITAYSSFGPQSFVEMNQGRALNTPTLFAHDTIKA 247 

P. stipitis          SVLQVEHHPYLQQPRLIEFAQSRGIAVTAYSSFGPQSFVELNQGRALNTSPLFENETIKA 243 

O. siamensis N22     QLLQIEHHPYLTQERLVKYVQAQDIAVVAYSSFGPQSFVELDHAKAKDTVSLLKHETINS 244 

Candida boidinii     AVLEIEHHPYLVQPRLIEYAKTEGIHVTAYSSFGPQSFVELDHPKVKDCTTLFKHETITS 245 

Kl. lactis           VALQIEHHPYLTQERLIKYVKNAGIQVVAYSSFGPVSFLELENKKALNTPTLFEHDTIKS 251 

                       *::****** * :*:::.:  .: :..****** **:*:.  :. :  .*: :. *.: 

  

Candida albicans     IADKHGKSPAQVLLRWATQRNIAVIPKSNNPDRLAQNLAVVD-FDLTEEDLQAISKLDIG 355 

C. dubliniensis      IADKHGKSSAQILLRWATQRNIAVIPKSNNPDRLAQNLAVVD-FDLTDEDLQAISKLDIG 315 

C. tropicalis        IADKHGKSPAQVLLRWATQRNIAVIPKSNNPERLAQNLSVVD-FDLTKDDLDNIAKLDIG 308 

Candida sp. GCY2005  IAEKHGKTPAQVLLRWATQRNIAVIPKSNNPARLAQNLSVVD-FDLSKEDIQEISALDIG 305 

C. parapsilosis      IASKHKKSSAQVLLRWATQRGIAVIPKSNNPDRLAQNLNVSD-FELSKEDLEAINKLDKG 301 

M. guilliermondii    VAGKVKKTPAQVLLRWATQRGLAVIPKSNNPDRLLSNLKVND-FDLSQEDFQEISKLDIE 301 

D. hansennii         IANKNKKTPAQVLLRWASQRNIAVIPKSNNPDRLLQNLEVND-FDLSKEDFEEISKLDQE 301 

C. shehatae          IAAKHNKVPAEVLLRWSAQRGIAVIPKSNLPERLVQNRSFND-FELTKEDFEEISKLDIN 307 

C. tenuis            IAAKYNKTPAEVLLRWAAQRGIAVIPKSNLPERLVQNRSFNT-FDLTKEDFEEIAKLDIG 306 

P. stipitis          IAAKHGKSPAQVLLRWSSQRGIAIIPKSNTVPRLLENKDVNS-FDLDEQDFADIAKLDIN 302 

O. siamensis N22     IASAHKVSPAQVLLRWATQRNVLVIPKSNQKERLLQNLSVND-FNLSEKEIKEISALNQD 303 

Candida boidinii     IASAHDVPPAKVLLRWATQRGLAVIPKSNKKERLLGNLKIND-FDLTEAELEKIEALDIG 304 

Kl. lactis           IASKHKVTPQQVLLRWATQNGIAIIPKSSKKERLLDNLRINDALTLTDDELKQISGLNQN 311 

                     :*      . ::****::*..: :****.   **  *  .   : * . ::  *  *:   

 

Candida albicans     LRFNDPWDWDK--IPIFV 371 

C. dubliniensis      LRFNDPWDWDK--IPIFV 331 

C. tropicalis        LRFNDPWDWDN--IPIFV 324 

Candida sp. GCY2005  VRFNDPWDWDN--IPIFV 321 

C. parapsilosis      LRFNDPWDWDH--IPIFV 317 

M. guilliermondii    LRFNNPWDWDK--IPTFI 317 

D. hansennii         LRFNNPWDWDK--IPIFA 317 

C. shehatae          LRFNDPWDWDN--IPIFV 323 

C. tenuis            LRFNDPWDWDN--IPIFV 322 

P. stipitis          LRFNDPWDWDK--IPIFV 318 

O. siamensis N22     LRFNDPWTWD--EIPTFI 319 

Candida boidinii     LRFNDPWTWGY-NIPTFI 321 

Kl. lactis           IRFNDPWEWLDNEFPTFI 329 

                     :***:** *    :* *  

 
ภาพทีO 27 (ต่อ) 
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ตารางทีO 4  ความแตกต่างของกรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสระหวา่ง O. siamensis N22  
    กบัยสีตท์ัdง 12 ชนิด 

 
 
 

กรดอะมิโนตาํแหน่ง 
14 

กรดอะมิโนตาํแหน่ง 
130 

กรดอะมิโนตาํแหน่ง 
267 

O. siamensis N22 isoleucine leucine leucine 
C. boidinii methionine phenylalanine alanine 
Candida sp. GCY2005 methionine phenylalanine alanine 
C. tropicalis methionine phenylalanine alanine 
C. albicans methionine phenylalanine alanine 
C. dubliniensis methionine phenylalanine alanine 
C. tenuis methionine phenylalanine alanine 
C. parapsilosis methionine phenylalanine alanine 
C. shehatae methionine phenylalanine alanine 
P. stipitis methionine phenylalanine alanine 
M. guilliermondii methionine phenylalanine alanine 
D. hansenii methionine phenylalanine alanine 
K. lactis methionine phenylalanine alanine 
 
 เมืPอนาํลาํดบัลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPได ้ไปวเิคราะห์และศึกษา
ตาํแหน่ง active site ของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส โดยใชโ้ปรแกรม ScanProsite (http://au.expasy. 
org/tools/scanprosite/) พบตาํแหน่ง  active site ของเอนไซม ์จากการวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม มี
ลาํดบัเป็น IPKSNQKERLLQNLSV (ตาํแหน่ง 269 ถึง 284)  โดยมีลาํดบักรดอะมิโน IPKS 
(ตาํแหน่ง 269 ถึง 272) แสดงบริเวณตาํแหน่งอนุรักษใ์นส่วน active site ของไซโลสรีดกัเทสของ
ยสีต ์(Yokoyama et al., 1995; Bolen et al., 1996; Dmytruk et al., 2008; Fernandes et al., 2009) 
แสดงดงัภาพทีP 27  
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3. การแสดงออกของยีนไซโลสรีดักเทสของ Ogataea siamensis N22  

 

3.1 การออกแบบไพรเมอร์เพืPอเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์จากยโีนมิกดีเอ็นเอ 
 

      จากลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pสมบูรณ์ของยนีจากขอ้ 2.2 ไดท้าํการออกแบบไพรเมอร์ทีP
จาํเพาะกบัยนีไซโลสรีดกัเทสเพืPอเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอของ  
O. siamensis N22  โดยเลือกลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pอยูห่่างจากตาํแหน่ง start codon หรือ ATG ไป
ทางดา้น 5' เทา่กบั 78 ตาํแหน่ง มาออกแบบไพรเมอร์ OSXRf-78 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์คือ 5' 
TATTGTGTGGGGAATTTCTTG 3'  และเลือกลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pครอบคลุมดา้น 3' ของ
ตาํแหน่ง stop codon ของยนีหรือ TAA มาออกแบบไพรเมอร์ OSXRr 959 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์คือ 
5' GGCCTTTATTTACTGTTTCTAG 3' นอกจากนีdยงัไดเ้ติมลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pเป็นตาํแหน่ง
จดจาํของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI เขา้ไปทีPดา้น 5' ของ OSXRf-78 และตาํแหน่งจดจาํของเอนไซม ์
EcoRI เขา้ไปทีPดา้น 5' ของ OSXRr 959 เพืPอใชใ้นการเชืPอมต่อยนีไซโลสรีดกัเทสทีPเพิPมจาํนวนได้
เขา้กบัพลาสมิดทีPจะใชใ้นการแสดงออกของยนี ไดแ้ก่ pPICZB และ pGAPZB (Invitrogen, USA) 
ซึP งมีตาํแหน่งจดจาํของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI และ EcoRI บริเวณ multiple cloning site  

 
      คูไ่พรเมอร์ทีPใชใ้นการเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ของ O. siamensis N22 

คือ OSXRf-78 ซึP งมีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 5' GCTTCGAATATTGTGTGGGGAATTTCTTG 3' 
และตาํแหน่งทีPขีดเส้นใต ้คือ ตาํแหน่งจดจาํของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI และ OSXRr959 ทีPมีลาํดบั
นิวคลีโอไทดเ์ป็น 5' CGGAATTCGGCCTTTATTTACTGTTTCTAG 3' และตาํแหน่งทีPขีดเส้นใต ้
คือ ตาํแหน่งจดจาํของเอนไซม ์EcoRI นอกจากนีdไดเ้ติมนิวคลีโอไทด ์GC และ CG เขา้ไปทีP
ดา้นหนา้ของตาํแหน่งจดจาํของเอนไซม ์SfuI และ EcoRI ตามลาํดบั เพืPอให้เอนไซมเ์ลือกตาํแหน่ง
จดจาํและตดัดีเอน็เอในตาํแหน่งทีPจาํเพาะไดง่้ายขึdน ลกัษณะเฉพาะของไพรเมอร์ OSXRf-78 และ 
OSXRr959 แสดงในตารางทีP 5 
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ตารางทีO 5  ไพรเมอร์ทีPใชเ้พิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์จากยโีนมิกดีเอ็นเอของ O. siamensis N22  
 

