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แบคเทอริโอซินเปนโปรตีนที่แบคทีเรียสรางข้ึนและสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีมีสายพันธุท่ีใกลเคียงกันได แบคเทอริโอซิน Salvicin K (sal K) และ antimicrobial like 
bacteriocin β (alb β) เปนแบคเทอริโอซินท่ีไดจากเช้ือ Lactobacillus salivarius K4 ในลําไสของไก  
โดยพบวา salvicin K และ alb β มีความคลายคลึงกับแบคเทอริโอซินท่ีไดจากเช้ือ L. salivarius 
subsp. salivarius UCC118, Abp118 α และ Abp118 β ซ่ึงจําแนกจากลําไสของมนุษย และสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเช้ือแลคติคแบคทีเรียหลายชนิด เชน L. sakei และ Leuconostoc sp. การศึกษา
การแสดงออกของยีน active/sal K และ active/alb β ใน E. coli โดยใชพลาสมิด pGEX4T-1 ซ่ึงเปน 
glutathione-S-transferase (GST) fusion system pTYB1และ pTYB12 ซ่ึงเปน intein fusion system 
ผลการทดลองไมพบการแสดงออกของโปรตีน active/sal K เม่ือใช GST fusion system และพบการ
แสดงออกของโปรตีน active/alb β  เม่ือใช GST fusion system แตโปรตีนท่ีไดมีลําดับกรดอะมิโน
ท่ีไมถูกตอง เม่ือใช pTYB1 และ pTYB12 เปน expression vector ไมพบการแสดงออกของโปรตีน
ท่ีมี active/sal K และพบการแสดงออกของโปรตีน active/alb β ท่ีมีแอคติวิตี ้เม่ือใสยนี active/alb β 
ไวทางปลายหมูกรดอะมิโนของโปรตีนที่แสดงออก (pTYB1) โดยแบคเทอริโอซิน active/alb β 
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T และ
พบวา เม่ือใส active/sal K และ active/alb β ไวท่ีปลายหมูคารบอกซิลของโปรตีนท่ีมีการแสดงออก 
(pTYB12)ไมพบวาโปรตีนมีแอคติวิตี้ เนือ่งจากมีการตกตะกอนของโปรตีน  

 
ผลจากการทํา error prone PCR ของยีน active/alb β โดยใช pTYB1 เปน expression vector 

พบวาเกิดการกลายพันธุอยางสุมบนยีน active/alb β และไมพบการแสดงออกของโปรตีนเนื่องจาก
ไมมีการสังเคราะหโปรตีนไดอยางสมบูรณ 
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Bacteriocin is an antimicrobial protein produced by bacteria to inhibit the growth of 
similar bacteria. Two isoforms of bactericins, Salvicin K (sal K) and antimicrobial like 
bacteriocin β (alb β), were identified from Lactobacillus salivarius K4 which was isolated from 
a chicken intestine. These bacteriocins are similar to the bacteriocins from L. salivarius subsp. 
salivarius UCC118 which was isolated from the human gastrointestinal tract, called Abp118 α 
and Abp118 β. These bacteriocins have the inhibiting activity against other lactic acid bacteria 
such as Lb. sakei and Leuconostoc sp. In this study, we reported the expression of sal K and alb 
β bacteriocin in E. coli using both the Glutathione-S-transferase (GST) fusion system 
(pGEX4T-1) and the intein fusion systems (pTYB1 and pTYB12). The results showed that the 
active sal K bacteriocin cannot be expressed in pGEX4T-1 expression vector and pTYB1 
expression vector. The active alb β bacteriocin can be expressed in pGEX4T-1 expression 
vector but its amino acid sequence was incorrect. The active alb β bacteriocin can be expressed 
in the intein fusion protein and can inhibit Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 
JCM 6124T if the alb β bacteriocin was at the N-terminus of fusion protein (pTYB1). However, 
the fusion proteins that the sal K and alb β bacteriocin were at the C-terminus of fusion protein 
(pTYB12) were aggregated and had no activity.  

 
For the error prone PCR experiment, the mutated of alb β bacteriocin were cloned into 

pTYB1 expression vector. The results showed that the randomly mutated alb β genes were can 
be generated. However, there is no protein expression on all isolated mutant plasmids. This may 
due to the no full-length of alb β bacteriocin was generated. 
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1 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ท่ีผลิตโดย LAB 11 
2 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม class II ท่ีผลิตโดย LAB 15 
3 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb 18 
4 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีพบอยูใน IIc  19 
5 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีพบอยูใน III 19 
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7 Homologue ของ ORFs จากแบคเทอริโอซิน ABP-118 ท่ีไดจากเช้ือ Lb. 

salivarius   UCC118 22 
8 เปปไทดแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป inactive form จากแบคเทอริโอซิน ABP-

118 ท่ีไดจากเชื้อ Lb. salivarius UCC118 23 
9 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแลคติกท่ีใชเปนสารกนัเสีย
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active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β สําหรับเพิม่ปริมาณช้ินยนีในดี
เอ็นเอพาหะท้ังสามประเภท ไดแก pGEX4T-1, pTYB1 และ pTYB12 โดย F 
หมายถึง forward primer และ R หมายถึง reverse primer คา Tm คือคาท่ีทําให
ดีเอ็นเอเกลียวคูกลายเปนสายเด่ียว 40 

11 องคประกอบของบัฟเฟอรท่ีใชในการหาองคประกอบของสารละลายท่ี
เหมาะสมสําหรับทําใหเกดิการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี error prone PCR 57 

12 แสดงผลการเปล่ียนแปลงของลําดับอะมิโนในยีน alb β ท่ีไดจาก 
pGEMinactive/alb β 66 
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1 แบคทีเรียแลคติกสามารถสรางเปปไทดยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดหลายชนดิรวมท้ัง    
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(รูปลาง) 6 
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lactis subsp lactis ซ่ึงผลิตโดยบริษัท Aplin and Barrett Ltd ประเทศอังกฤษ มี
ช่ือทางการคาคือ Danisco’s natural food   7 

3 การเกิด lantionine residues โดยเกดิการ dehydrated ของกรดอะมิโน serine 
(Ser) และ thronine เกิดเปนdehydroalanine (Dha) และ dehydrobutyline (Dhb) 
ตามลําดับ เม่ือ Dha หรือ Dhb จับกับ cysteine (Cys) จะเกิดโครงสรางท่ีเปนวง 
(ring) หรือ modified peptide หรือ lantibiotic การจับคูระหวางกรดอะมิโน 
threonine (Thr) และ cysteine (Cys) สงผลใหเกิดโครงสราง β- 
methyllanthionine การเกิด bridge ของ lantibiotic และ β- methyllanthionine จะ
สงผลใหเกิดโครงสราง Ala–S–Ala (alanine–S–alanine) and Abu–S–Ala 
(aminobutyrate–S–alanine) ตามลําดับ 10 

4 การยับยั้งของแลนติไบโอติกแบบเอ และแบบบี 12 
5 การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสายเปปไทดของแบคเทอริโอซินกลุม IIa 

โดยใชโปรแกรม Clustas W เม่ือ CurA คือ curvacin A, EntP คือ enterocin P, 
BavMN คือ bavaricin MN, Div41 คือ divercin V41, EntA คือ enterocin A, 
Mun คือ muntcidin, SakP คือ sakacin P, PedA คือ pediocin PA-1, MesY คือ 
mesentericin Y105, LeuA คือ leucocin A, CarB2 คือ carnobacteriocin B2 14 

6 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซินในกลุม IIb โดย LafA, LafX: 
lactacin F; PlnE, plantaricin EF, PlnJ, PlnK: plantaricin JK; LcnGα, LcnGβ: 
lactococcin G 16 

7 แสดงการเสริมฤทธ์ิกันของแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb เม่ือมีการรวมกัน
ของเปปไทดสองสายไดแก ABP118α และABP118β 17 

   (3) 
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8 GxxxG motif จากแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb 17 
9 กลุมยีนควบคุมการสังเคราะห class II แบคเทอริโอซินใน L. salivarius UCC11

ประกอบดวย 18 ORF ดังแสดงในตารางท่ี 5 ซ่ึง ORF 3, 4, 5, 6, 7 และ 9 มี
ลักษณะเปน เปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน และมีตําแหนง GG คลายกับ class II 
bacteriocin  21 

10 การสังเคราะหแบคเทอริโอซิน 24 
11 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic 25 
12 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินในกลุมท่ี 2 26 
13 บทบาทของแบคเทอริโอซินในการควบคุมความปลอดภยัในอาหาร โดยอาจใช

ในรูปการเติมเช้ือต้ังตนท่ีสามารถสรางแบคเทอริโอซินลงไปในอาหาร ใหเปน
อาหารหมัก (ซาย) หรือใชในรูปสวนผสมท่ีเปนผงเติมลงไปในอาหาร ซ่ึงใชเติม
ไดท้ังในอาหารหมักและอาหารท่ัวไป (ขวา) 27 

14 แผนภาพแสดงการทําโปรตีนที่มี GST fusion protein ใหบริสุทธ์ิ 31 
15 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pGEX4T-1 ซ่ึงภายในประกอบดวย Ori ของ 

พลาสมิด pBR322 มียีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน lac I และ glutathione-S-
transferase ทําหนาท่ีเช่ือมตอกับโปรตีนเปาหมายเพื่อชวยในการทําใหบริสุทธ์ิ 
อีกทั้งยังชวยใหโปรตีนเปาหมายมีการมวนพับท่ีถูกตอง 31 

16 Intein fusion protein ท้ังสองแบบ คือ N-terminal fusion protein และ C-terminal   
fusion protein  และการทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิเม่ือใช intein fusion system  33 

17 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ซ่ึงมี intein อยูทางดานปลายหมู       
คารบอกซิล ภายในพลาสมิดประกอบดวยยนี lacI ยีนตานยาปฏิชีวนะ               
แอมพิซิลิน จดุเร่ิมตนของการสังเคราะหดเีอ็นเอในฟาจ M13 และ intein    33 

18 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pTYB12 ซ่ึงมี intein อยูทางดานปลายหมูกรด      
อะมิโน ภายในพลาสมิดประกอบดวยยีน lacI ยีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
จุดเร่ิมตนของการสังเคราะหดีเอ็นเอในฟาจ M13 และ intein   34 
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19 ลักษณะของเปปไทดแบคเทอริโอซิน inactive form และ active formโดย 

inactive form คือมีเปปไทดท่ีมี leader peptide อยูในสายเปปไทด มี                      
นิวคลีโอไทด GG ซ่ึงเปนตําแหนงตัด (cleavage site) ท่ีทําใหแบคเทอริโอซิน
เปล่ียนเปน active form 39 

20 ภาพของพลาสมิด pGEMinactive/sal K (3,206 bp) ซ่ึงประกอบดวย จุดเร่ิมตน
การจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน                   
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K (206 bp) 42 

21 ภาพของพลาสมิด pGEMinactive/alb β (3,210 bp) ซ่ึงประกอบดวย จุดเร่ิมตน
การจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน                   
แบคเทอริโอซิน inactive/alb β (210 bp) 43 

22 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซินยีนท่ีตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ BamHI และ XhoI โดยเช่ือมตอช้ินยีนเขาสูดีเอ็นเอพาหะ pGEX4T-1 
บริเวณตําแหนงเอนไซมตัดจาํเพาะ BamHI และ XhoI 44 

23 แผนภาพของพลาสมิด pGEXactive/sal K (5,113 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตน
การจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน                   
แบคเทอริโอซิน active/salK (144 bp) 45 

24 ภาพของพลาสมิด pGEXactive/alb β (5,113 bp) ซ่ึงประกอบดวยจดุเร่ิมตนการ
จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน                         
แบคเทอริโอซิน active/sal K (144 bp) 45 

25 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซินยีน inactive/sal K, 
active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 
และ XhoI เขาสูดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 
XhoI 49 

26 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซิน inactive/salK, 
active/salK, inactive/albβ และ active/albβ ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 
และ XhoI เขาสู ดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเดยีวกัน 49 
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27 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1inactive/sal K (7,645 bp) ซ่ึงประกอบดวย

จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K (206 bp) 

 
  

50 
28 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1active/sal K (7,579 bp) ซ่ึงประกอบดวย

จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน active/sal K (144 bp) 50 

29 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1inactive/alb β (7,649 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน inactive/alb β (210 bp) 51 

30 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1active/alb β (7,579 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน active/alb β (144 bp) 51 

31 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12inactive/sal K (7,583 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K (206 bp) 52 

32 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12active/sal K (7,521 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน active/sal K (144 bp) 52 

33 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12inactive/alb β (7,589 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน inactive/alb β (210 bp) 53 

34 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12active/alb β (7,521 bp) ซ่ึงประกอบดวย
จุดเร่ิมตนการจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีน
แบคเทอริโอซิน active/alb β (144 bp) 53 
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35 ขนาดของจีโนมิกสดีเอ็นเอของเช้ือ Lb. salivarius K4 เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน λ HindIII ซ่ึงจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมีขนาดประมาณ 24 กิโลเบส 
ตรวจสอบดวยวิธี agarose gel electrophoresisโดยใช 1%  agarose gel 

 
 

60 
36 ขนาดของดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 

inactive/alb β และ active/alb β ซ่ึงมีขนาด 206, 144, 210 และ 144 bp 
ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑพีซีอารของยีน active/alb β ซ่ึงมีขนาด 
144 bp ตรวจสอบขนาดของโดยใชเทคนคิ agarose gel electrophoresis โดยใช 
1% agarose 62 

37 ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดบักรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, 
active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β จาก Lb. salivarius K4 โดย            
แบคเทอริโอซินท่ีเปน inactive form จะประกอบดวย leader peptide เม่ือมีการ
ตัด leader peptide ออกไป โดยใชตําแหนงกรดอะมิโน GG (บริเวณลูกศรช้ี) 
เปนตําแหนงจดจําทําใหเปปไทดแบคเทอริโอซินกลายเปน active/sal K และ 
active/alb β ดงัแสดงในกลองสีเทา 63 

38 การตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของพลาสมิด pGEMinacitve/sal K และ 
pGEMinactive/alb β โดยวธีิโคโลนีพีซีอาร เม่ือใชผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 206 
bp ท่ีไดจากการทําพีซีอารเปน positive control พบวา ช้ินยีนท่ีไดจากการ
ตรวจสอบมีขนาดเทากับขนาดของ positive control 65 

39 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีน sal K จากเช้ือ Lb. salivarius K4 
กับ pGEMinactive/sal K โดยใชโปรแกรม ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) 65 

40 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีน alb β จากเช้ือ Lb. salivarius K4 
กับ pGEMinactive/alb β โดยใชโปรแกรม ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/)  66 
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 ผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEXactive/sal K และ 
pGEXactive/alb β ซ่ึงใชผลิตภัณฑพีซีอารของยีน active/sal K และยีน 
active/alb β เปน positive control โดยใช 1% agarose gel electrophoresis 68 

42 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pGEXactive/sal K และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน sal K จาก Lb. salivarius K4 68 

43 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/sal K  69 
44 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pGEX active/alb β และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน alb β จากพลาสมิด pGEMactive/alb β พบวา
ตําแหนงนิวคลีโอไทดแรกของยีน active/alb β ขาดหายไป 1 ตําแหนง 69 

45 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/alb β 69 
46 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน GST active sal K และ GST  

active alb β เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของโปรตีนจาก pGEX4T-1 
expression vector ซ่ึงมีโปรตีน GST ขนาด 26 กิโลดาลตัน 70 

47 การทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB12ianctive/sal K 
pTYB12active/sal K, pTYB12inactive/alb β และ pTYB12active/alb β ช้ินยีน
ท่ีไดมีขนาด 206,144, 210 และ 144 bp ตามลําดับ ตรวจสอบโดยใช 1% agarose 
gel electrophoresis 72 

48 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/sal K 
และลําดับ นวิคลีโอไทดของ inactive/sal K จาก Lb. salivarius K4 73 

49 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K 73 
50 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/sal K และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 74 
51 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/sal K และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 74 
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52 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/alb β 

และลําดับ นวิคลีโอไทดของ inactive/alb β จาก pGEMinactive/alb β 
 

75 
53 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/alb β 

และลําดับ นวิคลีโอไทดของ inactive/alb β จาก Lb. salivarius K4 75 
54 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/alb β และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ active/alb β จาก pGEMactive/alb β 76 
55 การแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12active/alb β 76 
56 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused active sal K และ 

intein fused active alb β ขนาดของโปรตีนประมาณ 60 กิโลดาลตัน 
เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของโปรตีนจาก pTYB12 expression vector ซ่ึงมี
โปรตีน intein ขนาด 55 กิโลดาลตัน 77 

57 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused inactive sal K 
จากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K ซ่ึงมีขนาดขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน 
เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของโปรตีนจาก pTYB12 expression vector ซ่ึงมี
โปรตีน intein ขนาด 55 กิโลดาลตัน 78 

58 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused inactive alb β 
ซ่ึงมีขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน เปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีน
จาก pTYB12 expression vector ซ่ึงมีโปรตีน intein ขนาด 55 กิโลดาลตัน 79 

59 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน intein fused active sal K 
จากพลาสมิด pTYB12active/sal K ท่ีมี pTYB12 เปนดเีอ็นเอพาหะ ตรวจสอบ
โดยใช 12% SDS-PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดย
ใช 0.2% แลคโตสเปนตัวเหนี่ยวนํา และภาพ B แสดงการแสดงออกของ                
แบคเทอริโอซินโดยใช 1mM IPTG เปนตัวเหนี่ยวนํา 80 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 

   (9) 



 

 
 
ภาพท่ี 
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60 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน intein fused active alb β 

จากพลาสมิด pTYB12active/alb β ท่ีมี pTYB12 เปนดเีอ็นเอพาหะ ตรวจสอบ
โดยใช 12% SDS-PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดย
ใช 0.2% แลคโตสเปนตัวเหนี่ยวนํา และภาพ B แสดงการแสดงออกของ                
แบคเทอริโอซินโดยใช 1mM IPTG เปนตัวเหนี่ยวนํา 

 
 

81 
61 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused inactive sal K ท่ีไดจาก 

pTYB12inactive/sal Kใหบริสุทธ์ิ หลังจากการทําใหบริสุทธ์ิพบวามีโปรตีน
เกิดข้ึนสองขนาดคือขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน และขนาดประมาณ 60       
กิโลดาลตัน   82 

62 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused inactive alb β ท่ีไดจาก 
pTYB12inactive/alb β ใหบริสุทธ์ิ พบวาเม่ือทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิแลวโปรตีนท่ี
ไดมี 2 ขนาดคือ ขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน และขนาดประมาณ 60               
กิโลดาลตัน 83 

63 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused active alb β ท่ีไดจาก 
pTYB12active/alb β ใหบริสุทธ์ิ พบวามีการแสดงออกของโปรตีนขนาด 60         
กิโลดาลตัน 84 

64 ผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/sal Kโดยใช 
1% agarose gel electrophoresis 86 

65 ผลการเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB1active/sal K 
และลําดับนวิคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 86 

66 ผลการแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/sal K 87 
67 การทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/alb β โดยใช 

1% agarose gel electrophoresis ช้ินยีนท่ีไดจากการทําพซีีอารมีขนาดเทากับ 144 
bp 87 

68 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB1active/alb β และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของ active/alb β จาก Lb. salivarius K4 88 

  

สารบัญภาพ (ตอ) 
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69 การแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/alb β 88 
70 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน active alb β fused intein 

จากพลาสมิด pTYB1active/alb β ซ่ึงมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน 
เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของโปรตีนจาก pTYB1 expression vector ซ่ึงมี
โปรตีน intein ขนาด 55 กิโลดาลตัน 89 

71 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน active/alb β ท่ีมี pTYB1 เปน    
ดีเอ็นเอพาหะ ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออก
ของแบคเทอริโอซินโดยใช 0.2% แลคโตสเปนตัวเหนีย่วนํา และภาพ B แสดง
การแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร เปน
ตัวเหนี่ยวนํา 90 

72 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน active alb β fused intein ขนาด 60 
กิโลดาลตัน ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/alb β ใหบริสุทธ์ิ 91 

73 แสดงผลการยบัยั้งการเจริญเติบโตของ active alb β fused intein ท่ีมีผลตอการ
เจริญเติบโตของเช้ือ Leu. mesenteroides subsp. mesenterodides TISTR 942T 

เทียบกับ Intein, 1 :  active alb β fused intein ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 1/2 -1/16 : active alb β fused intein ท่ีทําการเจือจางในอัตราสวน  1:2, 
1:4, 1:8 และ 1:16  ตามลําดับ 92 

74 โคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิดมิวแทนท pTYB1active /albβ D25 ท่ี
ไดจากการทํา error prone PCR โดยใช 1% agarose gel electrophoresis  
ผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดเทากับ 144 bp 93 

75 12% SDS-PAGE แสดงผลการศึกษาการแสดงออกของยนีกลาย D25 active alb 
β fused intein โดยมีพลาสมิด pTYB1 เปนดีเอ็นเอพาหะ ผลการศึกษา ไมพบ
การแสดงออกของยีนกลายของโปรตีน active alb β fused intein 94 

76 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง active/alb β จาก Lb. salivarius K4 กับ
ยีนกลายพันธุ  D25 ของ active/alb β 94 
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77 แสดงผลการแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดท่ีไดจากยีนกลาย D25 ของพลาสมิด 
pTYB1active/alb β 95 

 
 
 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 

   (12) 
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การโคลน และการแสดงออกของยีน Salvicin K และ antimicrobial like bacteriocin β 

ของเชื้อ Lactobacillus salivarius K4 
 

Cloning and Expression of Salvicin K and Antimicrobial Like Bacteriocin β 

Genes of Lactobacillus salivarius K4 
 

คํานํา 
 

 การถนอมอาหารหรือ food preservation เปนส่ิงท่ีอยูคูกับมนุษยมาชานาน  ซ่ึงเปาหมาย
ของการถนอมอาหารคือการหยุดหรือชะลอการเนาเสียของอาหาร การถนอมอาหารโดยปกติจะเปน
การปองกันการเติบโตของแบคทีเรีย รา และจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ การเก็บรักษาอาหารหรือการถนอม
อาหารโดยวิธีทางชีวภาพเกดิข้ึนเปนคร้ังแรกเม่ือมนุษยไดนําการหมักมาใช เชน การหมักเบียร การ
ทําขนมปง ไวน โยเกิรต ชีส และเนย  ในขณะท่ีการถนอมอาหารในปจจุบันพบวามีการนําสารเคมี
ถนอมอาหารหรือสารกันบูด ซ่ึงสารกันบูดดังกลาวเปนสารเคมีท่ีไดจากการสังเคราะหในหอง 
ปฏิบัติการ เชน sodium benzoate หรือ sodium nitrate ซ่ึงสารเหลานี้สามารถตกคางในรางกายของ
ผูบริโภคได ปจจุบันผูบริโภคไดใหความสาํคัญกับการรักษาสุขภาพมากขึ้น ผูบริโภคเนนการใชสาร
จากธรรมชาติมากข้ึน เนื่องจากเปนสารท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ ไมเปนพิษตอเซลลและไมมีผล
ตกคางในรางกายของผูบริโภคเนื่องจากรางกายสามารถกําจัดสารเหลานี้ออกจากรางกายไดเอง 
ตัวอยางสารถนอมอาหารท่ีไดจากธรรมชาติ ไดแก แบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียกรด     
แลคติกซ่ึงสารดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนดิอ่ืนๆ ท่ีมีการ
ปนเปอนในอาหารได และมีความปลอดภยั 
 
 แบคเทอริโอซินถูกคนพบคร้ังแรกจากแบคทีเรียแกรมบวก ซ่ึงแบคเทอริโอซินเปน         
เปปไทดท่ีสังเคราะหโดยไรโบโซม และสามารถยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนในสายพันธุท่ี
ใกลเคียงกัน (Klaenhammer, 1993) ปจจุบันไดมีการนําแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรด   
แลคติกมาผลิตเปนสารถนอมอาหารแลว ไดแก nisin และ lacticin 3147 นอกจากแบคเทอริโอซิน
จะใชเปนสารถนอมอาหารแลวยังทําหนาท่ีเปนโปรไบโอติก (probitics) คือ ชวยปรับสมดุลยของ
เช้ือจุลินทรียในมนุษยและสัตว และชวยยบัยั้งเช้ือแบคทีเรียกอโรคในลําไส (Soomro et al., 2002) 
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อยางไรก็ตามการสกัดแบคเทอริโอซินจากธรรมชาติในปจจุบันตองใชการทําใหบริสุทธ์ิ
หลายข้ันตอน และแบคเทอริโอซินท่ีไดมีปริมาณนอยมาก จึงมีการพัฒนาการผลิตแบคเทอริโอซิน
ในส่ิงมีชีวิตอ่ืนเชน Escherichia coli (E. coli) ซ่ึงจะชวยเพิ่มปริมาณการผลิตแบคเทอริโอซินไดใน
ปริมาณท่ีสูงข้ึนและรวดเร็วยิ่งข้ึน อีกท้ังการศึกษาการทาํใหเกิดการกลายพันธุจะชวยเพ่ิมขีด
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตใหสูงข้ึนได 

 
ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้ จึงมีวตัถุประสงคเพื่อพัฒนาการผลิตแบคเทอริโอซินใหไดปริมาณ

มากข้ึนโดยใช E. coli expression system และการหา expression vector ท่ีเหมาะสมในการผลิต    
แบคเทอริโอซิน Salvicin K (Sal K) และ antimicrobial like bacteriocin β (alb β) รวมถึงการทําให
เกิดการกลายพันธุโดยวิธี error prone PCR เพื่อศึกษาผลของการกลายพันธุ 
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วัตถุประสงค 
 
1.  การโคลน การแสดงออกของยีน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β 
จาก L. salivarius K4 โดยใช pGEX4T-1, pTYB1 และ pTYB12 เปนดีเอ็นเอพาหะ โดย
ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเช้ือ E. coli 
 
2.  ศึกษาการทาํใหโปรตีนแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ และการตรวจสอบกจิกรรมของแบคเทอริโอซิน
ท่ีไดจากยีน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β  
 
3.  การโคลน และการแสดงออกของยีนแบคเทอริโอซินท่ีไดจากการเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายพนัธุ
โดยวิธี error prone polymerase chain reaction (error prone PCR) และการตรวจสอบกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินท่ีไดจากการเหน่ียวนําใหเกิดการกลายพนัธุ  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  เปปไทดตานเชื้อจุลชีพ (Antimicrobial peptides, AMPs) 

 
เปปไทดตานเชื้อจุลชีพ เปนโปรตีนขนาดเล็ก หรือเปปไทดมีขนาดโมเลกุลนอยกวา 10 

กิโลดาลตัน มีบทบาทในการตานเช้ือจุลชีพไดอยางกวาง (broad spectrum) เชน แบคทีเรีย ไวรัส 
และเช้ือรา  เปนเปปไทดท่ีสังเคราะหโดยเอนไซมและไรโบโซม (Beutler, 2004; Hancock and 
Sahl, 2006) โดยธรรมชาติยนีท่ีเปนรหัสของเปปไทดตานเช้ือจุลชีพจําแนกไดหลายชนิด เปปไทด
ตานเช้ือจุลชีพท่ีพรอมทํางาน โดยปกติประกอบดวยกรดอะมิโน 12-100 กรดอะมิโน มีประจุสุทธิ
เปนบวก มีโครงสรางแบบแอมฟฟาติก (amphiphatic) หรือเปปไทดท่ีมีท้ังสวนท่ีชอบนํ้าและไม
ชอบในโมเลกลุเดียวกัน  ซ่ึงชวยสงเสริมใหเกิดปฏิกิริยากับสวนท่ีไมชอบนํ้าท่ีบริเวณเยื่อหุมเซลล 
(Yeaman and Yount, 2007; Linde et al., 2008; Sang and Blecha, 2008) ตัวอยางของส่ิงมีชีวิตท่ี
สามารถสรางเปปไทดตานจลุชีพ เชน แบคทีเรียกรดแลคติก (Willey et al., 2007; Field et al., 
2008) เช้ือรา (Duquesne et al., 2007; Nes et al., 2007) พืช (Mygind et al., 2005) แมลง (Colgrave 
et al., 2008; Ireland et al., 2008; Marcos et al., 2008) สัตวเล้ียงลูกดวยนม (Selsted and 
Ouellette, 2005; Lehrer, 2007) และมนษุย (Brogden, 2005) เปนตน 
 
2.  แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB) และแบคเทอริโอซิน 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมเคล่ือนท่ี ไมสรางเอนไซมแคตาเลส ไม
สรางสปอร มีรูปรางเปนแทงหรือรูปรางกลม และมีคา G + C content นอยกวา 55 โมลเปอรเซ็นต
ผลิตภัณฑท่ีเกดิจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกลุมนี้ไดจากการใชน้ําตาลกลูโคส
และนํ้าตาลแลคโตสเปนแหลงคารบอนไดผลิตภัณฑหลักเปนกรดแลคติก แบคทีเรียกรดแลคติก
จะเปล่ียนอาหารที่มีน้ําตาลให เปนกรดแลคติกประมาณ 50 เปอรเซ็นต และผลิตภัณฑอ่ืน เชน 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดอะเซทิล อะเซโทอิน (acetoin) กรดอินทรีย และแบคเทอริโอซิน 
(Holzapfel et al., 1995) ตัวอยางของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบ ไดแก Lactobaciilus sp., 
Pediococcus sp., Streptococcus sp. และ Leuconostoc sp. เปนตน แบคทีเรียกรดแลคติกไดรับการ
ยอมรับวาเปนแบคทีเรียท่ีปลอดภัย (generally recognized as safe bacteria; GRAS status) และมัก
ใชในการหมักอาหาร และถนอมอาหาร ซ่ึงอาจหมักตามธรรมชาติโดยใชแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี
มีอยูในวัตถุดบิหรืออาจเติมแบคทีเรีรดยแลคติกในรูปเช้ือต้ังตน (starter culture) เติมลงในอาหาร
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ภายใตภาวะควบคุม ตัวอยางของจีนัสท่ีใชเปนเช้ือต้ังตนในกระบวนการหมักผลิตภัณฑนม เนื้อ 
และผัก ไดแก Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus และ 
Carnobacterium (Stiles and Hastings, 1991), (ศศิวิมล และอดิศร, 2548)  

 
ปจจุบันไดมีการพัฒนาถึงการใชประโยชนของแบคทีเรียกลุมนี้เพื่อใชเปนกลาเช้ือใน

กระบวนการผลิตอาหารหมักหลายชนดิ เชน ไสกรอกหมัก นมเปร้ียว เบียร และไวน เปนตน 
กิจกรรมหลักของแบคทีเรียกรดแลคติกตอผลิตภัณฑอาหารคือ เปล่ียนคารโบไฮเดรตในสวนผสม
ของอาหารใหเปนผลิตภัณฑตางๆ ไดแก กรดแลคติก กรดแอซิติก เอทานอล และ
คารบอนไดออกไซด ซ่ึงสารเหลานี้ทําใหผลิตภัณฑมีรสชาติเฉพาะ นอกจากนั้นยงัไดผลิตภัณฑ
บางอยางท่ีมีคุณสมบัติเปนสารตอตานจุลินทรียชนิดอ่ืน เชน สารแบคเทอริโอซิน กลุมแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีสรางแบคเทอริโอซินไดมักแยกมาจากอาหาร ดังนั้นจึงเหมาะท่ีจะนํามาใชในการ
ประยุกตทางดานอาหาร การสรางแบคเทอริโอซินนี้มีขอดีแกแบคทีเรียกรดแลคติกเองคือ            
แบคเทอริโอซินสามารถฆาหรือยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนท่ีอยูในแหลงอาหารนั้นๆ (Jack et al., 1995)     
ดังภาพท่ี 1  
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ภาพท่ี 1 แบคทีเรียแลคติกสามารถสรางเปปไทดยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดหลายชนิดรวมท้ัง               
แบคเทอริโอซินซ่ึงจะใหผลยบัยั้งแบคทีเรียท่ีเกี่ยวของ เช้ือท่ีผลิตแบคทีริโอซิน (รูปบน) 
จะทําใหเกดิบริเวณยับยั้งกับแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ (รูปลาง) 

  
ท่ีมา : Deegan et al. (2006) 
 

ปจจุบันแบคเทอริโอซินบางชนิดมีขายในรูปผงแหง เชน ไนซิน (nisin) โดยใชช่ือทาง
การคาวา NisaplinTM (บริษัท Aplin and Barrett Ltd., UK) ซ่ึงผลิตโดย Lactoccocus lactis ดังภาพ
ท่ี 2 และเพดดโิอซิน PA-1/AcH (pediocin PA-1/AcH) โดยใชช่ือทางการคา วา ALTATM 2431 
(บริษัท Quest International, Australia) ซ่ึงผลิตโดย Pediococcus acidilactici โดยองคการทาง
อาหารและยา (Food and Drug Administration) ไดยอมรับวา NisaplinTM สามารถใชในรูปของ
สารปองกันการเนาเสียท่ีมาจากธรรมชาติ (O’ Sullivan et al., 2002) 
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ภาพท่ี 2  NisaplinTM  คือ nisin A ซ่ึงผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ 1Lactococcus lactis 
subsp lactis ซ่ึงผลิตโดยบริษัท Aplin and Barrett Ltd ประเทศอังกฤษ มีช่ือทางการคา
คือ Danisco’s natural food   

 
ท่ีมา: Anonymous (2008) 

 
แบคเทอริโอซินเปนเปปไทดท่ีสังเคราะหโดยไรโบโซม โดยแบคเทอริโอซินท่ีอยูใน

สภาพพรอมทํางาน (active form) ประกอบดวยกรดอะมิโน 20-60 กรดอะมิโน แบคเทอริโอซิน
โดยสวนใหญจะมีประจุสุทธิเปนบวก หรือเปนกรดอยางออน และในสายเปปไทดประกอบ
ไฮโดรโฟบิกและไฮโดรฟลิก ดวยมีคุณสมบัติท่ีคลายคลึงกับสารปฏิชีวนะ อยางไรก็ตามฤทธ์ิของ
แบคเทอริโอซินมีความเฉพาะเจาะจงมากกวาสารปฏิชีวนะ โดยมีฤทธ์ิในการฆาหรือยบัยั้งการ
เจริญเติบโตเฉพาะแบคทีเรียท่ีอยูในสายพนัธุเดียวกนัหรือสายพันธุท่ีใกลเคียงกันเทานั้นแบคทีเรีย
ท่ีมียีนแบคเทอริโอซินจะสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินเพื่อทําลายเซลลของแบคทีเรียท่ีไมมี
ยีนภูมิคุมกันแบคเทอริโอซินได ในขณะเดยีวกันจะไมทําลายเซลลของแบคทีเรียผูผลิต                     
แบคเทอริโอซินเนื่องจากมีการสรางภูมิคุมกัน 
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 แบคเทอริโอซินแตละชนิดมีความแตกตางกันท้ังขนาดโมเลกุล สมบัติทางเคมีและ
กายภาพ (physiochemical properties) กลไกการยับยั้ง (mode of action) และชนิดของแบคทีเรียท่ี
ถูกยับยั้ง (inhibitory spectrum) การจัดจําแนกสารแบคเทอริโอซินอาศัยความแตกตางของขนาด
โมเลกุล การทนความรอน การถูกยอยดวยเอนไซม (emzyme sensitivity) การดัดแปลงหลัง
กระบวนการแปลรหัส (post-translation modification) และกลไกการยับยั้ง 
 
3. การจําแนกชนิดของแบคเทอริโอซิน 
 

Klaenhammer (1988) และ Nes et al. (1996) จําแนกแบคเทอริโอซินท่ีไดจากแบคทีเรีย   
แกรมบวกออกเปน 4 กลุมใหญ ดังนี ้

 
กลุมท่ี 1 (Class I) เปนกลุมของเปปไทดท่ีมีขนาดนอยกวา 5 กิโลดาลตัน เรียก 

แบคเทอริโอซินในกลุมนี้วาแลนติไบโอติก (lantibiotic) เนื่องจากประกอบดวยอนุพนัธของกรด 
อะมิโนแลนไธโอนีน (lantionine), แอลฟาเมธิลแลนไธโอนีน (α-methyllantionines) ท่ีอยูในรูป
ของดีไฮโดรอลานีน (dehydroalanine) และดีไฮโดรบิวทีรีน (dehydrobutyrine) ตามลําดับ ดังภาพ
ท่ี 3 แบคเทอริโอซินในกลุมนี้ แรกเร่ิมจะถูกสังเคราะหใหอยูในรูปของสายเปปไทดท่ียังไมพรอม
ทํางาน (prepeptide) จึงจําเปนตองผานกระบวนการดัดแปลงสายเปปไทดในกระบวนการ
ดัดแปลงหลังกระบวนการแปลรหัสเพื่อใหไดสายเปปไทดท่ีพรอมทํางานซ่ึงประกอบดวย 
dehydroalanine  และ dehydrobutyrine  ผลจากการเกิดโครงสรางไธโออีเธอรระหวางอะมิโนซิส
เทอีนและอะมิโนเซอรีนหรือทรีโอนีนจะเกดิวงแหวนแลนไทโอนีน (lanthionine rings) 
(McAuliffe et al., 2001)  แบคเทอริโอซินในกลุมแลนติไบโอติกสามารถแบงออกเปนแบบยอย
ได 2 แบบ ตามโครงสรางและหนาท่ี ดังน้ี 
 
 แบบเอ (Type A) McAuliffe et al. (2001) ทําการศึกษาแบคเทอริโอซินในกลุมนีด้วยวิธี 
Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) พบวา แบคเทอริโอซินแลนติไบโอติกแบบเอ
มีลักษณะเปนเปปไทดท่ีเปนสายยาวไมคงรูป มีประจุสุทธิเปนบวก และออกฤทธ์ิโดยทําใหเกิดรูท่ี
เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียบางสปชีส ปจจุบันไดมีการประยุกตใชแบคเทอริโอซินในกลุมนี้เปน
สารถนอมอาหาร เชน nisin subtilin และ epidermin 
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 แบบบี (Type B) เปนเปปไทดขนาดเล็กและมีรูปรางเปนกอน (glubolar) ซ่ึงคงรูป
ประกอบดวยประจุสุทธิท่ีเปนบวก หรือไมมีประจุ มีฤทธ์ิในการรบกวนการทํางานของเอนไซมท่ี
จําเปนตอเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียบางชนิด ตัวอยางของกลุมนี้คือ เมอซาซิดิน (mersacidin) ซ่ึง
ออกฤทธ์ิรบกวนการสรางผนังเซลลโดยการเขาเช่ือมตอกับสารต้ังตนในการสรางเปปติโดไกล
แคน (peptidoglycan) ทําใหแบคทีเรียไมสามารถสรางผนังเซลลได (Brotz et al., 1998) ภาพที่ 4 
 

อยางไรก็ตามเม่ือเร็วๆ นี้ไดมีการจําแนก subclass ของแลนติไบโอติกเพิ่มข้ึนโดยอาศัย
กลไกการออกฤทธ์ิซ่ึงมักจะเกิดความสับสนเนื่องจากสารบางชนิดสามารถออกฤทธ์ิไดหลายแบบ 
เชน สามารถทําใหเกิดรู และยับยั้งการสรางผนังเซลล ในบางคร้ังจึงแบงแลนติไบโอติกออกเปน 
11 subclass โดยอาศัยความคลายคลึงกันของโครงสรางทางเปปไทด (Cotter et al., 2005) ซ่ึงแต
ละกลุมมีช่ือดงันี้ คือ ไนซิน (nisin) อีพิเดอมิน (epidermin) สเตรปติน (streptin) เปป 5 (pep 5)  
แลคติซิน 481 (lacticin 481) เมอซาซิดิน (mersacidin) แอลทีเอ็นเอ 2 (LtnA 2) ไซโตไลซิน 
(cytolysin) แลคโตซิน S (lactocin S) ซินนามัยซิน (cinnamycin) และ ซับแลนซิน (sublancin) 
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ภาพท่ี 3 การเกิด lantionine residues โดยเกิดการ dehydrated ของกรดอะมิโน serine (Ser) และ 

thronine เกิดเปนdehydroalanine (Dha) และ dehydrobutyline (Dhb) ตามลําดับ เม่ือ Dha 
หรือ Dhb จับกับ cysteine (Cys) จะเกิดโครงสรางท่ีเปนวง (ring) หรือ modified peptide 
หรือ lantibiotic การจับคุระหวางกรดอะมิโน threonine (Thr) และ cysteine (Cys) สงผล
ใหเกิดโครงสราง β- methyllanthionine การเกิด bridge ของ lantibiotic และ β- 
methyllanthionine จะสงผลใหเกิดโครงสราง Ala–S–Ala (alanine–S–alanine) and Abu–
S–Ala (aminobutyrate–S–alanine) ตามลําดับ  