ชืPอไพรเมอร์ 
ความยาว 
(นิวคลีโอ-
ไทด)์ 

Tm 
(0C) 

GC 
Content (%) 

โครงสร้าง 
hairpin 

Self-dimer Cross-dimer 

OSXRf-78: 
5' GCTTCGAATATTGTGTGGGGAATTTCTTG 3' 

29 64.6 41.4 ไม่เกิด เกิด เกิด 

OSXRr959: 
5' CGGAATTCGGCCTTTATTTACTGTTTCTAG 3' 

30 64.6 40 ไม่เกิด เกิด เกิด 
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      การศึกษาสภาวะทีPเหมาะสมของของการเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดี-
เอน็เอของ O. siamensis N22 ดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959 และเทคนิคพีซีอาร์ พบวา่
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ทีPเหมาะสมในการเพิPมจาํนวนยนี ประกอบดว้ย 10X Ex Taq™ Buffer (ทีPมี MgCl2 
เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, dNTPs Mixture (แตล่ะ dNTPs เขม้ขน้ 2.5 มิลลิ-
โมลาร์ ) ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959 ความเขม้ขน้ 10 ไมโคร-
โมลาร์ ชนิดละ 2 ไมโครลิตร, เอนไซม ์TaKaRa Ex Taq (TaKaRa, Japan) ความเขน้ขน้ 5 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร ปริมาตร 0.13 ไมโครลิตร, ดีเอ็นตน้แบบความเขม้ขน้ทีPเหมาะสม ปริมาตร 2 ไมโคร-
ลิตร ปรับปริมาตรส่วนผสมทัdงหมดใหเ้ทา่กบั 25 ไมโครลิตร ดว้ยนํdาปราศจากนิวคลีเอส 
 

สภาวะทีPใชใ้นการทาํพีซีอาร์ มีดงันีd   
ขัdนทีP 1  94 องศาเซลเซียส5 นาที  
ขัdนทีP 2  94 องศาเซลเซียส1 นาที  

63 องศาเซลเซียส 1 นาที  
72 องศาเซลเซียส 1 นาที  

ทาํซํd าขัdนตอนทีP 2 จาํนวน 30 รอบ  
ขัdนตอนสุดทา้ย   72 องศาเซลเซียส 10 นาที  

 
        จากสภาวะของการทาํปฏิกิริยาขา้งตน้ พบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 1.1 กิโล-
เบส ดงัภาพทีP 28 และพบวา่เมืPอเพิPมความเขม้ขน้ของ MgCl2 จาก 1.5 มิลลิโมลาร์ เป็น 2.5 มิลลิโม-
ลาร์ ส่งผลใหไ้ดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์มากขึdนเล็กนอ้ย  และเมืPอวเิคราะห์ขนาดผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPได้
เทียบกบัขนาดของยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ทัdงหมดทีPทราบแลว้จากขอ้ 2.2 พบวา่
มีขนาดใกลเ้คียงกนั กล่าวคือ ถา้ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPได ้คือ ยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis 
N22  จะตอ้งมีขนาด 1,077 นิวคลีโอไทด ์ ดงันัdนจึงทาํการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยการเชืPอมต่อ
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์เขา้กบัพลาสมิด pJET/1.2 blunt vector แลว้นาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทดต่์อไป 

 
 
 

 
 
 
 



81 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีO 28  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ 
 ของ O. siamensis N22 จากการทาํปฏิกิริยาดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959  
 ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอ และ MgCl2แตกต่างกนั  

   แถวทีP 1 คือ ดีเอน็เอ เจือจาง 0.1 เทา่ ความเขม้ขน้ MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร์  
   แถวทีP 2 คือ ดีเอน็เอ เจือจาง 0.01 เทา่ ความเขม้ขน้ MgCl2 1.5 มิลลิโมลาร์  
   แถวทีP 3 คือ ดีเอน็เอ เจือจาง 0.1 เทา่ ความเขม้ขน้ MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์  
   แถวทีP 4 คือ ดีเอน็เอ เจือจาง 0.01 เทา่ ความเขม้ขน้ MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์ 
   M คือ 1 kb DNA ladder 

 
      ภาพทีP 29 แสดงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ จากการเพิPมปริมาณดว้ยไพร-

เมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959 พบวา่มีขนาด 1,077 นิวคลีโอไทด์ เมืPอนาํไปเปรียบเทียบกบั
เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสบนฐานขอ้มูล ดว้ยโปรแกรม BlastX พบวา่คลา้ยคลึงกบัอลัโดสรีดกัเทส
ของยสีต ์C. boidinii และไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์M. guiliermondii มากทีPสุด โดยมีคา่ความ
คลา้ยคลึงเทา่กบั 72 และ 68 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั   
 
 
 
 
 
 

 

                      

1.1 kb 
1.5 kb 
1 kb 

   1    2    3    4  M 
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OSXRf-78 
 

GCTTCGAATATTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACCCTTACTGGAATTTATTTTTCA 60 

ACCACCTTATTATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAACAGTGAAGTTGAACAATGGCA 120 

TTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCGAAAAGTCAATCTGCGCTGACC 180 

AGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCGATGGCGCTATGGATTATGGTA 240 

ATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCAAAGATGGATTGGTTAAGAGAG 300 

AGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATCATCATCCTGATAACGTGAAGA 360 

AGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACTATCTCGACATCTTTTACATCC 420 

ATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGAAGTATCCTCCAGGGTTGTACT 480 

GTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAGCAGTCACATGGAAGGCTATGG 540 

AAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTATCTCTAACTTCTCTGGAGCAC 600 

TCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCCAATTGCTTCAAATTGAACACC 660 

ATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTCAGGCTCAAGATATTGCAGTTG 720 

TGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAACTTGATCATGCCAAGGCCAAAG 780 

ACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAATTGCTTCGGCTCATAAGGTTT 840 

CACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAAACGTATTGGTTATTCCAAAGT 900 

CTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGAACGATTTCAATTTGAGTGAGA 960 

AAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTAGATTTAATGATCCTTGGACTT 1020 

GGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTAAATAAAGGCCGAATTCCG 1077 

 

 
 

ภาพทีO 29  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ เมืPอเพิPมปริมาณโดยใชไ้พรเมอร์ OSXRf-78  
   และ OSXRr959 บริเวณลาํดบันิวคลีโอไทดขี์ดเส้นใต ้แสดงตาํแหน่งของไพรเมอร์ 
   ลูกศรแสดงทิศทางของไพรเมอร์ 

 
       เมืPอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ ทีPไดจ้ากการเพิPมปริมาณดว้ยไพร-

เมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959 มาเทียบเคียงความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pไดจ้ากการ
เชืPอมต่อกนัของ pOSXR2-88 และลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' 
RACE พบวา่มีลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pตรงกนัทุกนิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ open reading frame ของยนี
ไซโลสรีดกัเทส ดงัภาพทีP 30 แสดงวา่ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากการเพิPมปริมาณดว้ยไพรเมอร์ 
OSXRf-78 และ OSXRr959 คือ ยนีทีPสมบูรณ์ของไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22  และ
สามารถนาํไปใชศึ้กษาการแสดงออกได ้และยงัทราบอีกวา่ยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis 
N22 ไมมี่ส่วนของ intron อยูภ่ายในยนี เพราะสามารถเพิPมจาํนวนยนีโดยการเพิPมจาํนวนโดยตรงได้
จากยโีนมิกดีเอน็เอ จากนัdนนาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์เชืPอมต่อกบัพลาสมิดเพืPอใชใ้นการแสดงออกต่อไป  

 
 
 
 
 

 

 

 

OSXRr959 
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pOSXR           CTTTGGAATTGTTCTTCCAGGGCCGCCACCGCCCTTGGTAATTTCCATCCTTTTAAAGGC 60 

OSXR            ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR           CATGATACCCATTTTTAAAATTCCGAATAAGAATTATTTTTGTCGAAAAATCTAACTTCC 120 

OSXR            ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR           CACCTCCCCACCTTTGACCCCGAATTTTCGCTATTGGGGCGGTGAGGATATTCTTTATAA 180 

OSXR            ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

pOSXR           AGTTTCCAGCTGAAGTAGCAATCTTGAGATATTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACC 240 

OSXR            --------GCT------------TCGA-ATATTGTGTGGGGAATTTCTTGGAAAAAAACC 39 

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

pOSXR           CTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTATTATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAA 300 