  
ท่ีมา: Cotter et al. (2005) 
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ตารางท่ี 1 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ท่ีผลิตโดย LAB 
 

Lantibiotic Producing strain 

Nisin A L. lactis NIZOR5, 6F3,NCFB894, ATCC11454 

Nisin Z L. lactis N8, NIZO22186 

Lactocin S L. sake 145 

Lactococcin L. lactis ADRI85L030 

Lacticin 481 Lactococcus lactis CNRZ481, ADRIA85LO30 

Cytolysin E. faecalis DS16 

Lacticin 3147 L. lactis DPC3147 

Salvaricin A Streptococcus salvarius 20P3 

Streptococcin A-FF2 S. pyrogens FF22 

Carnocin U149 Carnobacterium pisicola 

Variacin 8 Micrococcus varians MCV8 

 
ท่ีมา : Ouwehand (1998); McAuliffe et al. (2001) 
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ภาพท่ี 4 การยบัยั้งของแลนติไบโอติกแบบเอ และแบบบี  

A. Nisin, epidermin, Pep5 ท่ีความเขมขนระดับไมโครโมลาร  
B.  Nisin และ epidermin ท่ีความเขนขนระดับนาโนโมลาร  
C.  Mersacidin และ actagardine 

 
ท่ีมา : Wiedemann et al. (2001) 

A 

B 

C 
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กลุมท่ี 2 (Class II) เปนแบคเทอริโอซินชนิดท่ีไมมีการดดัแปลงสายเปปไทดหลังการ
แปลรหัส (unmodified peptide) มีประจุเปนบวก (cationic) และเปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) 
สายเปปไทดจะมีความยาวประมาณ 20-60 กรดอะมิโนและมีน้ําหนกัโมเลกุลนอยกวา 10             
กิโลดาลตัน มีสมบัติเปนแอมฟฟาติก (amphiphatic)ไมมีกรดอะมิโน lantionine เปนองคประกอบ 
โดยสวนใหญภายในสายเปปไทดประกอบดวย double glycine-type leader (Gly-2-Gly-1) สามารถ
ทนตอความรอนไดดีโดยทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสไดนาน 30 นาที และ 121 
องศาเซลเซียสไดนาน 15 นาที (Eijsink et al., 2002) แบคเทอริโอซินกลุมนี้จะเหนี่ยวนําใหผนัง
เซลลแบคทีเรียเปาหมายมีคุณสมบัติใหน้ําซึมผานได (permeability) สงผลใหสารเมทตาบอไลต
ในเซลลร่ัวออกจากเซลล ความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของแบคเทอริโอซินในกลุมนี้
จํากัดอยูในกลุมของแบคทีเรียท่ีมีสายพันธุใกลเคียงกัน ตวัอยางของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต     
แบคเทอริโอซินในกลุมนี้ ไดแก กลุมแบคทีเรียกรดแลคติก Listeria sp., Enterococcus sp. และ 
Clostridium sp. (Hechad and Sahl, 2002) แบคเทอริโอซินในกลุมนี้สามารถแบงตามลักษณะของ
โครงสรางพื้นฐาน (primary structure) ออกเปน 3 กลุมยอย ดังนี ้

 
 กลุม IIa เปนกลุมของเปปไทดท่ีมีบริเวณปลายดานหมูอะมิโน (N-terminal) 
ประกอบดวยกรดอะมิโน YGNGV และภายในสายเปปไทดประกอบดวยอะมิโนซิสเทอีนสอง
ตําแหนงเพ่ือใชในการสรางสะพานไดซัลไฟล (disulfide bridge) (Eijsink et al., 1998, ภาพที่ 5)  
แบคเทอริโอซินในกลุมนี้มีฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria sp. แบคเทอริโอซิน
ในกลุมนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา pediocin-like peptide แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินใน
กลุมนี้ไดสวนใหญอยูในกลุม LAB แตมีการศึกษาพบแบคเทอริโอซินกลุมนี้ในแบคทีเรียกลุมอ่ืน 
เชน Bifidobacterium bifidum, Bacillus coagulans และ Listeria innocua ตัวอยางของ                 
แบคเทอริโอซินในกลุมนี้ไดแก pediocin AcH/PA-1 sakasin A และsakasin P เปนตน (Ennahar et 
al., 2000) ปจจุบันแบคเทอริโอซินในกลุมนี้ไดรับความสนใจมาก เนื่องจากฤทธ์ิในการยับยั้งไม
กวางเหมือนไนซิน โดยจะยับยั้งเฉพาะเช้ือ Listeria เทานัน้ จึงไมยับยั้งเช้ือต้ังตนท่ีใชในการหมัก
อาหาร แตอยางไรก็ตามขอจาํกัดก็คือไมสามารถยับยั้งเช้ือกอโรคชนิดนี้ไดอยางสมบูรณในอาหาร 
(Ennahar et al., 1999) 
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ภาพท่ี 5  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสายเปปไทดของแบคเทอริโอซินกลุม IIa โดยใช

โปรแกรม Clustas W เม่ือ CurA คือ curvacin A, EntP คือ enterocin P, BavMN คือ 
bavaricin MN, Div41 คือ divercin V41, EntA คือ enterocin A, Mun คือ muntcidin, 
SakP คือ sakacin P, PedA คือ pediocin PA-1, MesY คือ mesentericin Y105, LeuA คือ 
leucocin A, CarB2 คือ carnobacteriocin B2 

 
ท่ีมา : Hechard and Sahl (2002) 
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ตารางท่ี 2 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม class IIa และแบคทีเรียผูผลิต 
 

Bacteriocin Producer 
Leucocin A/B-Tal la Leu. gelidum 
Mesentericin Y 105 Leu. carnosum 
Carnobacteriocin B2 Carnobacterium divergens 
Curvacin A Lb. plantarum 
Divercin V41 Carnobacterium divergens V41 
Enterocin A Enterococcus faecium CTC 492 
Leucocin A Leu. gelidum UAL187 
Pediocin PA-1/AcH P. acidilactici 
Plantaricin 423 Lb. plantarum 423 
Sakacin P Lb. sakei 790 

 
ท่ีมา : Ennahar et al. (1999); Drider et al. (2006) 
 
 กลุม IIb เปนกลุมของแบคเทอริโอซินท่ีกลไกการยับยั้งเช้ือเปาหมายตองการการทํางาน
รวมกันของเปปไทด 2 สาย (Two-peptide bacteriocins) ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนของเปปไทด               
แบคเทอริโอซินในกลุมนี้คอนขางมีความแตกตางกัน ดังภาพที่ 6 กลไกการยับยั้งเช้ือเปาหมายท่ี
เหมาะสมอาศัยเปปไทดสองสายและใชในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน เปปไทดท้ังสองสายจะชวยเสริม
ฤทธ์ิทําใหมีฤทธ์ิในการยับยัง้มากข้ึน ดังภาพท่ี 7 บางกรณีเปปไทดสายใดสายหน่ึงอาจไมสามารถ
หรือมีความสามารถนอยมากในการยับยั้งเช้ือเปาหมาย เชน lactococcin G ซ่ึงผลิตจาก
Lactococcus lactis (Nissen-Meyer et al., 1992) แบคเทอริโอซินในกลุมนี้จะประกอบดวยลําดบั
กรดอะมิโนท่ีเรียกวา GxxxG motif  ดังภาพท่ี 8  ซ่ึงเกี่ยวของกับการเกดิ transmembrane helices 
คลายกับในกรณีของ AxxxA หรือ SxxxS motif ซ่ึงเปนตัวกลางในการเกิด helix-helix interaction 
ในเมมเบรนโปรตีน (Senes et al., 2004) ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุมนี้ดังแสดงในตาราง
ท่ี 3 
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ภาพท่ี 6 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซินในกลุม IIb โดย LafA, LafX: lactacin 

F; PlnE, plantaricin EF, PlnJ, PlnK: plantaricin JK; LcnGα, LcnGβ: lactococcin G. 
 
ท่ีมา : Hechard and Sahl (2002) 
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 ภาพท่ี 7 แสดงการเสริมฤทธ์ิกันของแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb เม่ือมีการรวมกันของ    

เปปไทดสองสายไดแก ABP118α และABP118β 
 
ท่ีมา : Flynn et al. (2002) 
 

 
 
ภาพท่ี 8 GxxxG motif จากแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb  
 
ท่ีมา : Oppegard et al. (2008) 
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ตารางท่ี 3 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินในกลุม class IIb 
 

Bacteriocin Producer strain 
ABP118 (Abp 118 α and β) Lb. salivarius UCC118 
Enterocin 1071A and 1071B E. faecalis BFE1071 
Enterocin L50A and L50B E. faecium L50 
Lactacin F (LafX and LafA) Lb. johnsonii VPI11088 
Lactocin 705 α and β Lb. casei CRL505 
Lactocoocin Gα and β Lc. Lactis LMG2081 
Lactocoocin M and N Lc. Lactis subsp. cremoris 9B4 
Plantaricin E and F Lb. plantarum C-11 
Plantaricin J and K Lb. plantarum C-11 
Plantaricin Sα and β Lb. plantarum PLCO10 
Thermophilin 13 A and B S. thermophilus SFi13 
Lacticin 3147 A1 and A2 Lc. Lactis DPC3147 
Plantaricin Wα and β Lb. plantarum LMG2379 

 
ท่ีมา : Garneau et al. (2002) 
 
 กลุม IIc เปนแบคเทอริโอซินท่ีไมถูกจัดอยูในกลุม IIa และ IIb เปนการทํางานระหวาง
เปปไทดสองสายข้ึนไปหรือเปนวง (cyclic peptides) เชน Enterocin AS-48 (Folli et al., 2003)  
แบคเทอริโอซินในกลุม IIc สามารถแบงออกเปนสองกลุม โดยกลุมแรกเปนกลุมแบคเทอริโอซิน
ท่ีมีกรดอะมิโนซิสเทอีนหนึง่ตัว (thiobiotics) หรือสองตัว (Cystibiotics) เปนองคประกอบ สวน
กลุมท่ีสองไมมีกรดอะมิโนซิสเทอีนเปนองคประกอบ ไดแก lactococcin A และ acidicin B 
(Oscariz and Pisabarro, 2001) แบคเทอริโอซินท่ีไดจากกลุมนี้ดังแสดงในตารางท่ี 4  
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ตารางท่ี 4 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีพบอยูใน class IIc 
 

Bacteriocin Producer strain 
Cerein 7/8 Bacillus cereus Bc7 
Enterocin B E. faecium T136 
 E. faecium CECT 492 
Lactococcin A Lactococcus lactis LMG 2130 
Lactococcin B Lactococcus cremoris 
 Lactococcus lactis WM4 

 
ท่ีมา : Oscáriz and Pisabarro (2001) 
 
 กลุมท่ี 3 (Class III) เปนเปปไทดขนาดมากกวา 30 กิโลดาลตัน ไมทนทานตอความรอน
และเปนกลุมแบคเทอริโอซินท่ีไมคอยไดรับความสนใจในดานอุตสาหกรรมอาหาร สวนใหญ
ผลิตจากแบคทีเรียในกลุม lactobacillus sp. ตารางท่ี 5 ตัวอยางแบคเทอริโอซินในกลุมนี้ไดแก 
helveticin J และ lacticin B เปนตน  
 
ตารางท่ี 5 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีพบอยูใน class III 
 

Bacteriocin Producer strain 
Acidophilucin A Lb. acidophilus 
Caseicin 80 Lb. casei B80 
Helviticin J Lb. heviticus 
Helviticin V-1829 Lb. heviticus 

 
ท่ีมา : Ouwehand (1998) 
 
 กลุมท่ี 4 (class IV) เปนแบคเทอริโอซินซ่ึงโครงสรางมีคารโบไฮเดรตหรือไขมันเปน
องคประกอบรวม โดยตองการคารโบไฮเดรตหรือไขมันในการออกฤทธ์ิ เชน lactocin 27 เปนตน 
(Van and Stiles, 2000) 
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ตารางท่ี 6 แสดงตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีพบอยูใน class IV 
 

Bacteriocin Producer strain 
Lactocin 27 Lb. helveticus 
Leuconocin S Leuconostoc paramesenteroides 
Pediocin SJ-1 Pediococcus acidilactici 
 
ท่ีมา : Ouwehand (1998) 
 
3.  การสังเคราะหแบคเทอริโอซินใน class II 
 
 แบคเทอริโอซินโดยสวนใหญจะมีการสังเคราะหในรูปของสายเปปไทดท่ียังไมพรอม
ทํางาน ประกอบดวย N-terminal peptide โดยเฉพาะใน class II พบวามี double glycine เปน 
leader peptide มีหนาท่ีในการปองกันเซลลจากการถูกทําลายดวยแบคเทอริโอซิน และเปนบริเวณ
จดจําสําหรับระบบการขนสงสายเปปไทดออกนอกเซลล  ยีนท่ีทําหนาท่ีควบคุมการสังเคราะห             
แบคเทอริโอซินสวนใหญจะอยูรวมกนัเปนกลุมยีน (cluster)  ดังภาพท่ี 9 ประกอบดวยยีน
โครงสราง (structural gene) ซ่ึงเปนรหัสสําหรับการสังเคราะหเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน ยีน
ภูมิคุมกัน (immunity gene) ทําหนาท่ีปองกันเซลลจากแบคเทอริโอซิน ยีนสําหรับโปรตีนขนสง 
ATP binding cassette (ABC) transport protein  ทําหนาท่ีขนสงแบคเทอริโอซินออกนอกเซลล 
และยนีท่ีชวยในการจับกนัระหวางแบคเทอริโอซินกับเยือ่หุมเซลล (membrane-bound accessory 
protein) (Nes et al., 1996) 
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ภาพท่ี 9 กลุมยีนควบคุมการสังเคราะห class II แบคเทอริโอซินใน L. salivarius UCC118 

ประกอบดวย 18 ORF ดังแสดงในตารางท่ี 5 ซ่ึง ORF 3, 4, 5, 6, 7 และ 9 มีลักษณะเปน 
เปปไทดท่ียังไมพรอมทํางาน และมีตําแหนง GG คลายกับ class II bacteriocin  

 
ท่ีมา : Flynn et al. (2002) 
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ตารางท่ี 7 Homologue ของ ORFs จากแบคเทอริโอซิน ABP-118 ท่ีไดจากเช้ือ Lb. salivarius   
UCC118 

 
ORF (gene) Size (aa) Homologue 

 
ORF 1 

 
150 

 
Accessory transport protein, brochocin-C system 

ORF 2 87 No homologues 
ORF 3 57 Presalivaricin B of Lactobacillus salivarius M6 
ORF 4 50 No homologues 
ORF 5 85 No homologues 
ORF 6 64 BlpJ, auto-induced peptide of Streptococcus pneumoniae 
ORF 7 68 Plantaricin 1.25b of Lactobacillus plantarum 
ORF 8 55 No homologues 
ORF 9 38 Competence pheromone of Streptococcus gordonii 
ORF 10 429 Histidine kinase, carnobacteriocin A system 
ORF 11 264 Response regulator, carnobacteriocin A system 
ORF 12 79 No homologues 
ORF 13 719 ABC transporter, plantaricin A system 
ORF 14 384 Accessory transport protein, sakacin A system 
ORF 15 76 No homologues 
ORF 16 174 No homologues 
ORF 17 88 No homologues 
ORF 18 80 No homologues 

 
ท่ีมา : Flynn et al. (2002) 
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ตารางท่ี 8 เปปไทดแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป inactive form จากแบคเทอริโอซิน ABP-118 ท่ีได
จากเช้ือ Lb. salivarius UCC118 

 

Protein Amino acid sequence of pre-peptides 

 Leaded peptides 
 

Mature peptides 

ORF3 MNNNFIQVDKKELAHIIGG RNSYDYIDSGQFGYDIGCTIANTIF
FKRLRHSNQNICS 

ORF4 VLKKLWNIWLDGG LIRGRKRYVIIPIIFAIFLPLSMWLSD
NEGMSYLDYI 

ORF5 MLKKLWETWLDGG FIRGKKRYVIAPVIWALLIPLGIWL
FGNEEMSYLDYIQTPKMIIVTIFCL
VGGSTLLYLLDTAMKVNKHMKG 

ORF6 
(Abp118α) 

MMKEFTVLTECELAKVDGG KRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVP
LGPAGIVGGANLGMVGGALTCL 

ORF7 
(Abp118β) 

MKNLDKRFTIMTEDNLASVNGG KNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGA
LIGAIGGPWSAVAGGISGGFTSCR 

ORF9 
(AbpIP) 

MKFEVLTEKKLQKIAGG ATKKGGFKRWQCIFTFFGVCK 

 
ท่ีมา : Flynn et al. (2002) 
 
 การควบคุมการสังเคราะหแบคเทอริโอซินเกิดจากการทํางานรวมกนัของ Histidine 
protein kinase (HPK), Response regulator (RR) และ Induction factor’s peptide (IF) ซ่ึงทําหนาท่ี
เสมือนตัวสงสัญญาณซ่ึงเหนีย่วนาํใหเกิดการลอกรหัส (transcription) ของยีนท่ีควบคุมการ
สังเคราะหแบคเทอริซิน โดย IF จะถูกสงออกนอกเซลลพรอมกับแบคเทอริโอซินดวย ABC- 
transporter และ accessory protein จากนัน้ IF ท่ีผลิตข้ึนจะเกิดการสะสมและจับกับ HPK บนเยื่อ
หุมเซลลซ่ึงสงผลใหเกิดปฏิกริิยาฟอสโฟรีเลชันและเติมหมูฟอสเฟตใหกับ RR และ RR จะทํา
หนาท่ีกระตุนการทํางานของยีนท่ีผลิตแบคเทอริโอซินตอไป ดังแสดงในภาพท่ี 10                         
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แบคเทอริโอซินถูกสังเคราะหบนไรโบโซมในรูปเปปไทดท่ียังไมพรอมทํางานและจะถูก
แยกสวน N-terminal leader  ออก โดยผานการดัดแปลงหลังกระบวนการ post-translation 
modification ซ่ึงทําใหเปปไทดอยูในสภาพพรอมทํางาน สวน N-terminal leader ของ                
แบคเทอริโอซินอาจมีลักษณะเปน Gly-2-Gly-1  หรือ signal peptide (Worobo et al., 1995) 
 

 
 
ภาพท่ี 10 การสังเคราะหแบคเทอริโอซิน 
 
ท่ีมา : Drider et al. (2006) 
 
4.  กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซิน 
 
 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินกลุม lantibiotic เรียกวา wedge-like model โดยเกิด
การจับกันระหวางดาน N-terminal ท่ีมีข้ัวและประจุบวก (polar and positive charge) กับสวนท่ี
เปนตัวรับ (receptor) ซ่ึงเปนประจุลบของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงการจับของแบคเทอริโอซินในกลุมนีจ้ะ
จับกับตัวรับท่ีมีความจําเพาะกับสวน N-terminal เทานั้น จากนั้นสวนท่ีเปนรอยพับ (hinge) ของ
ดาน C-terminal ท่ีมีความเปน hydrophobic จะเกดิการบิดและแทรกสวนท่ีเปน C- terminal เขาไป
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ในเยื่อหุมเซลล นําไปสูกระบวนการ aggregation ทําใหผนังเซลลเปนรู สงผลใหการผานเขาออก
ของสารภายในเซลลเสียสมดุลย และเซลลตายในท่ีสุด ดงัแสดงในภาพท่ี 11 (Gert et al., 1999) 
 

 
 
ภาพท่ี 11 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic  
 
ท่ีมา : Imke et al. (2006) 
 
 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินในกลุมท่ี 2 เกิดจากมัดของ α-helix peptides 
รวมตัวกันในลักษณะท่ีเรียกวา barrel-stave like pore กับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย สงผลใหสาร
ท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กภายในเซลลสามารถไหลออกสูภายนอกเซลลรวมท้ังมีการกระจายตัวดวย 
protein motive force (PMF) ทําใหศักยไฟฟาของเซลลและ pH มีการเปล่ียนแปลง สงผลใหมีการ
กระตุนใหมีการสังเคราะห ATP มีการสะสมหรือสูญเสียไอออนและสารเมทตาบอไลตอ่ืนๆ การ
สูญเสีย PMF สงผลใหมีระดบัของ ATP ภายในเซลลต่ํา ไมเกิดการขนสงสารอาหารภายในเซลล 
และเซลลไมสามารถรักษาระดับของโคเฟคเตอรไดเชน โพแทสเซียมและแมกนเีซียม เปนตน 
สงผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตและเซลลตายในท่ีสุด ดังภาพท่ี 12 
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ภาพท่ี 12 กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินในกลุมท่ี 2  
 
ท่ีมา : Gert et al. (1999) 
 
5. การนําแบคเทอริโอซินไปใชในการปรับปรุงความปลอดภัยในอาหาร 
 
 แบคเทอริโอซินไดเขามามีบทบาทอยางนอย 3 ทางในการควบคุมความปลอดภัยใน
อาหารคือการใชแบคเทอริโอซินท่ีบริสุทธ์ิหรือบริสุทธ์ิบางสวนในการเติมเปนสวนประกอบหนึ่ง
ในอาหาร การใชสายพันธุของเช้ือท่ีสรางแบคเทอริโอซิน ผสมกับองคประกอบท่ีใชเตรียมอาหาร 
หรือการใชสายพันธุท่ีสรางแบคเทอริโอซินแทนสายพันธุเดิมท่ีใชเปนเช้ือต้ังตนในอาหารหมัก ดัง
ภาพท่ี 13  
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ภาพท่ี 13 บทบาทของแบคเทอริโอซินในการควบคุมความปลอดภัยในอาหาร โดยอาจใชใน

รูปการเติมเช้ือต้ังตนท่ีสามารถสรางแบคเทอริโอซินลงไปในอาหาร ใหเปนอาหารหมัก 
(ซาย) หรือใชในรูปสวนผสมที่เปนผงเติมลงไปในอาหาร ซ่ึงใชเติมไดท้ังในอาหารหมัก
และอาหารท่ัวไป (ขวา) 

 
ท่ีมา : Deegan et al. (2006) 
 

แบคเทอริโอซินสามารถใชเติมลงในอาหาร  อาจใชในรูปท่ีไมผานการทําใหบริสุทธ์ิได 
นอกจากนี้ยังสามารถเตรียมเอง เชน ไนซินสามารถเตรียมไดจากการหมักน้ํานมท่ีไมมีไขมันโดย
ใชเช้ือ Lactococcus lactis ซ่ึงสรางไนซินได การเติมไนซินลงในอาหารนอกจากจะชวยปองกัน
การเนาเสียของอาหารแลวยงัชวยเพิ่มอายกุารเก็บของอาหารใหยาวนานข้ึน ดังแสดงในตารางท่ี 9 
(Choi and Park, 2000) และ (Cutter and Siragusa, 1995)  
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ตารางท่ี 9 ตัวอยางของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแลคติกท่ีใชเปนสารกันเสียในอาหาร 
 

Producer strain Bacteriocin 
Lactococcus sp. Nisin 
 Lacticin 3147 
 Lacticin 481 
 Lactococcin A, B และ M 
Lactobacillus sp. Lactocin 27 
 Sakacin A 
 Sakacin B 
 Plantaricin C 
Pediococcus sp. Pediocin A 
 Pediocin PA-1/AcH 
Leuconostoc sp. Leucocin A-UAL 187 
Enterocccus sp. Enterocin A 
Carnobacterium sp. Carnocin U149 
 Piscicolin 126 
 Divercin V41 

 
ท่ีมา :  O’Sullivan et al. (2002) 
 
6.  แบคเทอริโอซินท่ีไดจากเชื้อ Lb. salivarius K4 
 
 Pilasombut (2006) ไดทําการศึกษาแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ท่ี
แยกไดจากลําไสไก จากการศึกษาสามารถแยกแบคเทอริโอซินได 2 ชนิด คือ FK12 และ FK15 
โดย    แบคเทอริโอซิน FK12 มีลักษณะใกลเคียงกับแบคเทอริโอซิน presalivaricin B (sal B) 
(accession No. CAB 63019, 96% homology และ bateriocin-like prepeptide (accession No. 
AAM 61775, 94% homology) แบคเทอริโอซิน FK12 มีขนาดโมเลกุลเทากับ 4438.84 ดาลตัน 
สวน FK15 หรือ Salvicin K (sal K) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับ bactericin abp 118 α ท่ีไดจากเช้ือ 
Lb. salivarius supsp. salivarius UCC118 (64% identity) มีขนาดโมเลกลุเทากับ 4346.10 ดาลตัน 
จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเช้ือทดสอบ พบวา แบคเทอริโอซิน Sal K สามารถยับยั้ง
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การเจริญเติบโตของเชื้อทดสอบที่เปนแกรมบวกไดหลายชนิด ไดแก Lb. sakei subsp. sakei JCM 
1157T, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T, Enterococcus faecalis 
JCM 5803T, Bacillus coagulans JCM 2257T, Listeria innocua ATCC 33090T and Brochotrix 
campestris NBRC 11547 T แตไมสามารถยับยั้งการเจรญิเติบโตของ Staphylococcus aureus, 
E.coli JM109 และแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ   
 
 Pilasombut (2006) ไดทําการศึกษาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lb. salivarius K7 ซ่ึง
แยกไดจากลําไสไก จากการศึกษาสามารถแยกแบคเทอรโิอซินชนิด FK22 หรือ antimicrobial like 
bacteriocinβ (alb β) ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลเทากับ 4331.70 ดาลตัน และมีขนาดใกลเคียงกับขนาด
โมเลกุลของ bactericin abp 118 β ที่ไดแยกไดจาก Lb. salivarius supsp. salivarius UCC118 และ
มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ bactericin abp 118 β 98% แบคเทอริโอซิน alb β สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดบางชนิด เชน Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 
1157T  Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T และ Bacillus coagulans 
JCM 2257T แตไมสามารถยับยั้งเชื้อแบคทเีรียแกรมลบได 
 

7.  การผลิตแบคเทอริโอซินโดยใชระบบการแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli  
 
 การผลิตโปรตีนโดยใช E. coli เปนเซลลเจาบานยังคงไดรับความนิยม เนื่องจากสามารถ
ผลิตโปรตีนไดในปริมาณทีม่าก เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงาย อีกทั้งใชระยะเวลาในการผลิตโปรตีน
ส้ัน มีขั้นตอนนอยในการทําใหบริสุทธิ์ แตการผลิตโปรตีนที่มีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญ
ของเชื้ออ่ืน ตัวอยางเชน แบคเทอริโอซิน หรือเปปไทดตานจุลชีพชนดิอื่นเปนเรื่องยาก เนื่องจาก
สายเปปไทดมปีระจุเปนบวกและเปนพิษตอเซลล ถูกทําลายไดงายโดยโปรตีนบางชนิด หรืออาจ
การตกตะกอนของโปรตีนเนื่องจากมีการมวนพับ (folding) ที่ไมถูกตองจึงไดมีการแกปญหาโดย
การใชโปรตีนตัวเชื่อม (fusion protein) ซ่ึงโปรตีนตัวเชื่อมจะสงเสริมใหโปรตีนที่ตองการมีการ
มวนพับที่ถูกตองและไมถูกทําลายโดยโปรตีนบางชนิด อีกทั้งยังชวยลดขั้นตอนในการทําให
บริสุทธิ์ โปรตีนตัวเชื่อมมหีลายชนิด ไดแก glutathione-S-transferase (GST), intein, maltose 
binding protein (MBP) และ thioredoxin เปนตน  

 
อยางไรก็ตาม ผลการเชื่อมโปรตีนที่ตองการกับโปรตีนตัวเชื่อมแตละชนิดอาจใหผล

แตกตางกันขึน้อยูกับชนิดของโปรตีนตัวเชื่อมและโปรตีนแตละชนิด ปจจุบันยังไมมีโปรตีน
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ตัวเชื่อมชนดิใดที่มีความเหมาะสมและสามารถใชไดกับโปรตีนทุกชนิด (Hammarstrom et al., 
2002) เชน ในการศึกษาของ Chen et al. (2007) โดยศึกษาการผลิตเปปไทดตานแบคทีเรียชนิด 
ABP-CM 4 และ ABP-CMt ที่ไดจากหนอนไหมสายพันธุ Bombyx mori ซ่ึงเปปไทดดังกลาวเปน
สายเปปไทดมปีระจุบวกสูง และสามารถตอตานแบคทีเรียและราไดหลายชนิด  เมื่อทําการศึกษา
การแสดงออกของโปรตีนโดยเปรียบเทียบการใช GST และ intein  เปนโปรตีนตัวเชือ่ม พบวา 
การใช GST เปนตัวเชื่อมไมมีการแสดงออกของโปรตีน แตกตางจากการผลการใช intein เปน
ตัวเชื่อมซึ่งมีการแสดงออกของโปรตีนที่ถูกตอง ตัวอยางการผลิตแบคเทอริโอซินโดยใชโปรตีน
ตัวเชื่อม ไดแก cecropin (Xu et al., 2007) β-defensin (Diao et al., 2007) perinerin (Zhuo et al., 
2007) pediocin และ PA-1 (Moon et al., 2006) เปนตน  
 
8.  Glutathione-S-transferase (GST) fusion system 
 

GST เปนโปรตีนตัวเชื่อมทีเ่หมาะและงายในการศึกษาการแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์ 
และการตรวจสอบโปรตีนตัวเชื่อม เปนโปรตีนที่ประสบความสําเร็จในการศึกษาการแสดงออก
ของรีคอมบิแนนทโปรตีน GST fusion protein โดยทั่วไปจะมีตําแหนงตัดดวยทรอมบินเพื่อแยก
โปรตีนตัวเชื่อมออกจากโปรตีนที่สนใจ ภาพที่ 14 พลาสมิด pGEX4T-1 เปนดีเอ็นเอพาหะที่มี 
GST fusion protein ประกอบดวย T7/lac โปรโมเตอรเปนควบคุมใหมกีารแสดงของโปรตีน ยีน 
lac I เปนรหัสของ lac repressor ภายในดีเอน็เอพาหะมีตําแหนงเริ่มตนการสังเคราะหดเีอ็นเอ
จากพลาสมิด pBR322 มียีน bla ซ่ึงเปนยีนตานทานยาปฏิชีวนะแอมพซิิลิน ดังภาพที ่15 การทําให
โปรตีนที่เชื่อมตออยูกับ GST บริสุทธิ์ทําไดโดยการใช glutathione sepharose beads ซ่ึงจะจับกับ 
GST ไวไมใหสามารถผานคอลัมนไปได ในขณะที่โปรตนีอื่นที่ไมไดตออยูกับ GST จะสามารถ
ผานคอลัมนไปได สมารถกําจัด GST ออกจากโปรตีนเปาหมายไดโดยใชทรอมบิน ซ่ึงมีตําแหนง
ตัดดังนี้ Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser โดยทรอมบินจะตัดบริเวณระหวาง Arg และ Gly สงผลให
โปรตีนเปาหมายหลุดออกจาก GST ได การศึกษาการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช 
pGEX4T-1 เปนดีเอ็นเอพาหะ เชน การศึกษาของ Cao et al. (2008) โดยการศึกษาการแสดงออก
ของยีน β-defensin 4 จากมนษุย พบวา β-defensin 4 สามารถแสดงออก และทําใหบริสุทธิ์ได อีก
ทั้งยังคงความสามารถในการยับยั้งเชื้ออ่ืน แตกตางจาก Chen et al. (2007) ซ่ึงศึกษาการผลิตเปป
ไทดตานแบคทีเรียชนิด ABP-CM 4 และ ABP-CMt โดยใช pGEX4T-1 เปนดเีอ็นเอพาหะ ซ่ึงไม
พบการแสดงออกของโปรตีน  
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ภาพที่ 14 แผนภาพแสดงการทําโปรตีนที่มี GST fusion protein ใหบริสุทธิ์ 
 
ท่ีมา: Anonymous (2008) 

 

 
ภาพที่ 15 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pGEX4T-1 ซ่ึงภายในประกอบดวย Ori ของพลาสมิด 

pBR322 มียีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน lac I และ glutathione-S-transferase ทําหนาที่
เชื่อมตอกับโปรตีนเปาหมายเพื่อชวยในการทําใหบริสุทธิ์ อีกทั้งยังชวยใหโปรตีน
เปาหมายมกีารมวนพับที่ถูกตอง 

 
ท่ีมา: Anonymous (2008) 
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9.  Intein fusion system  
 

Intein fusion system เปนการทําใหโปรตีนบริสุทธิ์โดยการใชการตัดดวยตัวเอง (self-
cleavage) ดวย splicing element ที่เรียกวา intein เพื่อแยกโปรตีนเปาหมายออกจาก affinity tag 
โดยใช DTT, β-mercaptoethanol หรืออะมิโนซีสเทอีน ภาพที่ 16 ดีเอ็นเอพาหะที่มี intein เปน 
fusion protein เชน กลุมดีเอน็เอพาหะ pTYB ซ่ึงดีเอ็นเอพาหะในกลุมนี้มี T7/lac โปรโมเตอรเปน
ควบคุมใหมกีารแสดงของโปรตีน ยีน lac I เปนรหัสของ lac repressor ภายในดีเอน็เอพาหะมี
ตําแหนงเริ่มตนการสังเคราะหดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอของฟาจ M13 มียีน bla ซ่ึงเปนยีนตานทานยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ภาพที่ 17 และ ภาพที ่18 

 
ดีเอ็นเอพาหะ pTYB ใชสําหรับการทําโคลนนิ่ง การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนใน   

E. coli  พลาสมิดในกลุม pTYB มีหลายชนิด ไดแก pTYB1 pTYB2 pTYB11 และ pTYB12 ซ่ึง 
พลาสมิดทั้ง 4 ชนิด สามารถแบงออกไดเปนสองกลุมคือ กลุมที่มี intein อยูบริเวณปลาย C ของ 
fusion protein  ไดแก pTYB1 และ pTYB2 เปนกลุมที่มี intein อยูบริเวณปลาย N ของ fusion 
protein ไดแก pTYB11 และ pTYB12 การทําใหโปรตีนที่ตออยูกับ intein บริสุทธิ์ทําไดโดยนํา
โปรตีนที่เชื่อมตออยูกับ intein ผานคอลัมน chitin beads โปรตีนสวนทีเ่ปน intein จะจับกับ chitin 
beads ทําใหตดิอยูกับ chitin beads ในขณะที่โปรตีนอื่นๆ ไมสามารถจับกับ chitin beads ได เมื่อ
ในสารละลายมี DTT, β-mercaptoethanol หรือ cysteine อยูในสารละลายจะทาํให intein เกิดการ
ตัดเอาโปรตีนเปาหมายออกจาก intein ได การผลิตโปรตีนโดยใช intein เปน fusion protein เชน 
การศึกษาของ Diao et al. (2007) โดยทําการศึกษาการแสดงออกของเปปไทด β-defensin ของ
มนุษย พบวา เปปไทด β-defensin สามารถแสดงออกได เชนเดียวกนักับ Chen et al. (2007) ซ่ึง
ศึกษาการผลิตเปปไทดตานแบคทีเรียชนิด ABP-CM 4 และ ABP-CMt โดยใช pTYB11 เปน       
ดีเอ็นเอพาหะ พบวาเปปไทดที่เชื่อมตอกับ intein มีการแสดงออกและสามารถผลิตเปปไทดได
สําเร็จ 
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ภาพที่ 16 Intein fusion protein ทั้งสองแบบ คือ N-terminal fusion protein และ C-terminal   

fusion protein  และการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์เมื่อใช intein fusion system  
 
ท่ีมา: Anonymous (2006) 
 

 
 
ภาพที่ 17 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ซ่ึงมี intein อยูทางดานปลายหมูคารบอกซิล 

ภายในพลาสมดิประกอบดวยยีน lacI ยีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน จดุเริ่มตนของการ
สังเคราะหดีเอน็เอในฟาจ M13 และ intein    

 
ท่ีมา: Anonymous (2006) 
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ภาพที่ 18 องคประกอบของดีเอ็นเอพาหะ pTYB12 ซ่ึงมี intein อยูทางดานปลายหมูกรด      อะมิ

โน ภายในพลาสมิดประกอบดวยยีน lacI ยีนตานยาปฏชีิวนะแอมพิซิลิน จุดเริ่มตนของ
การสังเคราะหดีเอ็นเอในฟาจ M13 และ intein   

 
ท่ีมา: Anonymous (2006) 
  
10.  การกลายแบบสุม (random mutagenesis) 
 
 การกลายแบบสุม เปนวิธีการหนึ่งในการววิัฒนาการโดยตรง (Directed evolution) ซ่ึง
เปนเครื่องมือในดานชวีวิทยาโมเลกุลที่กําลังไดรับความนยิมในปจจุบัน การกลายแบบสุมเปน
วิธีการสรางหองสมุดยีนใหมีความหลากหลายแลวทําการคัดเลือกสายพันธุกลายทีต่องการ 
สามารถจําแนกไดหลายแบบขึ้นอยูกับวิธีการขั้นพื้นฐาน ในปจจุบันเทคนิคนี้เปนเทคนิคที่ใชกัน
อยางกวางขวางในงานดานไบโอคาตาไลซิส (biocatalysis) และงานวิจยั  การกลายพนัธุ 
(mutation) สามารถชักนําใหเกิดขึ้นไดที่ตําแหนงจําเพาะโดยใชเทคนิค site directed mutagenesis 
หรือชักนําใหเกิดการกลายทัง้หมดในยนีไดดวยเทคนิค random mutagenesis (Neylon et al., 
2004)  การทําใหเกิดการกลายแบบสุมมหีลายวิธีไดแก DNA shuffling และ error prone PCR เปน
ตน 
 
 
 

pTYB12 
7,412 bp 
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11.  การทําใหเกิดการกลายแบบสุมโดยวิธี error prone PCR 
 
 Error prone PCR เปนการเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายเนื่องจากการคัดลอกดีเอ็นเอที่
ผิดพลาด และการเติมสิ่งกอกลายพันธุในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ เชนการเตมิ Mn2+ หรือ 
Mg2+ (Cadwell และ Joyce, 1991; Leung et al., 1989) การทําใหเกิดการกลายโดยวิธี error prone 
PCR สามารถทําไดโดยไมจาํเปนตองทราบขอมูลโครงสรางของโปรตีนที่ตองการทําใหเกิดการ
กลายโดยละเอยีด (Kim et al., 2003)  ผลจากการทํา error prone PCR สามารถทําใหโปรตีนมี
ความสามารถในการทนทานตออุณหภูมทิี่สูงขึ้นได และทําใหคร่ึงชวีติ (half-life) ของโปรตีน 
subtilisin S41 ทนความรอนที่อุณหภูมิ 60 °C เพิ่มขึ้น 120 เทา อีกทั้งยังทําให Tm (melting 
temperature) ของสายพันธุกลายเพิ่มขึ้นสงูกวาสายพันธุดั้งเดิม (wide type) ถึง 25 °C หลังจากการ
ทํา error prone PCR 8 รอบ (Wintrode et al., 2001) ในขณะที่การศึกษาการทนตอความรอนของ
โปรตีน peroxidase จากเชื้อรา พบวาเอนไซมสามารถทนตอความรอนไดสูงขึ้น 110 เทา เมื่อทํา
การทําใหเกิดการกลายโดยใชวิธี error prone PCR รวมกบัการทํา DNA shuffling (Cherry et al., 
1999). 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