OSXR            CTTACTGGAATTTATTTTTCAACCACCTTATTATTTCTTGAAAGAAAATGGTTTCTAAAA 99 

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

pOSXR           CAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCG 360 

OSXR            CAGTGAAGTTGAACAATGGCATTGAGATCCCAGTAGTTGGATTTGGCTGCTGGAAAGTCG 159 

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

pOSXR           AAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCG 420 

OSXR            AAAAGTCAATCTGCGCTGACCAGATTTACGAAGCTATCAAAGTCGGATACCGTCTGTTCG 219 

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

pOSXR           ATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCA 480 

OSXR            ATGGCGCTATGGATTATGGTAATGAGAAGGAAATTGGTGAAGGCGTTGCTAGAGCAATCA 279 

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

pOSXR           AAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATC 540 

OSXR            AAGATGGATTGGTTAAGAGAGAGGAATTGGTTATTGTCTCAAAGTTGTGGAACAGTTATC 339 

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

pOSXR           ATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACT 600 

OSXR            ATCATCCTGATAACGTGAAGAAGGCAATTAGAAGAGTTCTGGATGACTTGAAGCTTGACT 399 

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

pOSXR           ATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGA 660 

OSXR            ATCTCGACATCTTTTACATCCATTTTCCTGTCGCTCAAAAATTTGTGCCATTTGAAGAGA 459 

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

pOSXR           AGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAG 720 

OSXR            AGTATCCTCCAGGGTTGTACTGTGGTCCTAATGGATGGGAGTATGAAGACGTTCCTTTAG 519 

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

pOSXR           CAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTA 780 

OSXR            CAGTCACATGGAAGGCTATGGAAGGTTTAGTTGAAGAAGGTCTTGTTAAATCGATTGGTA 579 

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

pOSXR           TCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCC 840 

OSXR            TCTCTAACTTCTCTGGAGCACTCATTCAGGACCTGTTGAGAGGATGCAAGATTAAGCCCC 639 

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

pOSXR           AATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTC 900 

OSXR            AATTGCTTCAAATTGAACACCATCCATACTTGACCCAGGAAAGATTGGTCAAGTATGTTC 699 

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

 
ภาพทีO 30  การเทียบเคียงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสจาก pOSXR2-88 รวมกบัลาํดบั 

   นิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากเทคนิค 3' RACE กบั ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์จาก 
   การเพิPมปริมาณดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr959 
   pOSXR คือ pOSXR2-88 รวมกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้าก 
   เทคนิค 3' RACE  
   OSXR คือ ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ จากการเพิPมปริมาณดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78  
   และ OSXRr959  
   เครืPองหมาย * แสดงลาํดบันิวคลีโอไทดที์Pตรงกนั 
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pOSXR           AGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAAC 960 

OSXR            AGGCTCAAGATATTGCAGTTGTGGCTTACTCCTCATTCGGCCCGCAATCATTTGTTGAAC 759 

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

pOSXR           TTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAA 1020 

OSXR            TTGATCATGCCAAGGCCAAAGACACCGTTTCCCTATTGAAGCACGAAACCATTAACTCAA 819 

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

pOSXR           TTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAA 1080 

OSXR            TTGCTTCGGCTCATAAGGTTTCACCTGCTCAAGTGCTGCTCAGATGGGCAACCCAAAGAA 879 

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

pOSXR           ACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGA 1140 

OSXR            ACGTATTGGTTATTCCAAAGTCTAACCAGAAGGAAAGATTGCTGCAGAACTTATCGGTGA 939 

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

pOSXR           ACGATTTCAATTTGAGTGAGAAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTA 1200 

OSXR            ACGATTTCAATTTGAGTGAGAAAGAGATTAAAGAAATCAGTGCTTTAAATCAGGATCTTA 999 

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

pOSXR           GATTTAATGATCCTTGGACTTGGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTA 1260 

OSXR            GATTTAATGATCCTTGGACTTGGGATGAAATTCCAACCTTCATTTAAACTAGAAACAGTA 1059 

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

pOSXR           AATAAAGGCCAAAAGCTTTCAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAGTCAACAT 1320 

OSXR            AATAAAGGCCGAA---TTCCG--------------------------------------- 1077 

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

pOSXR           CGATACGCGTGGTC 1334 

OSXR            -------------- 

                      
ภาพทีO 30 (ต่อ) 
 

3.2 การเชืPอมต่อผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์กบัดีเอน็เอพาหะเพืPอการแสดงออกของยนีในยสีต ์
 

       3.2.1 การเชืPอมตอ่ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนีไซโลสรีดกัเทสและดีเอน็เอพาหะเพืPอการ
แสดงออก 

 
                ตดัผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPไดจ้ากการเพิPมปริมาณดีเอน็เอดว้ยไพรเมอร์ OSXRf-78

และ OSXRr959 จากขอ้ 3.1 ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfuI และ EcoRI ความเขม้ขน้ทีPเหมาะสม ซึP งจะ
ตดัผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPปลาย 5' และ 3' ของชิdนดีเอน็เอตามลาํดบั แลว้ทาํชิdนดีเอน็เอใหบ้ริสุทธิ�   ก่อน
นาํมาเชืPอมต่อกบัดีเอ็นเอพาหะทีPใชใ้นการแสดงออก คือ พลาสมิด pPICZ B และ pGAPZ B ทีPตดั
ดว้ยเอนไซม ์SfuI และ EcoRI ซึP งมีตาํแหน่งจดจาํในบริเวณ multiple cloning site จากนัdนนาํ
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทีPตดัดว้ยเอนไซมแ์ลว้ มาเชืPอมต่อเขา้กบัพลาสมิด pPICZ B และ pGAPZ B ดว้ย
เอนไซม ์T4 ligase ไดเ้ป็นพลาสมิดสายผสม ใหชื้Pอวา่ pPICOSXR และ pGAPOSXR  ตามลาํดบั 
แลว้ถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียคอมพีเทนต ์E. coli DH5 α  คดัเลือกโคลนทีPมี 
พลาสมิดสายผสมบนอาหารแขง็ LB ทีPเติมสารปฏิชีวนะ ZeocinTM (Invitrogen, USA) ความเขม้ขน้ 
25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบรีคอมบิแนนทโ์คลนทีPคาดวา่ไดรั้บพลาสมิดสายผสม pPICOSXR ทีP
เจริญบนอาหาร LB ทีPเติม ZeocinTM จาํนวน 18 โคลน  และพบรีคอมบิแนนทโ์คลนทีPคาดวา่ไดรั้บ 
พลาสมิดสายผสม pGAPOSXR จาํนวน 20 โคลน จากนัdนสุ่มคดัเลือกโคลนมาคดัเลือกโคลนทีPมียนี
ไซโลสรีดกัเทส ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชคู่้ไพรเมอร์ OsXRf-78 และ OsXRr959  พบวา่ได้
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ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส จากพลาสมิดสายผสม pPICOSXR และ pGAPOSXR 
ดงัภาพทีP 31 จึงเลือกพลาส มิดสายผสม pPICOSXR และ pGAPOSXR ทีPใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ได ้
ไปใชใ้นเพืPอแสดงออกของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสในยีสตต่์อไป 

 
       3.2.2 การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสม pPICOSXR และ pGAPOSXR เขา้สู่เซลลย์สีต ์ 

 
  ตดัพลาสมิดสายผสม pPICOSXR no.4  ดว้ยเอนไซม ์SacI ทีPมีตาํแหน่งตดับน 

พลาสมิดเพียงตาํแหน่งเดียว เพืPอใหพ้ลาสมิดอยูใ่นรูปเส้นตรง ไดชิ้dนดีเอน็เอขนาด 4,377 นิวคลีโอ-
ไทด ์(pPICZ B ขนาด 3,300 นิวคลีโอไทด ์และไซโลสรีดกัเทสขนาด 1,077 นิวคลีโอไทด)์ จากนัdน
ถ่ายโอนพลาสมิด pPICOSXR no.4 และ pGAPOSXR no.2 ซึP งมีขนาด 3,977 นิวคลีโอไทด ์
(pGAPZ B ขนาด 2,900 นิวคลีโอไทด ์และไซโลสรีดกัเทสขนาด 1,077 นิวคลีโอไทด)์ โดยใช ้
พลาสมิดความเขม้ขน้ประมาณ 1 ไมโครกรัม เขา้สู่เซลลย์สีต ์O. siamensis N22 ดว้ยวธีิ 
electroporation ใชก้ระแส ไฟฟ้า 2.5 กิโลโวลต ์นาน 8-10 วนิาที แลว้คดัเลือกโคลนทีPเจริญบน
อาหาร YPDS (ภาคผนวก ก) ทีPเติมสารปฏิชีวนะ ZeocinTM ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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    (ก)                                                                           (ข) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพทีO 31  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิด pPICZ B  
   และ pGAPZ B 
   (ก) ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสม pPICOSXR  