 
1.  อุปกรณ 
 

1. เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer 
2. เคร่ือง PCR Thermal cycler 
3. เคร่ืองเหวีย่ง 
4. เคร่ืองปนแหงแบบสุญญากาศ 
5. เคร่ืองบดสาร 
6. ตูอินคูเบเตอร 
7. ตูอบไอรอน 
8. ตูปลอดเช้ือ 
9. ตูเย็น 
10. ตูแชแข็ง -20 °C และ -80 °C  
11. อางควบคุมอุณหภูมิ 
12. เคร่ืองคอมพิวเตอร 
13. เคร่ืองทําแหงสารละลาย 
14. เคร่ืองช่ัง 
15. ชุดอิเล็คโตรโฟรีซิส  
16. เคร่ืองดีเอ็นเออิเล็คโตรโฟรีซิสแนวนอน 
17. เคร่ืองโปรตีนอิเล็คโตรโฟรีซิสแนวตั้ง 
18. ไมโครไปเปปท 
19. pH มิเตอร 
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2.  สารเคมี 
 

1. Lactobacillus salivarius K4 (ดร. คมแข พลิาสมบัติ สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลา
เจาคุณทหารลาดกระบัง) 

2. L. sakei supsp. JCM1157T (รศ. ดร. สุนีย นิธิสินประเสริฐ คณะเทคโนโลยีชีวภาพ 
ภาควิชาอุตสาหกรรมอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน) 

3. Leu. mesenteroides subsp. Mesenterodidels TISTR 942T(ดร. คมแข พิลาสมบัติ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง) 

4. E. coli strain DH5α  
5. E. coli BL21 (DE3) (promega, USA) 
6. pGEM-T® easy vector (promega, USA) 
7. pGEX4T1 (GE healthcare) 
8.  pTYB1 และ pTYB12 (New England Biolab, UK) 
9. เอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ NdeI BamHI และ XhoI (Fermentus, USA) 
10. เอ็นไซม T4 DNA ligase และ Taq polymerase (fermentus, USA) 
11. ชุดสําเร็จสําหรับสกัดพลาสมิด (Fermentus, USA) 
12. ชุดสําเร็จสําหรับทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ (Qiagen, USA ) 
13. ดีเอ็นไพรเมอร (Fermentus, USA) 
14. อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Luria-Bertani broth (LB broth) 
15. อาหารเล้ียงเช้ือสูตร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 
16. แลคโตส 
17. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Fermentus, USA) 
18. Chitin beads (New England Biolab, UK) 
19. 1, 4-Dithiothreitol (DTT) (Fermentus, USA) 
20. Glutathione sepharose beads (GE healthcare, UK) 
21. Glutathione S-transferase (GE healthcare, UK)  
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วิธีการ 

 
1. เชื้อแบคทีเรีย และอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 
 Lb.  salivarius K4, L. sakei supsp. JCM1157T และ Leu. mesenteroides subsp. 
Mesenterodidels TISTR 942T เล้ียงในอาหารสูตร MRS ในสภาพไมมีอากาศ อุณหภมิู 30         
องศาเซลเซียส E. coli สายพันธุ DH5α และสายพันธุ BL21(DE3) เล้ียงในอาหารสูตร BL ใน
สภาพตองการอากาศ และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

2. การสกัด DNA จาก Lb. salivarius K4 (ดัดแปลงจาก Carolissen-Mackay  et al., 1997)  
 

เล้ียง Lb. salivarius K4 ในอาหาร MRS 3 มิลลิลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซียส ขามคืน ปนเก็บ
เซลล ดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติมสารละลาย TE buffer (10 mM Tris, 1mM 
EDTA) ผสมกับ 0.67% sucrose ผสมใหเขากัน เติม lysozyme (70 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 100 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม 20% SDS 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
เติม RNase 4 ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติมสารละลายฟนอล 700 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยพลิกหลอดไปมา ปนแยกสวนใสดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
นาน 15 นาที ดูดสวนใส เติม phenol : chloroform (1:1) 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปนแยก
สวนใสดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใส เติม chloroform : 
isoamylalcohol (24 : 1) 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ปนแยกสวนใสดวยความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใส เติม isopropanol 2 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ บมไวท่ี   
-20 องศาเซลเซียส ขามคืน ปนเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที 
ลางตะกอนดเีอ็นเอ 2 คร้ัง ดวย 70% ethanol 500 ไมโครลิตร ท้ิงใหแหง ละลายดีเอ็นเอดวยน้ํา 
และตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ ดวยวิธี electrophoresis บน 1% agarose gel ยอมเจลใน
สารละลาย ethidium bromide นาน 2 นาที ลางดวยน้ําเปลา นาน 10 นาที ตรวจดแูถบดีเอ็นเอและ
ขนาดของดีเอ็นเอดวยเคร่ือง UV Transilluminator 
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Inactive-forward primer Reverse primer 

Active-forward primer 

Reverse primer 

3. การออกแบบไพรเมอร สําหรับสังเคราะหยีนแบคเทอริโอซิน sal K และ alb β 
 

การออกแบบไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยนีแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β จากจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Lb. salivarius K4 เทียบกบัฐานขอมูล
ของ Lb. salivarius subsp. salivarius UCC118 ในฐานขอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) และใชโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) เพื่อเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทป ออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β และเนื่องจากยีนแบคเทอริโอซินภายในเซลลจะอยูในรูปแบบท่ี
ไมพรอมทํางาน (inactive form) เพราะมียนีท่ีเปนรหัสของสวนท่ีเปน leader peptide ใน
กระบวนการขนสงแบคเทอริโอซินออกนอกเซลลจะมีการตัดเปปไทดแบคเทอริโอซินท่ีตําแหนง
กรดอะมิโน GG เพื่อกําจัด leader peptide สงผลใหแบคเทอริโอซินอยูในรูปท่ีพรอมทํางาน 
(active form) ดังนั้นในการออกแบบไพรเมอรจึงไดมีการออกแบบใหไดช้ินยนีท่ีอยูท้ังในรูปของ 
inactive form และ active form โดยออกแบบไพรเมอรบริเวณลําดบันิวคลีโอไทดท่ีกําหนด       
แบคเทอริโอซินในรูป inactive form เพื่อสรางแบคเทอริโอซินในรูป inactive form และออกแบบ
ไพรเมอรหลังตําแหนงกรดอะมิโน GG ของ leader peptide เพื่อสรางแบคเทอริโอซินในรูป active 
form ดังภาพท่ี 19  

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 19 ลักษณะของเปปไทดแบคเทอริโอซิน inactive form และ active formโดย inactive form 

คือมีเปปไทดท่ีมี leader peptide อยูในสายเปปไทด มีนวิคลีโอไทด GG ซ่ึงเปนตําแหนง
ตัด (cleavage site) ท่ีทําใหแบคเทอริโอซินเปล่ียนเปน active form 

 

Leader peptide GG Active bacteriocin 

Active form 

Inactive form 

Cleavage site 
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ตารางท่ี 10 ไพรเมอรท่ีใชสําหรับการสังเคราะหยนีแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β สําหรับเพิม่ปริมาณช้ินยนีในดเีอ็นเอพาหะท้ังสาม
ประเภท ไดแก pGEX4T-1, pTYB1 และ pTYB12 โดย F หมายถึง forward primer 
และ R หมายถึง reverse primer คา Tm คือคาท่ีทําใหดเีอ็นเอเกลียวคูกลายเปนสาย
เดี่ยว 

 
Primer Sequence (5’          3’) Tm 

Inactive-salK -pTYB-F TACATATGAAAGAATTTACAGTATTAACAG 59.2 
Active-salK-pTYB-F CGCATATGAAACGTGGTCCTAACTGTGT 62.3 
Active-salK-pGEX-F CGCCATGGGATCCAAACGTTATCCTAATTGT 62.7 
salK-R (stop) TTCTCGAGCTATAAACAAGAAATTGC 60.4 
salK-R (non stop) CCCTCGAGTAAACAAGAAATTGCTCCGGCCACCAT 64.2 
Active-β-pTYB-F TACATATGAAAAATTTAGATAAGAGATACACA 59.4 
Inactive-β-pTYB-F GCCATATGAAAAATGGTTATGGTGGTAGTG 61.6 
Active-β-pGEX-F CGCCATGGGATCCAAAAATGGCTATGGTGGA 63.8 
β-R (stop) TTCTCGAGTTAACGACAACTTTTTAT 60.0 

β-R (non stop) CGCTCGAGACGACAACTTTTTATACCACCAG 62.7 

 
หมายเหตุ 

Melting temperature (Tm) คํานวณโดยใชสมการ Tm = 2(A+T) + 4(G+C) 
แสดงลําดับเบสของเอ็นไซมตัดจําเพาะ NdeI  
แสดงลําดับเบสของเอ็นไซมตัดจําเพาะ BamHI  
แสดงลําดับเบสของเอ็นไซมตัดจําเพาะ XhoI  

 
สําหรับการเพิม่ปริมาณช้ินดเีอ็นเอเพื่อเช่ือมตอเขาสูดีเอ็นเอพลาสมิด pGEX4T-1 ใชคู   

ไพรเมอรดังตอไปนี้คือ ยีน active/sal K ใชไพรเมอร  active-salK-pGEX-F และ salK-R (stop) ยีน 
active /albβ ใชไพรเมอร Active-β-pGEX-F และ β-R (stop)  

 
 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอเพื่อเช่ือมตอเขาสูดีเอ็นเอพลาสมิด pTYB1 ใชคูไพรเมอร
ดังตอไปนี้คือ ยีน inactive/salK ใชไพรเมอร inactive-salK-pTYB-F และ salK-R (non stop) ยีน 
active/sal K ใชไพรเมอร  Active-salK-pTYB-F และ salK-R (non stop) ยีน inactive/alb β ใช    
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ไพรเมอร Inactive-β-pTYB-F และ β-R (non stop) ยีน active/alb β ใชไพรเมอร Active-β-pTYB-
F และ β-R (non stop) 
 
 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอเพื่อเช่ือมตอเขาสูดีเอ็นเอพลาสมิด pTYB12 ใชคูไพรเมอร
ดังตอไปนี้คือ ยีน inactive/sal K ใชไพรเมอร inactive-salK-pTYB-F และ salK-R (stop) ยีน 
active/sal K ใชไพรเมอร  Active-salK-pTYB-F และ salK-R (stop) ยีน inactive/alb β ใชไพร
เมอร Inactive-β-pTYB-F และ β-R (stop) ยนี active/alb β ใชไพรเมอร Active-β-pTYB-F และ 
β-R (stop)  
 
3. การเพิ่มปริมาณ ยีนแบคเทอริโอซิน sal K และ alb β 
 

ทําการเพิ่มปริมาณยนีแบคเทอริโอซิน sal K และ alb β โดยใชวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) หรือปฏิกิริยาลูกโซพีซีอาร โดยใชจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Lb. salivarius K4 เปน 
ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) โดยใชไพรเมอรดังตารางท่ี 11 และสารละลายท่ีใชใน
กระบวนการพีซีอารประกอบดวย 1X Taq บัฟเฟอร, 0.2 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 0.2U Taq 
DNA polymerase, 10 pmole ไพรเมอร ทําปฏิกิริยาพีซีอาร 30 รอบ โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การทําพีซีอาร ดังนี ้
 
 ข้ัน pre-denaturation 94 ºC 5  นาที 
 ข้ัน denature  94 ºC 30  วินาที 
 ข้ัน annealing  50 ºC 30  วินาที 
 ข้ัน extension 72 ºC 1  นาที 
 ข้ัน last-extension 72 ºC 10  นาที 
  
 ทําการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดโดยใช 1% agarose gel electrophoresis และทําให
ช้ินดีเอ็นเอท่ีไดใหบริสุทธ์ิโดยใช gel extraction kit (Qiagen, USA)  
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4. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pGEMT®-easy vector 
 
  นําช้ินดีเอ็นเอท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ เช่ือมตอกับ pGEMT® โดยใช pGEMT®-easy vector 
kit (Promega, USA) ซ่ึงประกอบดวย 2X Rapid Ligation Buffer, 50 ng pGEMT®-easy vector, 
PCR product, 3U T4 DNA ligase ทําการผสมสวนผสมใหเขากัน บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 4 °C  
ขามคืน ทําการยายสวนผสมเขาสูคอมพิเทนทเซลลชนิด DH5α โดยวิธี heat shock transformation 
(Sambrook and Russell, 2001) แลวทําการคัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนบนอาหารแข็งสูตร LB 
agar ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพซิิลิน IPTG และ X-Gal บมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC ขามคืน ทําการ
ตรวจ สอบโคโลนีท่ีมีช้ินดีเอ็นเอ โดยวิธีโคโลนีพีซีอารและตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด ดังภาพ
ท่ี 20 ซ่ึงแสดงโครงสรางของพลาสมิด pGEMinactive/sal K และภาพท่ี 21 ซ่ึงแสดงโครงสราง
ของพลาสมิด pGEMinactive/alb β 
 

 
 
ภาพท่ี 20 ภาพของพลาสมิด pGEMinactive/sal K (3,206 bp) ซ่ึงประกอบดวย จุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/sal K (206 bp)  

 

pGEM inactive/sal K 
3,206 bp 

Inactive/sal K (206 bp) 
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ภาพท่ี 21 ภาพของพลาสมิด pGEMinactive/alb β (3,210 bp) ซ่ึงประกอบดวย จุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/alb β (210 bp) 

 
5.  การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pGEX4T-1 เปนดีเอ็นเอพาหะ 
 

5.1  การเตรียมช้ินดีเอ็นเอ เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทของยีนแบคเทอริโอซิน active/sal K 
และ active/alb β 
 

นําช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําพีซีอารมาตัดดวยเอนไซม BamHI (Fermentas, USA) 
รวมกับเอนไซม XhoI (Fermentas, USA) จากนั้นจึงบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน นําดีเอ็นเอ
ท่ีไดมาตรวจสอบแถบ และขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1% agarose gel  
จากนั้นจึงทําการกําจัดสารละลายท่ีเกดิจากการทําปฏิกิริยาพีซีอารออกไปโดยการตกตะกอน         
ดีเอ็นเอดวยสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร 1/10 เทาของปริมาตร จากนั้นเติม
เอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร  นําไปแชเยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําสาร 
ละลายมาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 % ทําตะกอนใหแหง ละลาย
ตะกอนดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือ  

 
5.2  การเตรียมพลาสมิด pGEX4T-1 expression vector  

 
เพิ่มจํานวนพลาสมิด pGEX4T-1 expression vector (GE healthcare) ใหไดปริมาณมากโดย

การโยกยาย (transform) เขาสูเซลลของ E. coli สายพันธุ DH5α ดวยวธีิ heat shock 

pGEMinactive/alb β 
3,210 bp 

Inactive/alb β (210 bp) 
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transformation เล้ียงเช้ือ E. coli สายพันธุ DH5α ในอาหาร LB broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีมี
แอมพิซิลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 220 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง สกัดแยกพลาสมิด pGEX4T-1 จากเซลลโดยวิธี 
alkaline lysis method (Sambrook and Russell, 2001) จากน้ันทําการตกตะกอนดีเอ็นเอเพื่อทําให 
ดีเอ็นบริสุทธ์ิดวยการเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติมเอธานอล
บริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเย็นท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนาํมาปน
ตกตะกอน ดดูสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง ละลายตะกอน  
พลาสมิด pGEX4T-1 ดวยน้ํากล่ันท่ีมี RNaseA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร บมท่ี 37       
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อกําจดัอารเอ็นเอ แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีได ดวย
วิธี electrophoresis บน 1%  agarose gel  

 
5.3  การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX4T-1 expression vector 

 
การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pGEX4T-1 expression vector โดยการใชเอนไซม 

BamHI รวมกบัเอนไซม XhoI ดังภาพ 22 และบมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท้ิงไวขามคืน 
(12-16 ช่ัวโมง) เพื่อใหดีเอ็นเอถูกตัดไดสมบูรณ จากนั้นนําสวนผสมดงักลาวมาตกตะกอนดีเอ็นเอ
เพื่อทําใหดีเอ็นบริสุทธ์ิดวยการเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติม
เอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามา
ปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง จากน้ันละลาย
ตะกอนดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือ ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1% 
agarose gel  
 

 
 

ภาพท่ี 22 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซินยีนท่ีตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI และ XhoI โดยเช่ือมตอช้ินยีนเขาสูดีเอ็นเอพาหะ pGEX4T-1 บริเวณตําแหนง
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XhoI 
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5.4  การเช่ือมดีเอ็นเอยีนแบคเทอริโอซิน active/sal K และ active/alb β เขากับ linear DNA 
ของพลาสมิด pGEX4T-1 Expression vector  
 

เช่ือมตอดีเอ็นเอยีนแบคเทอริโอซิน active/sal K และ active/alb β เขากบั linear DNA 
ของพลาสมิด pGEX4T-1 expression vector ดวยเอนไซม T4 DNA Ligase บมทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน โครงสรางของพลาสมิด pGEXactive/sal K ดังภาพ 23  และ
โครงสรางของพลาสมิด pGEXactive/alb β ดังภาพ 24 

 

 
 
ภาพท่ี 23 แผนภาพของพลาสมิด pGEXactive/sal K (5,113 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
active/salK (144 bp) 
 

 
 

ภาพท่ี 24 ภาพของพลาสมิด pGEXactive/alb β (5,113 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการจําลอง 
ดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน active/sal 
K (144 bp) 

pGEXactive/alb β 

5,113 bp 

active/albβ (144 bp) 

pGEXactive/sal K 
5,113 bp 



  
                                                                                                                                                   46 

 5.5  การโยกยายดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli สายพันธุ DH5α  
 

โดยนําสวนผสม ligation นํามาเติมลงใน E. coli competent cells สายพันธุ DH5αปริมาตร 
200 ไมโครลิตร นําหลอดไมโครทิวปแชน้าํแข็งทันที นาน 30 นาที โยกยายดีเอ็นเอสายผสม ดวย
วิธี heat shock transformation ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แลวแชน้ําแข็งทันที 
นาน 2 นาที จากนั้นเติม LB Broth medium ปริมาตร 600 ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 5,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอนเซลลมาเล้ียงบน
อาหารแข็งท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 

5.6  การคัดเลือกหาเซลลท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
 

คัดเลือกเซลลท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเปนโคโลนีเดีย่ว ซ่ึง
คาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม ดวยวิธีการสุม นํามาเล้ียงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เล้ียงท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 
220 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB Broth มาปนตกตะกอน
เซลล แลวนํามาสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis method โดยเทอาหารเกาท้ิงแลวเติม
สารละลาย I (solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) 
ปริมาตร 100ไมโครลิตร ละลายตะกอนดวยเคร่ือง vortex แลวเติมสารละลาย II (solution II; 0.2N 
NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวเติม
สารละลาย III (solution III; 5M potassium acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวีย่งเพ่ือตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 นาที ดูดเก็บสวน
ใสประมาณ 400 ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสมของ phenol : chloroform ในอัตราสวน 1:1 ผสม
ใหเขากนัโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 rpm นาน 15 นาที ดูดเก็บ
สวนใสใสหลอดใหม ทําใหพลาสมิดบริสุทธ์ิดวยการเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 
3 โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเย็นท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที จากนั้นนาํมาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง 
จากนั้นละลายตะกอนดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือท่ีมี RNaseA ปริมาตร 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อขจัด   อารเอ็นเอ ตรวจสอบพลาสมิดท่ีไดดวยวิธี 
electrophoresis บน 1% agarose gel  
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5.7 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 

 นําโคโลนีท่ีตรวจสอบแลววามียีน active/sal K และ active/alb β ยายเขาสูคอมพิเทนท
เซลลชนิด E. coli  สายพันธุ BL21 (DE3) โดยใชวิธี heat shock และเซลลท่ีไดรับการถายยีนไป
เล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินเขมขน 100 μg/μl นําไปบมในเคร่ืองเขยาท่ี
อุณหภูมิ 37 ºC จนกระท่ังคาดูดกลืนแสงท่ีความเขมแสง 600 นาโนเมตรประมาณ 0.6-0.8 ทําการ
ชักนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนดวยการเติมน้ําตาลแลคโตสความเขมขน 0.2 % ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือเดิม จากน้ันจึงทําการเก็บเซลลเม่ือทําการเล้ียงเซลลผานไปจนครบ 4 ช่ัวโมง ศึกษาขนาด
ของโปรตีนท่ีไดดวยเทคนิค 2sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) โดยใช 12% acrylamide gel (Sambrook and Russell, 2001) 
 
 5.8 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิโดยใช glutathione sepharose beads 
 
 ทําการยายพลาสมิด pGEX4T1 ท่ีมียีน active/sal K และ active/alb β  เขาสู E. coli          
สายพันธุ BL21 (DE3) โดยใชวิธี heat shock และเล้ียงเซลลในอาหารสูตร LB broth ท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลินเขมขน 100 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC จนกระทั่งคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความเขมแสง 600  นาโนเมตร มีคาประมาณ 0.6-0.8  ทําการเติมตัวเหนี่ยวนําเพื่อให
มีการแสดงออกของโปรตีนดวยน้ําตาลแลคโตสความเขมขน   0.2 % และเล้ียงตอเนือ่งท่ีอุณหภูมิ
เดิมจนครบ 4 ช่ัวโมง ทําการเก็บเซลลโดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบตอนาที 
เปนเวลา  30 นาที จากนั้นจงึเทสวนใสท้ิงและนําตะกอนเซลลมาทําใหเซลลแตกในสารละลาย          
พีบีเอสบัฟเฟอร (phosphate buffer saline, PBS) (NaCl 140 มิลลิโมลาร, KCl 2.7 มิลลิโมลาร, Na2 
HPO4 10 มิลลิโมลาร, KH2PO4 1.8 มิลลิโมลาร (pH 7.3)).โดยใชเคร่ือง sonicator จากนัน้จึงทํา
การปนเหวี่ยงเพื่อเก็บสวนใสโดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
30 นาที เพื่อกาํจัดเศษเซลล นําสวนใสท่ีไดจากการปนเหวีย่งไปทําใหบริสุทธ์ิ โดยนําสวนใสผาน 
glutathione sepharose bead แลวลางดวย wash buffer (Tris HCl 0.1 โมลาร, NaCl 0.5 โมลาร, pH 
8.5) จากนัน้จึงทําการแยกโปรตีนออกจาก beads ดวย glutathione elution buffer (0.154 กรัม 
reduced glutathione ซ่ึงละลายใน 50 มิลลิลิตร ของ 50 มิลลิโมลาร Tris-HCl, pH 8.0)  จากนั้นจึง
ทําการลดปริมาตรสารละลายโปรตีนดวยเคร่ืองfreeze dryer จากนัน้จึงทําการตัดแบคเทอริโอซิน
เปปไทดออกจากโปรตีน glutathione S-transferase ดวยทรอมบิน (bovine thrombin) โดยการเติม

http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel�
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis�
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โปรตีนท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิลงในสารละลายท่ีมีทรอมบินเปนเวลา 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 22 
องศาเซลเซียส ตรวจสอบขนาดของโปรตีนท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE โดยใช acrylamide 12% 
 
6.  การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pTYB1 และ pTYb12 เปนดีเอ็นเอพาหะ 
 

6.1  การเตรียมช้ินดีเอ็นเอ เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, 
active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β โดยใชพลาสมิด pTYB1 และ pTYB12 เปน             
ดีเอ็นเอพาหะ 

 
นําช้ินพีซีอารท่ีไดจากการทําพีซีอารมาตัดดวยเอนไซม NdeI (Fermentas, USA) รวมกับ

เอนไซม XhoI (Fermentas, USA) จากนัน้จึงบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน นําดีเอ็นเอท่ีไดมา
ตรวจสอบแถบ และขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1%  agarose gel  จากนั้นจึง
ทําการกําจัดสารละลายท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาพีซีอารออกไปโดยการเติมสารละลายโซเดียม     
อะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเย็นท่ี -20         
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 
70% ทําตะกอนใหแหง ละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ  

 
6.2  การเตรียมพลาสมิด pTYB1 และ pTYB12 expression vector 

 
การเตรียม linear DNA ของพลาสมิด pTYB1 และ pTYB12 expression vector โดยการใช

เอนไซม NdeI พรอมกับเอนไซม XhoI ดังแสดงในภาพท่ี 25 และภาพท่ี 26 บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท้ิงไวขามคืน (12-16 ช่ัวโมง) เพื่อใหเอนไซมตัดดีเอ็นเอไดสมบูรณ จากน้ันนํา
สวนผสมดังกลาวมาตกตะกอนดีเอ็นเอเพือ่ทําใหดีเอ็นบริสุทธ์ิดวยการเติมสารละลายโซเดียม      
อะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเย็นท่ี -20 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 
70% ทําตะกอนใหแหง จากนั้นละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ี
ไดดวยวิธี electrophoresis บน 1% agarose gel  
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ภาพท่ี 25 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซินยีน inactive/sal K, active/sal K, 

inactive/alb β และ active/alb β ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ XhoI เขาสู        
ดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ XhoI 

 

 
 
ภาพท่ี  26 ตําแหนงตัดจําเพาะท่ีใชสําหรับโคลนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 

inactive/alb β และ active/alb β ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ XhoI เขาสู               
ดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ XhoI 

 
6.3  การเช่ือมดีเอ็นเอยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ 

active/alb β เขากับพลาสมิด pTYB1 และ pTYB12 Expression vector  
 
เช่ือมตอดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ 

active/alb β ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเขากับ linear DNA ของพลาสมิด pTYB1 expression 
vector ดวยเอนไซม T4 DNA Ligase บมทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน ดังภาพ 
27 แสดงโครงสรางของพลาสมิด pTYB1inactive/sal K ภาพ 28 แสดงโครงสรางของพลาสมิด 
pTYB1active/sal K ภาพ 29 แสดงโครงสรางของพลาสมิด pTYB1inactive/ alb β และภาพ 30 
แสดงโครงสรางของพลามิด pTYB1active/alb β 
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ภาพท่ี 27 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1inactive/sal K (7,645 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/sal K (206 bp) 

 

 
 
ภาพท่ี 28 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1active/sal K (7,579 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
active/sal K (144 bp) 

 

7,645 bp 

7,579 bp 

pTYB1inactive/sal K 

pTYB1active/sal K 



  
                                                                                                                                                   51 

 
 
ภาพท่ี 29 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1inactive/alb β (7,649 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/alb β (210 bp) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 30 แผนภาพของพลาสมิด pTYB1active/alb β (7,579 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
active/alb β (144 bp) 

 
เช่ือมตอดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ 

active/alb β ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเขากับพลาสมิด pTYB1 expression vector ดวยเอนไซม 
T4 DNA Ligase บมทําปฏิกริิยาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน ดังภาพ 31 แสดงโครงสราง
ของพลาสมิด pTYB12inactive/sal K ภาพ 32 แสดงโครงสรางของพลาสมิด pTYB12active/sal K 
ภาพ 33 แสดงโครงสรางของพลาสมิด pTYB12inactive/alb β และภาพ 34 แสดงโครงสรางของ 
พลามิด pTYB12active/alb β 

Inactive/albβ (210 bp) pTYB1inactive/alb β 
7,649 bp 

active/albβ (144 bp) 
pTYB1active/alb β 

7,579 bp 
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ภาพท่ี 31 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12inactive/sal K (7,583 bp) ซ่ึงประกอบดวยจดุเร่ิมตน

การจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/sal K (206 bp) 

 

 
 
ภาพท่ี 32 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12active/sal K (7,521 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
active/sal K (144 bp) 

 
 

Inactive/salK (206 bp) 

pTYB12inactive/sal K  

pTYB12active/sal K 

7,583 bp 

7,521 bp 
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ภาพท่ี 33 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12inactive/alb β (7,589 bp) ซ่ึงประกอบดวยจดุเร่ิมตน

การจําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/alb β (210 bp) 

 

 
 
ภาพท่ี 34 แผนภาพของพลาสมิด pTYB12active/alb β (7,521 bp) ซ่ึงประกอบดวยจุดเร่ิมตนการ

จําลองดีเอ็นเอ (Ori), lac operon, ampicillin resistant gene และยีนแบคเทอริโอซิน 
active/alb β (144 bp) 

 
6.4 การโยกยายดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli สายพันธุ DH5α  

 
โดยนําสวนผสม ligation นํามาเติมลงใน competent cells (E. coli สายพันธุ DH5α)

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําหลอดไมโครทิวปแชน้ําแข็งทันที นาน 30 นาที โยกยายดีเอ็นเอสาย
ผสมดวยวิธี heat shock transformation ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แลวแช

Inactive/albβ (210 bp) 

7,589 bp 

pTYB12inactive/alb β 

pTYB12active/alb β 
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น้ําแข็งทันที นาน 2 นาที จากนั้นเติม LB Broth medium ปริมาตร 600 ไมโครลิตร บมท่ี 37      
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวนํามาหมุนเหวี่ยง 5,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตะกอน
เซลลมาเล้ียงบนอาหารแข็งท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 37     
องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
6.5 การคัดเลือกหาเซลลท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 

 
คัดเลือกเซลลท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเปนโคโลนีเดีย่ว ซ่ึง

คาดวามีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม ดวยวิธีการสุม นํามาเล้ียงในอาหาร LB Broth ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เล้ียงท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 
220 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB Broth มาปนตกตะกอน
เซลล แลวนํามาสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis method โดยเทอาหารเกาท้ิงแลวเติม
สารละลาย I (solution I; 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) 
ปริมาตร 100ไมโครลิตร ละลายตะกอนดวยเคร่ือง vortex แลวเติมสารละลาย II (solution II; 0.2N 
NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวเติม
สารละลาย III (solution III; 5M potassium acetate, 0.2M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวีย่งเพ่ือตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูด
เก็บสวนใสประมาณ 400 ไมโครลิตร แลวเติมสวนผสมของ phenol : chloroform ในอัตราสวน 
1:1 ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดข้ึนลง แลวหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 
15 นาที ดูดเกบ็สวนใสใสหลอดใหม จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3       
โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไปแชเยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที จากนั้นนาํมาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง 
ละลายตะกอนรีคอมบิแนนทพลาสมิด ดวยน้ํากล่ันท่ีมี RNaseA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 
บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อกําจดัอารเอ็นเอ แลวตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ี
ได ดวยวิธี electrophoresis บน 1%  agarose gel  
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6.6 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
 

 นําโคโลนีท่ีตรวจสอบแลววามียีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β ยายเขาสูคอมพิเทนทเซลลชนิด E. coli  สายพันธุ BL21 (DE3) 
โดยใชวิธี heat shock และเซลลท่ีไดรับการถายยีนไปเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลินเขมขน 100 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร นําไปบมในเคร่ืองเขยาท่ีอุณหภูมิ 37               
องศาเซลเซียส จนกระท่ังคาดูดกลืนแสงท่ีความเขมแสง 600  นาโนเมตรประมาณ 0.6-0.8 ทําการ
ชักนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนดวยการเติมน้ําตาลแลคโตสความเขมขน 0.2 % ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือเดิม จากน้ันจึงทําการเก็บเซลลเม่ือทําการเล้ียงเซลลผานไปจนครบ 4 ช่ัวโมง ศึกษาขนาด
ของโปรตีนท่ีไดดวยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช 12% acrylamide  
 

6.7 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิโดยใช chitin beads 
 

 ทําการยายพลาสมิด pTYB1 และ pTYB12 ท่ีมียีนแบคเทอริโอซินเขาสู E. coli  สายพันธุ 
BL21 (DE3) โดยใชวิธี heat shock และเล้ียงเซลลในอาหารสูตร LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลินเขมขน 100 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระท่ังคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความเขมแสง 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.6-0.8  ทําการเหนี่ยวนําใหมีการ
แสดงออกของโปรตีนดวยน้ําตาลแลคโตสความเขมขน 0. 2%  และเล้ียงตอเนื่องท่ีอุณหภูมิเดิมจน
ครบ 4 ช่ัวโมง ทําการเก็บเซลลโดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบตอนาที เปนเวลา  
30 นาที จากนัน้จึงเทสวนใสท้ิงและนําตะกอนเซลลมาทําใหเซลลแตกในสารละลายในสารละลาย 
lysis buffer ท่ีมี 100 มิลลิโมลาร phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF (20 mM Tris-HCl pH 
8.0 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100) ทําใหเซลลแตกดวยวิธี sonication กําจัด
เศษเซลลโดยการปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที นําสวนใสท่ี
ไดจากการปนเหวีย่งแลวผาน chitin beads ลางคอลัมนดวย column buffer (20 mM Tris-HCl pH 
8.0, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA) ทําการตัดแบคเทอริโอซินเปปไทดออกจาก intein โดยใช 
cleavage buffer ท่ีมี DTT ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร (20 mM Tris-HCl pH 7.5-8.0, 500 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM 1, 4-Dithiothreitol, DTT)  โดยการเติม cleavage buffer ลงใน
คอลัมนและบมไวท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 ช่ัวโมง ตรวจสอบขนาดของโปรตีนท่ีไดดวยวิธี 
SDS-PAGE โดยใช 12% acrylamide และทําการตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้เช้ือทดสอบ 
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7. การคืนสภาพโปรตีน  
 

เก็บเซลลท่ีไดจากการเล้ียงโดยการนําเซลลไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 20 นาที เทอาหารท้ิง แลวละลายตะกอนของเซลลดวย buffer A ท่ีมี (50 mMTris-HCL, pH 
8.0, 5 mM EDTA และ10 mM NaCl) เติม PMSF ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 มิลลิโมลาร 
จากนั้นจึงทําใหเซลลแตกโดยใชเคร่ือง sonicator แลวทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใส และตะกอนไว จากนัน้ละลายตะกอนโดยการเติม buffer B (20 
mM Na2HPO4, pH 7.4, 20 mM NaCl, 5 mM EDTA และ 25% (w/v) sucrose) จากนัน้เติม PMSF 
ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 มิลลิโมลาร จากนั้นจึงทําใหเซลลแตกอีกคร้ังเพื่อลางตะกอน
โปรตีนโดยใชเคร่ือง sonicator แลวทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 
นาที เก็บสวนใส และตะกอนไว ละลายตะกอนโดยใช 8 โมลาร ยูเรียจนกระท่ังตะกอนละลาย
หมด จากน้ันจงึนําสารละลายท่ีไดไปกําจดัยูเรียโดยใชวิธี dialysis โดยทําการ dialysis ใน 50            
มิลลิโมลาร Tris-HCl แลวทําการลดปริมาตรของสารละลายดวยเคร่ือง freeze dryer  ตรวจสอบ
ขนาดของโปรตีนโดยใช 12% SDS-PAGE 
 
8. การเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุม (random mutagenesis) การโคลนน่ิง และการ

แสดงออกของมิวเทนทแบคเทอริโอซิน 
 

8.1  การทําใหยีน alb β เกิดการกลายโดยใชวิธี error prone PCR 
 

การเหนีย่วนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี error prone PCR ทําโดยการ
ดัดแปลงจากวธีิการของ Miyazaki et al. (1999) โดยทําการศึกษาสภาวะของสารละลายท่ี
เหมาะสมในการกอใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมโดยการเปรียบเทียบสารละลายท่ีใชสําหรับทํา 
error prone PCR โดยใหสารละลายแตละชนิดมีสวนประกอบดังตารางท่ี 11  และใชไพรเมอรดัง
ตารางท่ี 10 เปนไพรเมอรสําหรับการศึกษา การเหน่ียวนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี 
error prone PCR สภาวะท่ีเหมาะสมในการทําพีซีอารคือ 95 ºC  1 นาที, 54 ºC 30 วินาที, 68 ºC  1 
นาที จาํนวน 30 รอบ และตามดวย 68 ºC  10 นาที ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี 
electrophoresis จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาตกตะกอนดีเอ็นเอเพื่อทําใหดเีอ็นบริสุทธ์ิดวยการ
เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของ
ปริมาตร นําไปแชเยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามาปนตกตะกอน ดูดสวนใส
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ท้ิง ลางตะกอนดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง จากน้ันละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 
ตรวจสอบขนาดของ ดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1% agarose gel  
 
ตารางท่ี 11 องคประกอบของบัฟเฟอรท่ีใชในการหาองคประกอบของสารละลายท่ีเหมาะสม

สําหรับทําใหเกิดการกลายพนัธุแบบสุมดวยวิธี error prone PCR   
 

Buffer A B C D 
primer 10 pmole primer 10 pmole primer 10 pmole primer 10 pmole primer 
dATP 0.2 mM dATP 0.2 mM dATP 0.2 mM dATP 0.2 mM dATP 
dGTP 0.2 mM dGTP 0.2 mM dGTP 0.2 mM dGTP 0.2 mM dGTP 
dTTP 1 mM dTTP 1 mM dTTP 1 mM dTTP 1 mM dTTP 
dCTP 1mM dCTP 1mM dCTP 1mM dCTP 1mM dCTP 
MgCl2 1 mM MgCl2 1 mM MgCl2 5 mM MgCl2 7 mM MgCl2 
MnCl2 1 mM MnCl2 1.5 mM MnCl2 1 mM MnCl2 0.15 mM MnCl2 
Taq 
polymerase 

5 U Taq 
polymerase 

5 U Taq 
polymerase 

5 U Taq 
polymerase 

5 U Taq 
polymerase 

 
 8.2  การเตรียมช้ินยีนกลายพันธุ active/alb β เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทของยีนกลายพนัธุ           
แบคเทอริโอซิน โดยมีพลาสมิด pTYB1 เปนดีเอ็นเอพาหะ 

 
   ดีเอ็นเอกลายพันธุของยีน active/alb β ท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวนํามาตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ NdeI และ XhoI (Fermentus, USA) จากนั้นจึงบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน นํา         
ดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบแถบ และขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1%  agarose 
gel  จากนั้นนําสวนผสมดังกลาวมาตกตะกอนดีเอ็นเอเพือ่ทําใหดีเอ็นบริสุทธ์ิดวยการเติมสาร 
ละลายโซเดียมอะซิเตดความเขมขน 3 โมลาร และเติมเอธานอลบริสุทธ์ิ 2 เทาของปริมาตร นําไป
แชเยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนํามาปนตกตะกอน ดูดสวนใสท้ิง ลางตะกอน
ดวย เอธานอล 70% ทําตะกอนใหแหง จากนั้นละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือตรวจสอบขนาด
ของดีเอ็นเอท่ีไดดวยวิธี electrophoresis บน 1% agarose gel  
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8.3  การเช่ือมดีเอ็นเอยีนกลายพันธุแบคเทอริโอซิน active/alb β ท่ีไดจากการทํา error 
prone PCR เขากับ linear DNA ของพลาสมิด pTYB1 expression vector 

 
 นํายีนกลายพันธุ active/alb β เช่ือมตอกับ pTYB1 expression vector ซ่ึงตัดดวย

เอนไซมเดยีวกันเช่ือมตอกนัดวยเอนไซม T4 DNA ligase  บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
ขามคืน จากนัน้จึงทําการยายดีเอ็นเอเขาสูคอมพิเทนทเซลลชนิด E. coli สายพันธุ DH5α โดยใช
วิธี heat shock จากนั้นจึงทําการเก็บโคโลนีท่ีไดจํานวน 109 โคโลนีไปตรวจสอบรีคอมบิแนนท  
ดีเอ็นเอดวยวิธีโคโลนีพีซีอารและสุมบางโคโลนีไปทําการวิเคราะหลําดบัดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) 