     M คือ  1 kb DNA ladder  แถวทีP 1 คือ pPICOSXR no.1 
   แถวทีP 2 คือ pPICOSXR no.2  แถวทีP 3 คือ pPICOSXR no.3 
   แถวทีP 4 คือ pPICOSXR no.4  แถวทีP 5 คือ pPICOSXR no.5 
   แถวทีP 6 คือ pPICOSXR no.6  แถวทีP 7 คือ ยโีนมิกดีเอน็เอใชเ้ป็น positive  
   control 
   (ข) ตรวจหายนีไซโลสรีดกัเทสบนพลาสมิดสายผสม pGAPOSXR  
   M คือ 1 kb DNA ladder   แถวทีP 1 คือ pGAPOSXR no.1   แถวทีP 2 คือ pGAPOSXR no.2 
 
                การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสม pPICOSXR และ pGAPOSXR เขา้ในเซลลย์สีต ์

O. siamensis N22 นัdน พลาสมิดสายผสมทัdงสองชนิดจะแทรกบนโครโมโซมของยสีต ์ 
O. siamensis N22 ทีPตาํแหน่งปลาย 5' ของโปรโมเตอร์ AOX ซึP งเป็นยนีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
alcohol oxidase และทีPตาํแหน่งโปรโมเตอร์ของ GAP ซึP งเป็นยนีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ของยสีต ์ตามลาํดบั เนืPองจากดีเอน็เอพาหะ pPICZ B  
และ pGAPZ B ทีPใชใ้นงานนีd  เป็นดีเอน็เอพาหะชนิด integrative vector ผลการถ่ายโอนพลาสมิด

 

                                                       

1 kb 
1 kb 

  M   1   2    3   4    5    6   7    M    1   2    
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สายผสมเขา้เซลลย์สีตพ์บวา่ คดัเลือกไดย้สีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลง O. siamensis N22 ทีPไดรั้บพลาสมิด 
pPICOSXR no.4  เจริญบนอาหาร YPDS ทีPเติม ZeocinTM ไดท้ัdงหมด 38 โคลน ขณะทีP O. siamensis 
N22 สายพนัธ์ุตัdงตน้ไมส่ามารถเจริญบนอาหาร เดียวกนันีd ได ้ดงัแสดงในภาพทีP 32 ตัdงชืPอยสีตส์าย
พนัธ์ุดดัแปลง O. siamensis N22 ทีPไดรั้บพลาสมิด pPICOSXR วา่ N22-pPICOSXR1 ถึง N22-
pPICOSXR38  
   

    การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสม pGAPOSXR no.2 เขา้ในยสีต ์O. siamensis N22 
ไดย้สีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงจาํนวน 13 โคลนทีPเจริญบนอาหาร YPDS ทีPเติม ZeocinTM ขณะทีPสาย
พนัธ์ุตัdงตน้ไมส่ามารถเจริญบนอาหารเดียวกนั ดงัแสดงในภาพทีP 33 ตัdงชืPอยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลง 
เหล่านีdวา่ N22-pGAPOSXR1 ถึง pGAPOSXR13 นอกจากนีdไดท้าํการถ่ายโอนพลาสมิด pPICZ B 
และ pGAPZ B เขา้สู่เซลลย์สีต ์O. siamensis N22 ดว้ย โดยตัdงชืPอยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงในกรณีนีdวา่ 
N22-pPIC และ N22-pGAP ตามลาํดบั เพืPอใชเ้ป็นสายพนัธ์ุควบคุมในสภาวะทีPมีพลาสมิด 
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ภาพทีO 32  การเจริญของ O. siamensis N22 สายพนัธ์ุตัdงตน้ และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด  
 pPICZ B และ pPICOSXR บนอาหาร YPD เติม ZeocinTM ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม 
 ต่อมิลลิลิตร บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัPวโมง 
 1 คือ O. siamensis N22  2 คือ N22-pPIC  
 3-40 คือ N22-pPICOSXR1-38 ตามลาํดบั 
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ภาพทีO 33  การเจริญของ O. siamensis N22 สายพนัธ์ุตัdงตน้ และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด  
 pPGAPZ B และ pGAPOSXR บนอาหาร YPD เติม ZeocinTM ความเขม้ขน้ 50  
 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บม่ทีPอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัPวโมง 
 1 คือ O. siamensis N22 2 คือ N22-pGAP  
 3-15 คือ N22-pGAPOSXR1-13 ตามลาํดบั 
  
                 สาํหรับการศึกษาการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสนัdน พบวา่ยงัไมมี่
รายงานการแสดงออกของยีนไซโลสรีดกัเทสในพลาสมิด pPICZ และ pGAPZ และใชเ้ซลลเ์จา้บา้น
จากแหล่งเดียวกบัยนีมาก่อน แต่มีรายงายการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์Pichia 

stipitis โดยใช ้พลาสมิดทีPเพิPมจาํนวนอยา่งอิสระ pXOR ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสแทรกอยูข่องยสีต ์
Pichia stipitis และใช ้P. stipitis  เป็นเซลลเ์จา้บา้นในการแสดงออกของยนี พบวา่ P. stipitis ทีP
ไดรั้บพลาสมิด pXOR มีกิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสมากกวา่สายพนัธ์ุควบคุม 1.8 เทา่ 
(Kristine et al., 1996)  
 
 3.3 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ไซโลสรีดักเทสของยสีต์สายพนัธ์ุดัดแปลง 
 
       ทาํการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจากสายพนัธ์ุดดัแปลง N22-
pPICOSXR และ N22-pGAPOSXR เปรียบเทียบกบักิจกรรมเอนไซมข์องสายพนัธ์ุตัdงตน้ 
O. siamensis N22 รวมถึงกิจกรรมเอนไซมส์ายพนัธ์ุดดัแปลง N22-pPIC และ N22-pGAP ทีPใชเ้ป็น
สายพนัธ์ุควบคุมในสภาวะทีPมีพลาสมิด  โดยเพาะเลีdยงยสีตใ์นอาหาร YPX ทีPเติมไซโลสใหมี้ความ
เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร สาํหรับอาหารเลีdยงยสีตก์ลุ่มทีPไดรั้บ พลาสมิด 
pPICZ B หรือพลาสมิดสายผสมทีPมีพลาสมิดนีd ร่วมอยู ่จะตอ้งเติมเมทานอลใหมี้ความเขม้ขน้ 2 
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เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) เพืPอกระตุน้การแสดงออกของยนี เนืPองจากพลาสมิด pPICZ B มีส่วน
โปรโมเตอร์ของยนี AOX ซึP งเป็นโปรโมเตอร์ชนิด inductive promoter ทีPมีเมทานอลเป็นสารอาหาร
ทีPเหนีPยวนาํให้เกิดการแสดงออกของยนี  ส่วนพลาสมิด pGAPZ B นัdนมีส่วนโปรโมเตอร์ของยนี 
GAP ซึP งเป็นโปรโมเตอร์ชนิด constitutive promoter ทีPทาํใหย้นีภายใตก้ารควบคุมมีการแสดงออก
ไดต้ลอดเวลาทีPเซลลมี์การเจริญ จึงไมต่อ้งเติมสารเพืPอกระตุน้การแสดงออกของยนี 
 
        ทาํการเพาะเลีdยงยสีต ์O. siamensis N22, N22-pPIC, N22-pGAP, N22-pPICOSXR 
และ N22-pGAPOSXR ทีP 37 องศาเซลเซียส บม่บนเครืPองเขยา่ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ชัPวโมง  สกดัเอนไซมอ์อกจากเซลลโ์ดยการทาํใหเ้ซลลแ์ตก และนาํสารสกดัทีPไดม้าวเิคราะห์
กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส โดยใชไ้ซโลสเป็นสารตัdงตน้ และติดตามปริมาณ 
NADPH หรือ NADH ทีPถูกใชไ้ป ซึP งมีรายงานก่อนหนา้นีd วา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตส่์วน
ใหญ่มีความจาํเพาะต่อ NADPH (Jeffries and Shi, 1999) 
 
       ตารางทีP 7 แสดงกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสโดยใช ้NADPH เป็นโค-
เอนไซมใ์นยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ O. siamensis N22 และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pPICZ B 
และ pPICOSXR แทรกบนโครโมโซม  พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลง N22-pPICOSXR มีกิจกรรม
จาํเพาะของเอนไซมอ์ยูใ่นช่วง 0.044 ถึง 0.098 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน  ซึP งจากการศึกษากิจกรรม
ของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตช์นิดอืPน ไดแ้ก่ Candida didensiae, C. intermediae,  