  
8.4  การแสดงออกของมิวแทนทโปรตีน 

 
นําโคโลนีท่ีตรวจสอบแลววามียีนกลายพันธุแบคเทอริโอซิน active/alb β ยายเขาสู

คอมพิเทนทเซลลชนิด E. coli  สายพันธุ BL21 (DE3) โดยใชวิธี heat shock และเซลลท่ีไดรับการ
ถายยีนไปเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินเขมขน 100 ไมโครกรัมตอ
ไมโครลิตร นาํไปบมในเคร่ืองเขยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระท่ังคาดูดกลืนแสงท่ีความ
เขมแสง 600  นาโนเมตร มีคาประมาณ 0.6-0.8 ทําการชักนําใหมีการแสดงออกของโปรตีนดวย
การเติมน้ําตาลแลคโตสความเขมขน 0.2 % ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเดิม จากนั้นจึงทําการเก็บเซลล
เม่ือทําการเล้ียงเซลลผานไปจนครบ 4 ช่ัวโมง ศึกษาขนาดของโปรตีนท่ีไดดวยเทคนคิ SDS-
PAGE โดยใช 12% acrylamide  
 
9. การตรวจสอบกิจกรรมการยับยั้งเชื้อทดสอบโดยวิธี spot on lawn  
 

ทดสอบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินโดยดัดแปลงจากวธีิของ Hoover and Harlender 
(1993) โดยมีเช้ือ L. sakei supsp. JCM1157T เปนเช้ือเปาหมาย ทําการเพาะเช้ือดวยกลาเช้ือ 1% ใน
อาหารเหลวสูตร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) ปริมาณ 5 ไมโครลิตร  ท่ีอุณหภมิู 30      
องศาเซลเซียส  โดยไมตองเขยา เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากน้ันใสอาหารเล้ียงเช้ือเปาหมาย 10 
ไมโครลิตร ในอาหารกึ่งแข็ง MRS ซ่ึงประกอบดวยวุน 1 %  (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน และเททับบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแข็ง MRS ประกอบดวย
วุน 1.5 % (น้ําหนักตอปริมตร) รอใหผิวหนาวุนแหง ทําการหยดตัวอยางแบคเทอริโอซินลงไปบน
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หนาวุน โดยเจอืจางเปน  2 เทา (two folds serially diluted) บมขามคืนท่ีอุณหภูมิ 30                        
องศาเซลเซียส ตรวจผลโดยการสังเกตการณเกดิบริเวณใส (zone of inhibition) บันทึกคากิจกรรม
การยับยั้งในหนวย AU/ml โดยคํานาณจากสมการดังนี ้
 
 กิจกรรมการยบัยั้ง (AU/ml) = คาการเจือจางสูงสุดท่ีแสดงบริเวณใส × 100 
 
 ปริมาตรแบคเทอริโอซิน (ไมโครลิตร) 
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ผลและวิจารณ 

ผล 
 
1. การสกัด DNA จาก Lb. salivarius K4 
 

การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ท่ีไดจากการเล้ียงในอาหาร MRS 
ปริมาณ 3 มิลลิลิตร โดยทําการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไมตองการอากาศ เปน
เวลาขามคืน เม่ือทําการสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอและทําการเปรียบเทียบขนาดโดยใชดีเอ็นเอ
มาตรฐาน λ Hind III  ทําการตรวจสอบโดยใชเทคนิค agarose gel electrophoresis และตรวจดู
แถบของดีเอ็นเอดวยเคร่ือง UV Transilluminator พบวาจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดประมาณ 24      
กิโลเบส ภาพท่ี 35 

 
 
 
 
 

 
  
 
ภาพท่ี 35 ขนาดของจีโนมิกสดีเอ็นเอของเชื้อ Lb. salivarius K4 เปรียบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐาน 

λ HindIII ซ่ึงจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมีขนาดประมาณ 24 กิโลเบส ตรวจสอบดวยวธีิ 
agarose gel electrophoresisโดยใช 1%  agarose gel 
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2. การออกแบบไพรเมอร สําหรับสังเคราะหยีนแบคเทอริโอซิน sal K และ alb β 
 

การออกแบบไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยนีแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β จากจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Lb. salivarius K4 เทียบกบัฐานขอมูล
ของ Lb. salivarius subsp. salivarius UCC118 ในฐานขอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) และใชโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) เพื่อเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทป ออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีน inactive/sal K, active/sal K, 
inactive/alb β และ active/alb β ผลการออกแบบไพรเมอรดังแสดงในตาราง 11 

 
3.  การเพิ่มปริมาณยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ active/alb 
β 
 

 การเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอของแบคเทอริโอซินในเช้ือ Lb. salivarius K4 โดยวิธีพีซีอาร 
และใชไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณยีน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ 
active/alb β โดยใชไพรเมอรจําเพาะในตารางท่ี 10 พบวา ผลิตภัณฑดเีอ็นเอท่ีไดมีขนาดของช้ิน  
ดีเอ็นเอเทากับ 206, 144, 210 และ 144 bp ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบขนาดของผลิตภัณฑดีเอ็นเอ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน โดยใชเทคนิค agarose gel electrophoresis ดังภาพท่ี 36 ลําดับนิวคลีโอไทด
และกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β 
ดังแสดงในภาพ 37 
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ภาพท่ี 36   ขนาดของดีเอ็นเอของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β 
และ active/alb β ซ่ึงมีขนาด 206, 144, 210 และ 144 bp ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบกับ
ผลิตภัณฑพีซีอารของยีน active/alb β ซ่ึงมีขนาด 144 bp ตรวจสอบขนาดของโดยใช
เทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช 1% agarose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DN
A 

ma
rke

r 

Ina
cti

ve
/sa

l K
 

Ac
tiv

e/s
al 

K 

Ina
cti

ve
/al

b β
 

Ac
tiv

e/a
lb 
β 

144 

400 
600 

2000 

144 bp 



  
                                                                                                                                                   63 

 

 

 
 
ATGAATAAAGAATTTACAGTATTAACAGAAATGGAATTAGTTAAGGTAGACGGTGGGAAA 
 
  M     N     K     E     F     T     V      L    T      E     M     E     L      V      K    V      D    G       G    K  
 
CGTTATCCTAATTGTACAGGAAAATTTTTAGGTGGATTAGCAAAAGGAGCAGCATTAGGT  
 
   R     Y     P     N    C     T      G      K    F     L      G     G     L      A     K     G      A     A     L     G  
 
GCTATTTCTGGTGGCGGAGTTCCTGGAGCAGTTATAGGTGGAAATATCGGTATGGTGGCC 
 
   A     I      S     G     G     G      V     P      G    A     V      I      G     G      N    I       G    M     V     A  
 
 
 
GGAGCAATTTCTTGTTTATAGGAGTGATTAATATGAAAAATTTAGATAAGAGATACACA 
   G     A      I     S     C      L      *                                M     K      N    L     D      K    R      Y      T 
 
 
                                 
 
ATTATGCCAGAAGAAAATCTATCCATAATTGTTGGTGGTAAAAATGGCTATGGTGGAGT 
 
    I     M    P      E     E     N     L     S       I     I      V      G     G     K     N     G     Y    G    G     S       

 
GGAATTCGTTGGGTTCACTGTGGAGCAGGTATTGTAAGTGGAGCTTTGATGGGATCTATT 
  
   G      I     R     W     V    H      C     G      A     G      I     V     S      G     A     L     M     G     S      I       
 
GGTGGAAACGCATGGGGAGCCGTAGCAGGTGGCATTTCTGGTGGTATAAAAAGTTGTCGT 
 
   G     G     N      A     W    G      A     V      A     G     G     I      S     G      G     I      K      S     C     R      
 
 
TAA 
 

   * 

 

ภาพท่ี 37  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน inactive/sal K,   
active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β จาก Lb. salivarius K4 โดย                   
แบคเทอริโอซินท่ีเปน inactive form จะประกอบดวย leader peptide เม่ือมีการตัด leader 
peptide ออกไป โดยใชตําแหนงกรดอะมิโน GG (บริเวณลูกศรชี้) เปนตําแหนงจดจําทํา
ใหเปปไทดแบคเทอริโอซินกลายเปน active/sal K และ active/alb β ดงัแสดงในกลองสี
เทา 

 

Inactive/sal K Active/sal K 

Inactive alb β 

Active alb β 
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4.  การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pGEMT®-easy vector 
  

การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/sal K และ inactive/alb 

βโดยใช pGEMT®-easy vector ผลจากการตรวจสอบรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEMinactive/sal 
K และ pGEMinactive/alb β โดยใชวิธีโคโลนีพีซีอารและทําการตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ        
ดีเอ็นเอดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบวาขนาดของยีนท่ีไดตรงกับขนาดของยีน 
inactive/sal K และ inactive/alb β  ท่ีไดจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ดังภาพท่ี  38 และผลจากการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pGEMinactive/sal K และ pGEMinactive/alb β 
โดยใชโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) พบวาผลิตภัณฑพซีีอารท่ีได
จาก  พลาสมิด pGEMinactive/sal K มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน            
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K ท่ีไดจากเช้ือ Lb. salivarius K4 และมีความเหมือนของลําดับ           
นิวคลีโอไทดเทากับ 100%  ดังภาพท่ี 39  
 

เม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/alb β ท่ีได
จากพลาสมิด pGEMinactive/alb β กับยนีแบคเทอริโอซิน inactive/alb β ท่ีไดจากเช้ือ Lb. 
salivarius K4 พบวาลําดับนวิคลีโอไทดมีการเปล่ียนแปลงไป 3 นิวคลีโอไทด สงผลใหความ
เหมือนกนัของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/alb β ท่ีไดจากเช้ือ Lb. 
salivarius K4 กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซิน inactive/alb β ท่ีไดจากพลาสมิด 
pGEMinactive/alb β  เทากบั 95% ดังภาพท่ี 40 ซ่ึงผลจากการเปล่ียนแปลงของลําดับ                         
นิวคลีโอไทดไปสามตําแหนง เม่ือทําการแปลรหัสของลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดบัอะมิโนโดย
ใชโปรแกรม Translate (http://au.expasy.org/tools/dna.html) และทําการเปรียบเทียบลําดับกรด  
อะมิโนโดยใชโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) พบวาการ
เปล่ียนแปลงดงักลาวสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงของลําดับกรดอะมิโนสามตําแหนง ดังภาพ 41 
ซ่ึงตําแหนงและชนิดของกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงมีดังนี้ N3K, H4N และ V41I ดังตารางท่ี 12 
 
 
 
 
 
 
 

http://au.expasy.org/tools/dna.html�
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ภาพท่ี 38   การตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของพลาสมิด pGEMinacitve/sal K และ  

pGEMinactive/alb β โดยวธีิโคโลนีพีซีอาร เม่ือใชผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 206 bp ท่ี
ไดจากการทําพีซีอารเปน positive control พบวา ช้ินยีนท่ีไดจากการตรวจสอบมีขนาด
เทากับขนาดของ positive control 

 
 

                                 
 
ภาพท่ี 39 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยนี sal K จากเช้ือ Lb. salivarius K4 กับ 

pGEMinactive/sal K โดยใชโปรแกรม ClustalW  
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ภาพท่ี 40  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยนี alb β จากเช้ือ Lb. salivarius K4 กับ   

pGEMinactive/alb β โดยใชโปรแกรม ClustalW  
 
ตาราง 12 แสดงผลการเปล่ียนแปลงของลําดับอะมิโนในยีน alb β ท่ีไดจาก pGEMinactive/alb β 
 

ลําดับอะมิโน Albβ pGEMinactive/albβ 
3 N K 
4 H N 
41 V I 

 
5. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในพลาสมิด 

pGEX4T-1  
 
 การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pGEX4T-1 เปน expression vector พบวายนี     
แบคเทอริโอซินท้ัง active/sal K และ active/alb β สามารถแทรกเขาสูในพลาสมิด pGEX4T-1 ได
สําเร็จและเรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEXactive/sal K  และ pGEXactive/alb β ตามลําดับโดย
ตรวจสอบไดจากการทําโคโลนีพีซีอาร และทําการตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑพซีีอารโดยใช
เทคนิค agarose gel electrophoresis พบวาผลิตภัณฑพีซีอารของยีนมีขนาดเทากนักับขนาดของยีน 
active/sal K  และ active/alb β คือมีขนาดเทากับ 144 bp ดังภาพ 42 เม่ือทําการสอบลําดับ               
นิวคลีโอไทดพบวาลําดับนวิคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/sal K มีลําดับนิวคลีโอไทด
ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดยนี sal K ท่ีไดจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ดังภาพท่ี 43 และเม่ือทํา
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การแปลรหัสของลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม Translate 
(http://au.expasy.org/tools/dna.html) และทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) พบวาลําดับกรดอะมิโนท่ีไดตรงกับลําดับ       
อะมิโนของเปปไทดแบคเทอริโอซิน sal K ท่ีไดจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ดังภาพท่ี 44  

 
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/alb β เม่ือทําการตรวจสอบลําดับ         

นิวคลีโอไทด และทําการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซินท่ีไดจาก      
พลาสมิด pGEXactive/alb β กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซิน pGEMactive/alb β 
พบการขาดหายไปของนวิคลีโอไทดชนิด adenine (A) 1 ตําแหนง และเปนตําแหนงนวิคลีโอไทด
หลังจากตําแหนงตัดของเอนไซมตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI ดังภาพ 45 สงผลใหเกิด frame 
shift ทําใหไมสามารถแปลรหัสยีนแบคเทอริโอซิน alb β ได และพบวาเม่ือทําการแปลรหัส
สามารถแปลรหัสกรดอะมิโนไดเพยีง 18 กรดอะมิโน คือ KMAMVE VEFVGFTVEQVL และ
ลําดับกรดอะมิโนดังกลาวไมเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนท่ีไดจากแบคเทอริโอซิน alb β ดังภาพ 
46   

 
เม่ือนําพลาสมิด pGEXactive/sal K  และ pGEXactive/alb β ท่ีตรวจสอบลําดับ                 

นิวคลีโอไทดไปทดสอบการแสดงออกของโปรตีน โดยใชน้ําตาลแลคโตสเปนตัวเหนี่ยวนําให
เกิดการสังเคราะหโปรตีนในปริมาณท่ีมาก ซ่ึงขนาดของโปรตีนท่ีแสดงออกควรมีขนาดประมาณ 
30 กิโลดาลตัน  ผลการตรวจสอบขนาดของโปรตีนหลังจากทําการเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออก
ของโปรตีนดวยน้าํตาลแลคโตสเปนเวลา 4 ช่ัวโมงไมพบการแสดงออกของโปรตีน GST active 
sal K ขนาด 30 กิโลดาลตันจากพลาสมิด pGEXactive/sal K แตพบการแสดงออกของโปรตีน 

GST  active alb β จากพลาสมิด pGEXactive/alb β แตเนือ่งจากลําดับของกรดอะมิโนท่ีได
จากพลาสมิด pGEXactive/alb β มีลําดับท่ีไมถูกตอง และมีตําแหนงของ stop codon ทําให
โปรตีนท่ีมีการแสดงออกมีขนาดตํ่ากวา 30 กิโลดาลตัน และมีขนาดของโปรตีนใกลเคียงกับขนาด
ของ GST fusion protein ซ่ึงใชเปน tag ของแบคเทอริโอซินเปปไทด ดังภาพท่ี 47 
 
 
 
 
 
 

http://au.expasy.org/tools/dna.html�
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ภาพท่ี 41  ผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEXactive/sal K และ 
pGEXactive/alb β ซ่ึงใชผลิตภัณฑพีซีอารของยีน active/sal K และยนี active/alb β 
เปน positive control โดยใช 1% agarose gel electrophoresis 

 
 

                                   
 
ภาพท่ี 42  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pGEXactive/sal K และลําดับ        

นิวคลีโอไทดของยีน sal K จาก Lb. salivarius K4 
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AAACGTTATCCTAATTGTACAGGAAAATTTTTAGGTGGATTAGCAAAAGGAGCAGCATTA 
 K  R  Y  P  N  C  T  G  K  F  L  G  G  L  A  K  G  A  A  L 
 
GGTGCTATTTCTGGTGGCGGAGTTCCTGGAGCAGTTATAGGTGGAAATATCGGTATGGTG 
 G  A  I  S  G  G  G  V  P  G  A  V  I  G  G  N  I  G  M  V 
 
GCCGGAGCAATTTCTTGTTTATAG 
 A  G  A  I  S  C  L  * 
 
 

ภาพท่ี 43 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/sal K  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 44 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pGEX active/alb β และลําดับ       
นิวคลีโอไทดของยีน alb β จากพลาสมิด pGEMactive/alb β พบวาตําแหนง                     
นิวคลีโอไทดแรกของยีน active/alb β ขาดหายไป 1 ตําแหนง  

 
 
AAAATGGCTATGGTGGAAGTGGAATTCGTTGGGTTCACTGTGGAGCAGGTATTGTAAGT 
 K  M  A  M  V  E  V  E  F  V  G  F  T  V  E  Q  V  L  *  V 
 
GGAGCTTTGATGGGATCTATTGGTGGAAACGCATGGGGAGCCGTAGCAGGTGGCATTTCT 
 E  L  *  W  D  L  L  V  E  T  H  G  E  P  *  Q  V  A  F  L 
 
GGTGGTATAAAAAGTTGTCGTTAA 
   V  V  *   K  V  V  V           * 

 
ภาพท่ี 45 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEXactive/alb β  
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ภาพท่ี 46 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน GST active sal K และ GST  active 
alb β เปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีนจาก pGEX4T-1 expression vector ซ่ึงมี
โปรตีน GST ขนาด 26 กิโลดาลตัน  

 
6. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในพลาสมิด 

pTYB12 expression vector  
 
 การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pTYB12 เปน expression vector พบวายีน            
แบคเทอริโอซินท้ัง inactive/sal K , active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β สามารถแทรก
เขาไปอยูในพลาสมิด pTYB12 ไดสําเร็จ โดยตรวจสอบดวยการทําโคโลนีพีซีอาร และทําการ
ตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ี
เพิ่มปริมาณไดมีขนาดเทากับขนาดของยีน inactive/sal K , active/sal K, inactive/alb β และ 
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active/alb β คือมีขนาด 206, 144, 210 และ 144 bp ตามลําดับ ดังภาพ 48 และเม่ือทําการ
ตรวจสอบลําดบัดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชโปรแกรม ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/) พบวาลําดับของนิวคลีโอไทดของยีนแบคเทอริโอซินท่ีได
จากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K  ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน inactive/sal K  ท่ีได
จากพลาสมิด pGEMinactive/sal K ดังภาพท่ี 49  ภาพท่ี 50 แสดงลําดบักรดอะมิโนของ                    
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K  ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K  สวนลําดับ                    
นิวคลีโอไทดของยีน  active/sal K จากพลาสมิด pTYB12active/sal K ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน active/sal K ท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius K4 ดังภาพท่ี 51 และภาพท่ี 52 แสดงลําดับ
กรดอะมิโนท่ีไดจากยีน     แบคเทอริโอซิน active/sal K ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12active/sal K  
ผลจากการตรวจสอบลําดับ  นิวคลีโอไทดของยีน inactive/alb β  ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12 
inactive/alb β  พบวาลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pGEM 
inactive/alb β ดังภาพท่ี 53 เม่ือแปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโนไดลําดบักรดอะมิโนดังภาพ 54  
เม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน active/albβ ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12active/alb β 
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก pGEMactive/alb β ดังภาพที่ 55 
และภาพท่ี 56 แสดงลําดับกรดอะมิโนท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12active/alb β 
 
 เม่ือนําพลาสมิดท่ีตรวจสอบแลวไปทดสอบการแสดงออกของโปรตีนโดยใชน้ําตาล
แลคโตสเปนตัวเหนี่ยวนําใหเกิดการผลิตโปรตีนในปริมาณมาก และทําการตรวจสอบขนาดของ
โปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE พบวาพลาสมิด pTYB12active/sal K และ pTYB12active/alb 