C. parapsilosis,C. silvanorum, C. tropicalis, Kluyveromyces fragilis, K. marxianus, Pichia 

guillermondii, Torulopsis molishiama, Pichia stipitis, C. shehatae and Pachysolen tannophilus 
พบกิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสแตกต่างกนั โดยมีคา่  0.11-6.43 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
เมืPอใช ้NADPH เป็นโคเอนไซม ์ซึP งยสีต ์T. molishiama  และ C. tropicalis มีกิจกรรมของเอนไซม์
ไซโลสรีดกัเทสตํPาและสูงทีPสุด ตามลาํดบั (Yablochkova et al, 2003)  ใน C. boidinii มีกิจกรรมของ
เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPจาํเพาะต่อ NADPH เทา่กบั 0.078 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน เมืPอใช ้
NADPH เป็นโคเอนไซม ์(Khoury et al, 2009) กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัโดสรีดกัเทสในยสีต ์ 
C. tenuis ทีPจาํเพาะต่อ NADPH เทา่กบั 1.5 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน เมืPอใช ้NADPH เป็นโคเอน -
ไซม ์(Neuhauser et al, 1997) 
 

      จากการวเิคราะห์กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตส์ายพนัธ์ุ
ดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pPICOSXR พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงส่วนใหญ่มีกิจกรรมจาํเพาะของ
เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสสูงกวา่สายพนัธ์ุตัdงตน้  ซึP งสายพนัธ์ุดดัแปลง N22-pPICOSXR30 มี
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กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งทีPสุด คือ 0.098 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน คิดเป็น  2.2 เท่า ของคา่
กิจกรรมเอนไซมที์Pตรวจพบจากยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ ส่วนกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกั-
เทสของยสีตส์ายพนัธ์ุ N22-pPIC ซึP งเป็นสายพนัธ์ุควบคุมนัdน ตรวจพบคา่กิจกรรมจาํเพาะของ
เอนไซมสู์งกวา่ทีPตรวจพบในยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้เพียงเล็กนอ้ยเท่านัdน จึงคาดวา่พลาสมิด pPICZ B 
ทีPใชเ้ป็นดีเอน็เอพาหะนัdน ไมส่่งผลกระทบต่อคา่กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต์
ดดัแปลง  ดงัแสดงในตารางทีP 6 
     
ตารางทีO 6  กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต ์N22 (O. siamensis N22) และสาย 

    พนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pPICZ B และ pPICOSXR เมืPอใช ้ NADPH และ NADH 
    เป็นโคเอนไซมข์องการทาํปฏิกิริยา  

 

          ยสีต ์
กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม ์
(ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

NADPH NADH 
N22 0.044 ND 

N22-pPIC 0.050 ND 

N22-pPICOSXR1 0.094 ND 

N22-pPICOSXR2 0.071 NT 

N22-pPICOSXR3 0.071 NT 

N22-pPICOSXR4 0.096 ND 

N22-pPICOSXR5 0.044 NT 

N22-pPICOSXR6 0.079 NT 

N22-pPICOSXR7 0.061 NT 

N22-pPICOSXR8 0.071 NT 

N22-pPICOSXR9 0.069 NT 

N22-pPICOSXR10 0.063 NT 

N22-pPICOSXR11 0.077 NT 

N22-pPICOSXR12 0.061 NT 

N22-pPICOSXR13 0.087 ND 

N22-pPICOSXR14 0.069 NT 

N22-pPICOSXR15 0.069 NT 
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ตารางทีO 6 (ต่อ) 
 

          ยสีต ์
กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม ์
(ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

NADPH NADH 
N22-pPICOSXR16 0.079 NT 

N22-pPICOSXR17 0.078 NT 

N22-pPICOSXR18 0.058 NT 

N22-pPICOSXR19 0.074 NT 

N22-pPICOSXR20 0.068 NT 

N22-pPICOSXR21 0.080 NT 

N22-pPICOSXR22 0.069 NT 

N22-pPICOSXR23 0.073 NT 

N22-pPICOSXR24 0.062 NT 

N22-pPICOSXR25 0.072 NT 

N22-pPICOSXR26 0.064 NT 

N22-pPICOSXR27 0.064 ND 

N22-pPICOSXR28 0.074 NT 

N22-pPICOSXR29 0.061 NT 

N22-pPICOSXR30 0.098 ND 

N22-pPICOSXR31 0.084 NT 

N22-pPICOSXR32 0.075 NT 

N22-pPICOSXR33 0.083 NT 

N22-pPICOSXR34 0.078 NT 

N22-pPICOSXR35 0.093 ND 

N22-pPICOSXR36 0.094 ND 

N22-pPICOSXR37 0.073 NT 

N22-pPICOSXR38 0.078 NT 

 

หมายเหตุ:  ND คือ ตรวจไม่พบกิจกรรมของเอนไซม ์  
     NT คือ ไมไ่ดท้าํการทดลอง 
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       สาํหรับการวิเคราะห์กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีตส์ายพนัธ์ุตัdง
ตน้ O. siamensis N22 และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPZ B และ pGAPOSXR โดยใช ้
NADPH เป็นโคเอนไซม ์ พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงมีค่ากิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมต์ัdงแต่ 
0.062 ถึง 0.093 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน โดยยสีตส์ายพนัธ์ุ N22-pGAPOSXR8 และ N22-
pGAPOSXR3 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งสุดคือ 0.092 และ 0.093 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลาํดบั ซึP งคิดเป็น 1.5 เทา่ของยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ ส่วนยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงอืPนนอกเหนือจาก
สองสายพนัธ์ุนีd  มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งกวา่ในยีสตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้เพียงเล็กนอ้ย และยสีต ์
N22-pGAP ทีPใชเ้ป็นสายพนัธ์ุควบคุมก็พบคา่กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมใ์กลเ้คียงกบัยสีตส์าย
พนัธ์ุตัdงตน้เช่นกนั แสดงในตารางทีP 7  จึงคาดวา่พลาสมิด pGAPZ B ทีPแทรกอยูบ่นโครโมโซมของ
ยสีต ์O. siamensis N22นัdน ไมส่่งผลกระทบต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต์
เช่นเดียวกบัพลาสมิด pPICZ B ทีPใชใ้นการศึกษาก่อนหนา้นีd  

 
       การศึกษาการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสในยสีต ์Ogataea siamensis N22 ใน
การศึกษาครัd งนีd  เลือกใชร้ะบบการแสดงออกของยนี แบบทีPมีดีเอ็นเอพาหะชนิดทีPทาํให้เกิดการ
แทรกของชิdนดีเอน็เอลูกผสมเขา้กบัโครโมโซมของเซลลเ์จา้บา้น ซึP งเป็นระบบการแสดงออกทีPทาํ
ใหดี้เอ็นเอลูกผสมมีความเสถียรสูงในการจาํลองตวัเองไปพร้อมๆ กบัโครโมโซมของเซลลเ์จา้บา้น 
แต่อยา่งไรก็ตามอาจพบขอ้จาํกดัในแง่จาํนวนชุดของดีเอ็นเอลูกผสมทีPจะแทรกเขา้ทีPโครโมโซม
ของเซลลเ์จา้บา้นทีPอาจเพิPมจาํนวนชุดไดไ้มม่ากนกั จากผลการศึกษานีdกพ็บวา่มียสีตส์ายพนัธ์ุ
ดดัแปลงทีPมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสสูงกวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ 1.5-2.2 เทา่ ของคา่
กิจกรรมทีPพบในยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้เทา่นัdน ดงันัdนหากตอ้งการเพิPมการแสดงออกของยีนใน
ระดบัสูงมากกวา่นีd  ควรเลือกใชดี้เอน็เอพาหะแบบเพิPมจาํนวนไดอ้ยา่งอิสระในเซลลเ์จา้บา้น ซึP งจะ
ส่งผลใหมี้การเพิPมกิจกรรมของเอนไซมไ์ดม้ากกวา่ แต่อยา่งไรกต็ามการศึกษาครัd งนีd เป็นการศึกษา
การโคลนยนีและการศึกษาลกัษณะเฉพาะบางประการของยนีไซโลสรีดกัเทสของเมทิลโลโทรฟิก-
ยสีตท์นร้อน O. siamensis N22 รวมทัdงการศึกษาการแสดงออกของยีนทีPโคลนได ้ในยสีต ์  
O. siamensis N22 ซึP งเป็นยสีตส์ายพนัธ์ุไทยเป็นครัd งแรก ขอ้มูลทีPไดจึ้งอาจใชเ้ป็นขอ้มูลพืdนฐานเพืPอ
การพฒันาสายพนัธ์ุยสีตเ์พืPอเพิPมผลผลิตไซลิทอลต่อไป 
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ตารางทีO 7  กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจากยสีต ์N22 (O. siamensis N22) และสาย 
   พนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPZ B และ pGAPOSXR เมืPอใช ้ NADPH และ  
   NADH เป็นโคเอนไซมข์องการทาํปฏิกิริยา  

 

          ยสีต ์
กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซม ์
(ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

NADPH NADH 
N22 0.060 ND 

N22-pGAP 0.061 ND 

N22-pGAPOSXR1 0.062 ND 

N22-pGAPOSXR2 0.085 NT 

N22-pGAPOSXR3 0.093 ND 

N22-pGAPOSXR4 0.088 NT 

N22-pGAPOSXR5 0.082 NT 

N22-pGAPOSXR6 0.060 ND 

N22-pGAPOSXR7 0.090 ND 

N22-pGAPOSXR8 0.092 ND 

N22-pGAPOSXR9 0.088 NT 

N22-pGAPOSXR10 0.073 ND 

N22- pGAPOSXR11 0.070 NT 

N22-pGAPOSXR12 0.076 NT 

N22- pGAPOSXR13 0.86 ND 

 
หมายเหตุ:  ND คือ ตรวจไม่พบกิจกรรมของเอนไซม ์

     NT คือ ไมไ่ดท้าํการทดลอง 
 

      ผลการวเิคราะห์กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสโดยใช ้NADH เป็นโค
เอนไซม ์แสดงในตารางทีP 6 และ 7 ของยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้ O. siamensis N22 และยสีตส์ายพนัธ์ุ
ดดัแปลง ไดแ้ก่ N22-pPIC, N22-pPICOSXR1, N22-pPICOSXR4, N22-pPICOSXR13, N22-
pPICOSXR27, N22-pPICOSXR30, N22-pPICOSXR35, N22-pPICOSXR36, N22-pGAP, N22-
pGAPOSXR1, N22-pGAPXR3, N22-pGAPOSXR6, N22-pGAPXR7, N22-pGAPXR8, N22-
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pGAPOSXR10 และ N22-pGAPOSXR13 ไมพ่บกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส เมืPอ
ใช ้NADH เป็นโคเอนไซม ์ทัdงสายพนัธ์ุตัdงตน้และสายพนัธ์ุดดัแปลง  แสดงวา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกั-
เทสของยสีต ์O. siamensis N22 มีความจาํเพาะต่อ NADPH เทา่นัdน เช่นเดียวกบัไซโลสรีดกัเทสของ
ยสีต ์Candida intermedia , C. guilliermondii และ Debaromyces hansenii UFV-170 (Mayr et al, 
2000; Sugai and Delgenes, 1995; Sampio et al, 2009) ซึP งไซโลสรีดกัเทสของยสีตส่์วนใหญ่มี
ความจาํเพาะต่อ NADPH  มียสีตบ์างชนิดทีPสามารถใชท้ัdง NADPH และ NADH ไดแ้ก่ ไซโลสรีดกั-
เทสจาก P. stipitis, C. tenuis และ C. shehatae ซึP งมีความจาํเพาะต่อ NADPH มากกวา่ NADH 
(Verduyn et al, 1985; Neuhauser et al, 1997; Wang et al, 2007)  ส่วนไซโลสรีดกัเทสของ  
C. parapsilosis และ อลัโดสรีดกั-เทสของ C. boidinii มีความจาํเพาะต่อ NADH มากกวา่ NADPH 
(Lee et al, 2003; Kang et al, 2003) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
 การตามหายนีไซโลสรีดกัเทสจากยโีนมิกดีเอน็เอ ของยสีต ์Ogataea siamensis N22 โดย
ใชไ้พรเมอร์ OSXRf55 และ OSXRr570 พบโคลน pOSXR2-88 ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสความยาว 
835 นิวคลีโอไทดแ์ทรกอยูใ่นพลาสมิด โดยขาดส่วนของยนีดา้น 3' จึงตามหาลาํดบันิวคลีโอไทด์
ทางดา้นปลาย 3' ของยนีไซโลสรีดกัเทสดว้ยวธีิ 3' RACE โดยใชไ้พรเมอร์ OSXRf633 ซึP งอยูภ่ายใน
ยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 กบั PCR anchor primer ของชุดสาํเร็จรูป 3' RACE kit 
พบวา่สามารถเพิPมจาํนวนดีเอ็นเอทางปลาย 3' ของยนีไดค้รอบคลุมถึงบริเวณ stop codon ของยนี 
เมืPอรวมลาํดบันิวคลีโอไทด์จากวธีิ 3' RACE กบัโคลน pOSXR2-88 ไดล้าํดบันิวคลีโอไทดที์P
สมบูรณ์ของยนีไซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 ความยาว 960 นิวคลีโอไทด ์แปลงเป็น
กรดอะมิโนได ้319 กรดอะมิโน และพบตาํแหน่ง TATA box-like sequence คือ -112TATAA-108 
ทางดา้น 5' ของ start codon (ATG) และพบตาํแหน่งของ polyadenylation signal คือ 
974AATAAA979 อยูห่่างจาก stop codon (TAA) ไปทางดา้น 3' การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนทีP
แปลงมาจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสกบัยสีตช์นิดอืPนๆ พบวา่เอนไซมไ์ซโลสรี-
ดกัเทสของ O. siamensis N22 คลา้ยคลึงกบัอลัโดสรีดกัเทสของยสีต ์Candida boidinii มากทีPสุด 
เทา่กบั 72 เปอร์เซ็นต ์จึงฝากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 ไว้
ในฐานขอ้มูล GenBank (accession no. FJ763639) 
 
  การวเิคราะห์ลาํดบักรดอะมิโน ของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 พบวา่
มีกรดอะมิโนแตกต่างจากไซโลสรีดกัเทสของยสีตอื์Pน 12 ชนิดอยู ่3 ตาํแหน่ง แต่ไมใ่ช่บริเวณตาํ- 
แหน่งของ active site  และพบวา่ตาํแหน่ง active site ของเอนไซมมี์ลาํดบักรดอะมิโนทีPเป็น
ตาํแหน่งอนุรักษ ์คือ IPKS (ตาํแหน่งทีP 269 ถึง 272) เช่นเดียวกบัเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของยสีต์
อืPน 
 
  การเพิPมจาํนวนยนีไซโลสรีดกัเทส เพืPอใชใ้นการแสดงออกของยนี ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์จาก 
ยโีนมิกดีเอน็เอของ O. siamensis N22 โดยใชไ้พรเมอร์ OSXRf-78 และ OSXRr 959 ไดผ้ลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ ขนาด 1,077 นิวคลีโอไทด ์ทีPมียนีไซโลสรีดกัเทสทีPสมบูรณ์ ศึกษาการแสดงออกของยนี
ไซโลสรีดกัเทสจาก O. siamensis N22 โดยใชพ้ลาสมิด pPICOSXR และ pGAPOSXR เมืPอคดัเลือก
บนอาหารทีPเติม ZeocinTM พบสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPมีพลาสมิด pPICOSXR แทรกบนโครโมโซมของ 
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O. siamensis N22 ซึP งยนีมีการแสดงออกภายใตโ้ปรโมเตอร์ของยนี alcohol oxidase (AOX) จาํนวน 
38 โคลน และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPOSXR แทรกบนโครโมโซมของ 
O. siamensis N22 ซึP งยนีมีการแสดงออกภายใตโ้ปรโมเตอร์ของยนี glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase (GAP) จาํนวน 13 โคลน  เมืPอศึกษาการแสดงออกของยีนในพลาสมิด pPICOSXR 
และ pGAPOSXR บนโครโมโซม โดยวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ 
O. siamensis N22 สายพนัธ์ุตัdงตน้และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pPICZ B และ 
pPICOSXR  พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุดดัแปลงมีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมต์ัdงแต่ 0.044 ถึง 0.098 ยนิูต 
ต่อมิลลิกรัมโปรตีน  ซึP งสายพนัธ์ุดดัแปลง N22-pPICOSXR30 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์ง
ทีPสุด คือ0.098 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน โดยมีคา่คิดเป็น 2.2 เทา่ ของคา่ทีPตรวจพบจากยสีตส์ายพนัธ์ุ
ตัdงตน้ ส่วนการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 สายพนัธ์ุตัdง
ตน้และสายพนัธ์ุดดัแปลงทีPไดรั้บพลาสมิด pGAPZ B และ pGAPOSXR พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุ
ดดัแปลงมีคา่กิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมต์ัdงแต่ 0.062 ถึง 0.093 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน โดยยสีต์
สายพนัธ์ุ N22-pGAPOSXR3 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมสู์งสุดคือ 0.093 ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ซึP งคิดเป็น 1.5 เทา่ของยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้  เมืPอศึกษาการใชโ้คเอนไซมใ์นการเกิด ปฏิกิริยา 
พบวา่เอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสของ O. siamensis N22 และสายพนัธ์ุดดัแปลง ใช ้NADPH เป็นโค-
เอนไซมเ์ทา่นัdน เนืPองจากตรวจไมพ่บกิจกรรมของเอนไซมเ์ลยเมืPอใช ้NADH เป็นโคเอนไซม ์เมืPอ
วเิคราะห์ภายใตส้ภาวะเดียวกนั 
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. การออกแบบไพรเมอร์ทีPใชต้ามหายนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยการโคลนยนีจากยโีนมิกดี-
เอน็เอนัdน ควรตอ้งออกแบบไพรเมอร์ใหค้รอบคลุมบริเวณส่วนหวัและส่วนทา้ยของยีน และ
ส่วนประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์นัdนกมี็ความสาํคญัอยา่งยิPง โดยควรศึกษาสภาวะทีPเหมาะสมของ
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา ไดแ้ก่ MgCl2, dNTPs, ไพรเมอร์ และดีเอน็เอตน้แบบ จึงจะไดผ้ลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ทีPจาํเพาะตามตอ้งการ  
 
 2. การโคลนยนีจากยโีนมิกดีเอน็เอ ควรเลือกขนาดของยีโนมิกดีเอ็นเอไลบรารีทีPเหมาะสม 
เพืPอนาํมาใชใ้นการโคลนยนี หากเลือกยโีนมิกดีเอ็นเอไลบรารีทีPมีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดของยนีทีP
สนใจ อาจจะทาํใหมี้โอกาสไดย้นีแบบเตม็ยนีนอ้ย และมกัไดย้นีเพียงบางส่วน ทาํใหต้อ้งคดัเลือก
โคลนจาํนวนมาก ดงันัdนจึงควรเลือกดีเอ็นเอไลบรารีทีPมีขนาดชิdนดีเอ็นเอขนาดใหญ่กวา่ขนาดของ
ยนีทีPสนใจ  
 
 3. การเพิPมการแสดงออกของยนีไซโลสรีดกัเทสของยสีต ์Ogataea siamensis N22 พบ
กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสสูงกวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุตัdงตน้เพียง 1.5-2.2 เทา่ เนืPองจากใชดี้เอ็น
เอพาหะชนิดทีPทาํใหเ้กิดการแทรกของชิdนดีเอน็เอลูกผสมเขา้กบัโครโมโซมของเซลลเ์จา้บา้น ซึP ง
เป็นระบบการแสดงออกทีPมีขอ้จาํกดัในแง่จาํนวนชุดของดีเอ็นเอลูกผสมทีPจะแทรกเขา้ทีPโครโมโซม
ของเซลลเ์จา้บา้นทีPอาจเพิPมจาํนวนชุดไดไ้มม่ากนกั ดงันัdนหากตอ้งการเพิPมการแสดงออกของยนีใน
ระดบัสูงมากกวา่นีd  ควรเลือกใชดี้เอน็เอพาหะแบบเพิPมจาํนวนไดอ้ยา่งอิสระในเซลลเ์จา้บา้น ซึP งจะ
ส่งผลใหมี้การเพิPมกิจกรรมของเอนไซมไ์ดม้ากกวา่ 
 
 4. เมืPอเพิPมการแสดงออกของยนีไดใ้นระดบัสูงแลว้ อาจทาํเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทสทีPสร้าง

โดยยสีต ์O. siamensis N22 ซึP งเป็นเอนไซมข์องยสีตท์นร้อนทีPยงัไมไ่ดรั้บการศึกษามาก่อนนีd  ใหไ้ด้

เป็นเอนไซมบ์ริสุทธิ�  แลว้ศึกษาคุณสมบติัเฉพาะของเอนไซมที์Pได ้เช่น อุณหภูมิและพีเอชทีPเหมาะ- 

สมของการเร่งปฏิกิริยา ความจาํเพาะของซบัสเตรต รวมทัdงความเสถียรของเอนไซม ์เป็นตน้ 
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อาหารเลี\ยงเชื\อ 

 

 อาหารเลีdยงเชืdอขอ้ 1-8 ฆา่เชืdอดว้ยหมอ้นึPงความดนัไอทีPอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 

1.  อาหารแข็ง YPD 

 

 yeast extract    10 กรัม 
 peptone     20 กรัม 
 dextrose     20 กรัม 
 agar     15 กรัม 
 นํdากลัPน     1 ลิตร 
  

2.  อาหารเหลว YPD 

 
 ใชสู้ตรเดียวกบัอาหารแขง็ YPD แต่ไมใ่ส่ agar  
  
3.  อาหารแข็ง YPD เติมยาปฏิชีวนะ 

 
 ใชสู้ตรเดียวกบัอาหารแขง็ YPD หลงัจากนึPงฆ่าเชืdอแลว้ รอจนอาหารอุณหภูมิประมาณ 50 
ถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติมยาปฏิชีวนะ Zeocin ทีPมีความเขม้ขน้เริPมตน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
4.  อาหารแข็ง YPDS เติมยาปฏิชีวนะ 

 
 yeast extract    10 กรัม 
 peptone     20 กรัม 
 dextrose     20 กรัม 
 sorbitol               182.17 กรัม 
 agar     15 กรัม 
 นํdากลัPน     1 ลิตร 
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หลงัจากนึPงฆ่าเชืdอแลว้ รอจนอาหารอุณหภูมิประมาณ 50 ถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติมยา
ปฏิชีวนะ Zeocin ทีPมีความเขม้ขน้เริPมตน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย
เทา่กบั 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
5.  อาหารเหลว YPX 

 
 yeast extract    10 กรัม 
 peptone     20 กรัม 
 นํdากลัPน     1 ลิตร  
 

หลงัจากนึPงฆ่าเชืdอแลว้ รอจนอาหารอุณหภูมิประมาณ 50 ถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติม 40 
เปอร์เซ็นต ์D-xylose ทีPฆ่าเชืdอดว้ยหมอ้นึPงความดนัไอทีPอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที ใหค้วามเขม้ขน้ของ D-xylose ในอาหารสุดทา้ยเท่ากบั 2 เปอร์เซ็นต ์
 
6.  อาหารแข็ง LB 
 
 Tryptone    10 กรัม 

yeast extract    5  กรัม     
 NaCl     5 กรัม 
 Agar     15 กรัม 
 

7.  อาหารเหลว LB 

 
 ใชสู้ตรเดียวกบัอาหารแขง็ LB แต่ไมใ่ส่ agar ฆ่าเชืdอดว้ยหมอ้นึPงความดนัไอทีPความดนั 15 
ปอนด์ ต่อตารางนิdว เป็นเวลา 15 นาที 
 

8.  อาหารแข็ง LB เติมยาปฏิชีวนะ 

 
 ใชสู้ตรเดียวกบัอาหารแขง็ LB หลงัจากนึPงฆ่าเชืdอแลว้ รอจนอาหารอุณหภูมิประมาณ 50 ถึง 
55 องศาเซลเซียส จึงเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินทีPมีความเขม้ขน้เริPมตน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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การเตรียมสารเคมีและการวเิคราะห์ 
 
1.  50X TAE buffer 

  
 Tris-base     242 กรัม 
 glacial acetic acid    57.10 มิลลิลิตร 
 0.5 โมลาร์ EDTA disodium salt, พีเอช 8.0  100 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรดว้ยนํdากลัPน เทา่กบั   1,000 มิลลิลิตร 
 
2.  SZB 
 
 นํdากลัPน      2.3 มิลลิลิตร 
 2 โมลาร์ sorbitol     12.5 มิลลิลิตร 
 1 โมลาร์ sodium citrate    2.5 มิลลิลิตร 
 0.2 โมลาร์ EDTA disodium salt   7.5 มิลลิลิตร 
 

นึPงฆ่าเชืdอดว้ยหมอ้นึPงความดนัไอทีPอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อน
นาํไปใชเ้ติม Zymolyase 15 มิลลิกรัม และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
 
3.  Solution I (สําหรับสกดัพลาสมิด) 
 
 กลูโคส      50 มิลลิโมลาร์ 
 Tris-HCl, พีเอช 8.0    25 มิลลิโมลาร์  
 EDTA disodium salt, พีเอช 8.0   10 มิลลิโมลาร์ 
 
4.  Solution II (สําหรับสกดัพลาสมิด) 
 
 1 โมลาร์ NaOH     200 ไมโครลิตร 
 10 เปอร์เซ็นต ์sodiumdodecyl sulfate  100 ไมโครลิตร 
 นํdากลัPน      700 ไมโครลิตร 
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5.  Solution III (สําหรับสกดัพลาสมิด) 
 
 5 โมลาร์ CH3COOK    60 มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid    11.5 มิลลิลิตร 
 นํdากลัPน      28.5 มิลลิลิตร 
 
6.  Transformation and storage solution (TSS) 
 
 Polyethylene glycol 6000    100 กรัม 
 LB      850 มิลลิลิตร 
 1 โมลาร์ MgCl2, พีเอช 6.5   50 มิลลิลิตร 
  
 หลงัจากนึPงฆ่าเชืdอดว้ยหมอ้นึPงความดนัไอทีPอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เติม Dimethyl sulfoxide (DMSO) ทีPทาํใหป้ลอดเชืdอดว้ยการกรอง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 
7.  Phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) (Sambrook et al., 1989) 
 
 ละลายเกร็ด phenol ทีPอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส ปรับสมดุลของ phenol ดว้ยการเติม
บฟัเฟอร์ Tris-HCl  พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ปริมาตรเทา่กบัปริมาตรของ phenol กวนให้
เขา้กนั 15 นาที จึงดูดของเหลวส่วนบนทิdง จากนัdนเติมบฟัเฟอร์ Tris-HCl  พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร์ ปริมาตรเทา่กบัปริมาตรของ phenol กวนใหเ้ขา้กนั 15 นาที จึงดูดของเหลวส่วนบนทิdง 
เติมบฟัเฟอร์ Tris-HCl  พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ซํd าจนกวา่คา่พีเอชของสารละลาย phenol 
มีคา่มากกวา่ 7.8 แลว้เติมบฟัเฟอร์ Tris-HCl  พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ทีPเติม β-
mercaptoethanol ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 0.1 เทา่ของปริมาตร phenol เกบ็
สารละลายในขวดสีชา 
 
 ผสมสารละลาย chloroform:isoamyl alcohol ในอตัราส่วน 24:1 ใหเ้ขา้กนั แลว้จึงนาํไป
ผสมกบั phenol ทีPปรับสมดุลแลว้ ใหไ้ดอ้ตัราส่วน phenol:chloroform:isoamyl alcohol เทา่กบั
25:24:1 เกบ็สารละลายในขวดสีชา ทีPอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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8.  5X TBE 
 
 Tris-base     54 กรัม 
 Boric acid     27.5 กรัม 
 0.5 โมลาร์ EDTA disodium salt, พีเอช 8.0  20 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรดว้ยนํdากลัPน เทา่กบั   1,000 มิลลิลิตร 
 
9.  โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 
 เตรียมสารละลายความเขม้ขน้เริPมตน้ 1 โมลาร์ 
 KH2PO4  136.09 กรัม ในนํdา 1 ลิตร 
 K2HPO4  174.18 กรัม ในนํdา 1 ลิตร   
 
ตารางผนวกทีO ข1  การเตรียมโปตสัเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
 

พีเอช 1 โมลาร์ K2HPO4 (มิลลิลิตร) 1 โมลาร์ KH2PO4 (มิลลิลิตร) 
5.8 8.5 91.5 
6.0 13.2 86.8 
6.2 19.2 80.8 
6.4 27.8 72.2 
6.6 38.1 61.9 
6.8 49.7 50.3 
7.0 61.5 38.5 
7.2 71.7 28.3 
7.4 80.2 19.8 
7.6 86.6 13.4 
7.8 90.8 9.2 
8.0 94.0 6.0 
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10.  กจิกรรมของเอนไซม์ไซโลสรีดักเทส (Lee et al., 2003) 
 
 การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ซโลสรีดกัเทส เป็นการวเิคราะห์ปฏิกิริยาออกซิเดชนั
ของ NAD(P)H ไปเป็น NAD(P)+ 
 
ส่วนผสมของปฏิกิริยาประกอบดว้ย 
 0.1 โมลาร์ potassium phosphate buffer พีเอช 7.0  0.5 มิลลิลิตร 
 0.2 โมลาร์ D-xylose     0.1 มิลลิลิตร 
 0.001 โมลาร์ NAD(P)H     0.2 มิลลิลิตร 
 นํdากลัPน       0.15 มิลลิลิตร 
 สารละลายเอนไซม ์     0.05 มิลลิลิตร 
 ปริมาตรรวม      1 มิลลิลิตร 
 
การวเิคราะห์ 
 

1. นาํส่วนผสมของปฏิกิริยาทัdงหมดยกเวน้ NAD(P)Hใส่ใน quartz cuvett ผสม 
ใหเ้ขา้กนั 

2. นาํไปวดัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 340 นาโนเมตร ดว้ยเครืPองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ (UV-800 spectrophotometer, Japan) กาํหนดไปทีPคา่ auto zero 

3. เติม NAD(P)H ผสมใหเ้ขา้กนั และวดัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 340 นาโนเมตร 
ทีPลดลงต่อหน่วยเวลา (�A340/min) ในช่วงเวลา 0 ถึง 5 นาที (ตรวจวดัคา่ทุกๆ 15 วนิาที) 
 
การคาํนวณ 
 

กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร)  =  (a / 6.22) x (1/b) x c x d   เมืPอ 

   a  =..∆A340/min 
   b  =  ปริมาตรของเอนไซมที์Pใช ้
   c  =  ปริมาตรทัdงหมดของส่วนผสมของปฏิกิริยา 
   d  =  dilution factor 
   6.22  =..extinction coefficient of NADH (mM) at 340 nm 
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11.  ปริมาณโปรตีนทั\งหมดของเซลล์โดยวธีิ Bradford (1976) 
 
 การวเิคราะห์โปรตีนทัdงหมดภายในเซลล ์ใชว้ธีิของ Bradford ซึP งใชสี้ยอ้ม Coomassie เป็น
ตวัจบักบัโปรตีน ทาํใหเ้กิดการเปลีPยนแปลงของสีจากสีนํd าตาลเขม้เป็นสีฟ้าหรือสีนํdาเงิน แลว้นาํไป
วดัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 595 นาโนเมตร 
 
สารเคมี 
 

1. dye reagent concentrated (Coomassie PlusTM-The Better Bradford Assay Kit, USA) 
2. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) จากความเขม้ขน้เริPมตน้ 20 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ดงัตารางดงัต่อไปนีd  
 
ตารางผนวกทีO ข2  การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) จากความ 
      เขม้ขน้เริPมตน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 

Vial 
Volume of Diluent 
(ไมโครลิตร) 

Volume of stock BSA 
(ไมโครลิตร) 

Final BSA Concentration 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 5,000  0 0 = blank 
2 4,500  500  2  
3 4,000  1,000  4  
4 3,500  1,500  6  
5 3,000  2,000  8  
6 2,500  2,500 10  
7 2,000  3,000 12  

 
การวเิคราะห์ 
 

1. นาํสารละลายเอนไซมแ์ละสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ใส่ลงในหลอดทดลอง 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร โดยใชน้ํdากลัPนเป็นตวัเปรียบเทียบ 

2. เติม dye reagent concentrated ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
3. ตัdงทิdงไวที้Pอุณหภูมิห้องอยา่งนอ้ย 5 นาที วดัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 595 นา- 
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โนเมตร ดว้ยเครืPองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์(Thermo Scientific GENESYS 20 , USA) 
4. เขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งปริมาณโปรตีนกบัคา่การดูดกลืนแสง คาํนวณปริมาณ 

โปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ถา้ตวัอยา่งมีปริมาณโปรตีนสูงกวา่ช่วงกราฟมาตรฐาน ตอ้งเจือจางให้
อยูใ่นช่วงทีPวดัได ้
 

 
 

ภาพผนวกทีO ข1  กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
กบัคา่การดูดกลืนแสงทีPความยาวคลืPน 595 นาโนเมตร 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟโปรตีนมาตรฐาน

y = 0.0238x + 0.0019

R2 = 0.9982
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ประวตัิการศึกษา และการทาํงาน 

 
ชืOอ –นามสกลุ นางสาว กญัญา  กอแกว้ 

วนั เดือน ปี ทีOเกดิ 17 มิถุนายน พ.ศ. 2525 
สถานทีOเกดิ  จงัหวดั อุบลราชธานี 

ประวตัิการศึกษา วท.บ.(จุลชีววทิยา) มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี 

ตําแหน่งหน้าทีOการงานปัจจุบัน - 
สถานทีOทาํงานปัจจุบัน - 

ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวิชาการ  -ผลงานวจิยัไดรั้บการตีพิมพใ์นวารสาร Thai Journal of  
 Genetics (2009) หวัขอ้ Cloning and nucleotide sequence  
 analysis of xylose reductase (XR) gene from  
 thermotolerant methylotrophic yeast Ogataea siamensis  
 N22 

ทุนการศึกษาทีOได้รับ -บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ทุน  
 สนบัสนุนการทาํวทิยานิพนธ์ เพืPอการตีพิมพผ์ลงาน  
 ในวารสารวชิาการระดบันานาชาติ ประจาํปี 2552 

 

 