β มีการแสดงออกของโปรตีน ซ่ึงขนาดของโปรตีนที่ไดมีขนาดเทากับ 60 กิโลดาลตัน ดังภาพท่ี 
57 ในขณะท่ีขนาดของโปรตีนท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K และ pTYB12 
inactive/alb β มีขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน ดังภาพ 58 และภาพท่ี 59 
 
 นําพลาสมิด pTYB12active/sal K และ pTYB12active/alb β มาเล้ียงในอาหารสูตร LB 
broth 10 มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลินเพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีเวลาตางๆ เปนเวลา 4 
ช่ัวโมง โดยทําการเปรียบเทียบตัวเหนี่ยวนําระหวาง 0.2% แลคโตส และ 1 มิลลิโมลาร IPTG 
พบวา จากการใชตัวเหนีย่วนาํท่ีแตกตางกัน พบวาผลการแสดงออกของโปรตีนท่ีผลิตไดมีปริมาณ
ท่ีไมมีความแตกตางกัน ดังภาพที่ 60 แสดงผลการแสดงออกของโปรตีนโดยใช 0.2% แลคโตส
เปนตัวเหนีย่วนํา และภาพท่ี 61 แสดงผลการแสดงออกของโปรตีนโดยใช 1 มิลลิโมลาร IPTG 
เปนตัวเหนีย่วนํา 
 

http://www.ebi/�
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500 

 นําพลาสมิด pTYB12inactive/sal K, pTYB12active/sal K, pTYB12inactive/alb β และ 
pTYB12active/alb β มาเล้ียงในปริมาณท่ีมากเพื่อเตรียมสําหรับทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช chitin beads 
พบวา สามารถทําใหโปรตีน intein fused inactive sal K จากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K และ 
intein fused active alb β จากพลาสมิด pTYB12inactive/alb β บริสุทธ์ิได ดังภาพที่ 62 แสดงการ
ทําโปรตีน intein fused inactive sal K ใหบริสุทธ์ิ  โดยโปรตีนท้ังสองมี intein เช่ือมตออยูบริเวณ
ปลาย หมูอะมิโนของโปรตีน และภาพท่ี 63 แสดงการทําโปรตีน intein fused inactive alb β  ให
บริสุทธ์ิ เม่ือนําโปรตีนที่บริสุทธ์ิแลวมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือทดสอบ พบวาไม
พบความสามารถในการยับยัง้เช้ือทดสอบ เนื่องจากโปรตีนท้ังสองอยูในรูปท่ีสายเปปไทดยังไม
พรอมทํางาน ในขณะท่ีโปรตีนท่ีไดจาก intein fused active sal K จากพลาสมิด pTYB12active/sal 
K และ intein fused active alb β จากพลาสมิด pTYB12active/alb β เกดิการตกตะกอน เนื่องจาก
การมวนพับของโปรตีนท่ีไมถูกตอง ดังภาพท่ี 64 หลังจากการคืนสภาพโปรตีน intein fused 
active sal K และ intein fused active alb β พบวาโปรตีนท้ังสองยังคงตกตะกอนและไมสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเช้ือทดสอบได 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพท่ี 47 การทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB12ianctive/sal K 

pTYB12active/sal K, pTYB12inactive/alb β และ pTYB12active/alb β ช้ินยีนท่ีไดมี
ขนาด 206,144, 210 และ 144 bp ตามลําดับ ตรวจสอบโดยใช 1% agarose gel 
electrophoresis 
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ภาพท่ี 48 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/sal K และลําดับ 

นิวคลีโอไทดของ inactive/sal K จาก Lb. salivarius K4 
 
ATGAATAAAGAATTTACAGTATTAACAGAAATGGAATTAGTTAAGGTAGACGGTGGGAAA 
 M  N  K  E  F  T  V  L  T  E  M  E  L  V  K  V  D  G  G  K 
 
CGTTATCCTAATTGTACAGGAAAATTTTTAGGTGGATTAGCAAAAGGAGCAGCATTAGGT 
 R  Y  P  N  C  T  G  K  F  L  G  G  L  A  K  G  A  A  L  G 
 
GCTATTTCTGGTGGCGGAGTTCCTGGAGCAGTTATAGGTGGAAATATCGGTATGGTGGCC 
A  I  S  G  G  G  V  P  G  A  V  I  G  G  N  I  G  M  V  A 
 
GGAGCAATTTCTTGTTTATAG 
  G  A  I  S  C  L  * 
 
ภาพท่ี 49 การแปลรหัสของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12inactive/sal K 
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ภาพท่ี 50 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/sal K และลําดับ    

นิวคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 
 
 
AAACGTTATCCTAATTGTACAGGAAAATTTTTAGGTGGATTAGCAAAAGGAGCAGCATTA 
 K  R  Y  P  N  C  T  G  K  F  L  G  G  L  A  K  G  A  A  L 
 
GGTGCTATTTCTGGTGGCGGAGTTCCTGGAGCAGTTATAGGTGGAAATATCGGTATGGTG 
 G  A  I  S  G  G  G  V  P  G  A  V  I  G  G  N  I  G  M  V 
 
GCCGGAGCAATTTCTTGTTTATAG 
 A  G  A  I  S  C  L  * 
 

 
ภาพท่ี 51 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/sal K และลําดับ     

นิวคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 
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ภาพท่ี 52 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/alb β และลําดับ 
นิวคลีโอไทดของ inactive/alb β จาก pGEMinactive/alb β 

 
 
ATGAACCATTTAGATAAGAGATACACAATTATGCCAGAAGAAAATCTATCCATAATTGTT 
 M  N  H  L  D  K  R  Y  T  I  M  P  E  E  N  L  S  I  I  V 
 
 
GGTGGTAAAAATGGCTATGGTGGAAGTGGAATTCGTTGGGTTCACTGTGGAGCAGGTATT 
 G  G  K  N  G  Y  G  G  S  G  I  R  W  V  H  C  G  A  G  I 
 
 
ATAAGTGGAGCTTTGATGGGATCTATTGGTGGAAACGCATGGGGAGCCGTAGCAGGTGGC 
 I  S  G  A  L  M  G  S  I  G  G  N  A  W  G  A  V  A  G  G 
 
 
ATTTCTGGTGGTATAAAAAGTTGTCGTTAA 
 I  S  G  G  I  K  S  C  R  * 
 

 
ภาพท่ี 53 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12inactive/alb β และลําดับ 

นิวคลีโอไทดของ inactive/alb β จาก Lb. salivarius K4 
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ภาพท่ี 54 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB12active/alb β และลําดับ    

นิวคลีโอไทดของ active/alb β จาก pGEMactive/alb β 
 
 
AAAAATGGCTATGGTGGAAGTGGAATTCGTTGGGTTCACTGTGGAGCAGGTATTATAAGT 
 K  N  G  Y  G  G  S  G  I  R  W  V  H  C  G  A  G  I  I  S 
 
GGAGCTTTGATGGGATCTATTGGTGGAAACGCATGGGGAGCCGTAGCAGGTGGCATTTCT 
 G  A  L  M  G  S  I  G  G  N  A  W  G  A  V  A  G  G  I  S 
 
GGTGGTATAAAAAGTTGTCGTTAA 
 G  G  I  K  S  C  R  * 

 
ภาพท่ี 55 การแปลรหัสจากนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB12active/alb β 
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ภาพท่ี 56 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused active sal K และ intein 
fused active alb β ขนาดของโปรตีนประมาณ 60 กิโลดาลตัน เปรียบเทียบกับการ
แสดงออกของโปรตีนจาก pTYB12 expression vector ซ่ึงมีโปรตีน intein ขนาด 55     
กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 57 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused inactive sal K จาก    
พลาสมิด pTYB12inactive/sal K ซ่ึงมีขนาดขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน เปรียบเทียบ
กับการแสดงออกของโปรตีนจาก pTYB12 expression vector ซ่ึงมีโปรตีน intein ขนาด 
55 กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 58 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน intein fused inactive alb β ซ่ึงมี
ขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน เปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีนจาก pTYB12 
expression vector ซ่ึงมีโปรตีน intein ขนาด 55 กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 59 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน intein fused active sal K จากพลาสมิด 

pTYB12active/sal K ท่ีมี pTYB12 เปนดเีอ็นเอพาหะ ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-
PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช 0.2% แลคโตสเปนตัว
เหนีย่วนํา และภาพ B แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช 1mM IPTG เปน
ตัวเหนี่ยวนํา 
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ภาพท่ี 60 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน intein fused active alb β จากพลาสมิด 

pTYB12active/alb β ท่ีมี pTYB12 เปนดเีอ็นเอพาหะ ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-
PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช 0.2% แลคโตสเปนตัว
เหนีย่วนํา และภาพ B แสดงการแสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช 1mM IPTG เปน
ตัวเหนี่ยวนํา 
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ภาพท่ี 61 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused inactive sal K ท่ีไดจาก 

pTYB12inactive/sal Kใหบริสุทธ์ิ หลังจากการทําใหบริสุทธ์ิพบวามีโปรตีนเกิดข้ึนสอง
ขนาดคือขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน และขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน   
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ภาพท่ี 62 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused inactive alb β ท่ีไดจาก 

pTYB12inactive/alb β ใหบริสุทธ์ิ พบวาเม่ือทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิแลวโปรตีนท่ีไดมี 2 
ขนาดคือ ขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน และขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 63 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน intein fused active alb β ท่ีไดจาก 

pTYB12active/alb β ใหบริสุทธ์ิ พบวามีการแสดงออกของโปรตีนขนาด 60                   
กิโลดาลตัน 

 
7.  การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในพลาสมิด 
pTYB1 expression vector  
 
 การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใช pTYB1 เปน expression vector พบวายีน         
แบคเทอริโอซิน active/sal K และ active/alb β สามารถแทรกเขาไปอยูในพลาสมิด pTYB1 ได
สําเร็จโดยตรวจสอบไดจากการทําโคโลนีพีซีอาร และทําการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีไดบน 1% 
agarose ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบวาช้ินยีนท่ีเพิ่มปริมาณไดมีขนาด 144 bp ดัง
ภาพ 65 ซ่ึงแสดงผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/sal K พบวา
ช้ินยีนท่ีไดจากการทําพีซีอารมีขนาดเทากบั 144 bp เม่ือทําการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด
พบวาลําดับของนิวคลีโอไทดท่ีไดของยนี active/sal K จากพลาสมิด pTYB1active/sal K 
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เปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดของยนี active/sal K จากเช้ือ Lb. salivarius K4 พบวาลําดับ    
นิวคลีโอไทดท้ังสองมีความไมตรงกัน ดังภาพท่ี 66 เม่ือทําการแปลรหสันิวคลีโอไทดท่ีไดจาก 
พลาสมิด pTYB1 active/sal K พบวามีการแปลรหัสเกิดข้ึนแตเนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไม
ถูกตองสงผลใหลําดับอะมิโนท่ีแปลรหัสไดเปล่ียนแปลงไปและเกิด stop codon ข้ึนในสาย       
เปปไทด สงผลใหการแปลรหัสไมสมบูรณ ดังภาพ 67  
 
 ผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/alb β พบวาช้ินยีน
ท่ีไดจากการทําพีซีอารมีขนาดเทากับ 144 bp  ดังภาพ 68 เม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวา
ยีน active/alb β มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก pGEMactive/albβ ดัง
ภาพท่ี 69 เม่ือแปลรหัสเปนกรดอะมิโนไดลําดับกรดอะมิโน ดังภาพ 70  
 
  ผลจากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนพบวาพลาสมิด pTYB1active/sal K ไมมี
การแสดงออกของโปรตีนขนาด 60 กิโลดาลตัน ในขณะที่พลาสมิดpTYB1active/alb β พบมีการ
แสดงออกของโปรตีนขนาด 60 กิโลดาลตัน ดังภาพ 71 
 
 เม่ือนําพลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนมาเล้ียงในอาหารสูตร LB broth 10 
มิลลิลิตร ท่ีมีแอมพิซิลินเพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เวลาตางๆ เปนเวลา 4 ช่ัวโมง โดย
ทําการเปรียบเทียบตัวเหนีย่วนําระหวาง 0.2% แลคโตส และ 1 มิลลิโมลาร IPTG พบวา จากการ
ใชตัวเหนีย่วนาํท่ีแตกตางกันแตผลการแสดงออกของโปรตีนไมมีความแตกตางกัน ดงัภาพท่ี 72 
 

 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิจากพลาสมิด pTYB1active/alb β ดังภาพ 73 โดยสามารถทํา
โปรตีน active alb β fused inteinใหบริสุทธ์ิไดโดยโปรตีนท่ีไดมีความเขมขนประมาณ 2.51 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาโปรตีนทีไ่ดซ่ึงอยูในรูป active alb β fused intein  ซ่ึงมี intein 
เช่ือมตอท่ีบริเวณปลายหมูคารบอกซิลของโปรตีน active alb β fused intein และมีความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือทดสอบชนิด Leuconostoc sp. แตไมยับยัง้ในเช้ือ L. sakei ซ่ึงทําการ
ทดสอบดวยวธีิ two folds serially dilution ดังภาพ 74 
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ภาพท่ี 64  ผลการทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/sal Kโดยใช 1%  

agarose gel electrophoresis  
 

 
 
ภาพท่ี 65  ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB1active/sal K และลําดับ   

นิวคลีโอไทดของ active/sal K จาก Lb. salivarius K4 
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AAACGTGGTCCTAACTGTCAGGAAAATTTTTAGGTGGATTAGCAAAAGGAGCAGCATTAG 
 
 K  R  G  P  N  C  Q  E  N  F  *  V  D  *  Q  K  E  Q  H  *  
  
GTGCTATTTCTGGTGGCGGAGTTCCTGGAGCAGTTATAGGTGGAAATATCGGTATGGTGA 
 V  L  F  L  V  A  E  F  L  E  Q  L  *  V  E  I  S  V  W  * 
  
GCACTTACTTGTTTATAA 
 A  L  T  C  L  * 

 
ภาพท่ี 66 ผลการแปลรหัสจากนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/sal K  
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 67 การทําโคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pTYB1active/alb β โดยใช 1% 
agarose gel electrophoresis ช้ินยีนท่ีไดจากการทําพีซีอารมีขนาดเทากบั 144 bp 
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ภาพท่ี 68 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพลาสมิด pTYB1active/alb β และลําดับ      
นิวคลีโอไทดของ active/alb β จาก Lb. salivarius K4 

 
 
AAAAATGGCTATGGTGGAAGTGGAATTCGTTGGGTTCACTGTGGAGCAGGTATTATAAGT 
 K  N  G  Y  G  G  S  G  I  R  W  V  H  C  G  A  G  I  I  S 
 
GGAGCTTTGATGGGATCTATTGGTGGAAACGCATGGGGAGCCGTAGCAGGTGGCATTTCT 
 G  A  L  M  G  S  I  G  G  N  A  W  G  A  V  A  G  G  I  S 
 
GGTGGTATAAAAAGTTGTCGT 
 G  G  I  K  S  C  R   

 
ภาพท่ี 69 การแปลรหัสจากนิวคลีโอไทดท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/alb β 
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ภาพท่ี 70 12% SDS-PAGE แสดงการแสดงออกของโปรตีน active alb β fused intein จาก          
พลาสมิด pTYB1active/alb β ซ่ึงมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน เปรียบเทียบกับการ
แสดงออกของโปรตีนจาก pTYB1 expression vector ซ่ึงมีโปรตีน intein ขนาด 55         
กิโลดาลตัน 
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ภาพท่ี 71 เปรียบเทียบการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน active/alb β ท่ีมี pTYB1 เปนดีเอ็นเอ

พาหะ ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-PAGE ภาพ A แสดงการแสดงออกของ                           
แบคเทอริโอซินโดยใช 0.2% แลคโตสเปนตัวเหนี่ยวนํา และภาพ B แสดงการ
แสดงออกของแบคเทอริโอซินโดยใช IPTG ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร เปนตัว
เหนีย่วนํา 
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ภาพท่ี 72 12% SDS-PAGE แสดงผลการทําโปรตีน active alb β fused intein ขนาด 60 กิโลดาล
ตัน ท่ีไดจากพลาสมิด pTYB1active/alb β ใหบริสุทธ์ิ  
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ภาพท่ี 73 แสดงผลการยับยัง้การเจริญเติบโตของ active alb β fused intein ท่ีมีผลตอการ

เจริญเติบโตของเช้ือ Leu. mesenteroides subsp. mesenterodides TISTR 942T เทียบกบั 
Intein, 1 :  active alb β fused intein ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 1/2 -1/16 : 
active alb β fused intein ท่ีทําการเจือจางในอัตราสวน  1:2, 1:4, 1:8 และ 1:16  
ตามลําดับ  

 

8.  การสรางสายพันธุกลายของแบคเทอริโอซิน active/alb β ท่ีมีพลาสมิด pTYB1 เปนดีเอ็นเอ
พาหะโดยใชเทคนิค Error prone PCR 
 

ผลการสรางสายพันธุกลายของแบคเทอริโอซิน active/alb β ท่ีมีพลาสมิด pTYB1 เปน        
ดีเอ็นเอพาหะ โดยใชเทคนิค error prone PCR  หลังจากทําการเช่ือมช้ินยีนกลายพันธุท่ีไดจาก
กระบวนการ error prone PCR เขากับพลาสมิด pTYB1 แลวทําการโยกยายพลาสมิดเขาสูเซลล 
E.coli  สายพันธุ DH5α พบวามีโคโลนีเกดิข้ึนหลายโคโลนี จึงไดทําการเก็บโคโลนีเพื่อจะนํามา
ตรวจสอบหา pTYB1active/alb β ท้ังหมด 109 พลาสมิด เม่ือทําการตรวจสอบโคลนท่ีไดดวยวิธี
โคโลนีพีซีอารพบวาสามารถนําช้ินยีนกลายพันธุ active/alb β เขาสูพลาสมิด pTYB1 ไดสําเร็จมี
จํานวนเพียง  25 โคโลนีและจากการทําพซีีอารพบวาช้ินยีนท่ีเพิ่มปริมาณไดมีขนาดเทากับ 144 bp 
ซ่ึงมีขนาดตรงกับช้ินยนี active/alb β  ดังภาพท่ี 75  และเม่ือทําการศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนพบวายีนกลายของ active/alb β  ไมพบวามีการผลิตโปรตีนแบคเทอริโอซิน ในดังภาพที่ 
76  จึงไดทําการสุมนําบางโคโลนีไปทําการตรวจลําดับนวิคลีโอไทด ผลการสุมตรวจสอบลําดับ                   
นิวคลีโอไทดของพลาสมิดยีนกลายพันธุ  pTYB1active/alb β  D25 พบวามีการเปล่ียนแปลง     

1 1/2 

1/4 

1/16 

Intein 

1/8 



  
                                                                                                                                                   93 

ลําดับนิวคลีโอไทดเกดิข้ึนท่ัวท้ังช้ินยีน ดงัภาพท่ี 77 และเม่ือทําการแปลลําดับนิวคลีโอไทด
ดังกลาวเปนลําดับอะมิโนพบวาเกดิการเปล่ียนแปลงของลําดับอะมิโนของยีน alb β  ลําดับ               
นิวคลีโอไทดดังกลาวสามารถเปล่ียนเปนลําดับอะมิโนไดเพยีง 15 กรดอะมิโน ไดแก K N R R S 
S Q K W R N P T G L แลวเกิด stop codon ซ่ึงลําดับของกรดอะมิโนท่ีไดนั้น ไมใชลําดับกรด         
อะมิโนท่ีพบในแบคเทอริโอซิน alb β  ดังภาพ 78 ในขณะท่ีโคโลนีท่ีไมมีช้ินยนีกลายพันธุ 
active/albβ พบการแสดงออกของโปรตีนขนาด 55 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนขนาดโปรตีน intein ใน 
พลาสมิด pTYB1 expression vector 
 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพท่ี 74 โคโลนีพีซีอารของรีคอมบิแนนทพลาสมิดมิวแทนท pTYB1active /albβ D25 ท่ีไดจาก
การทํา error prone PCR โดยใช 1% agarose gel electrophoresis  ผลิตภัณฑพีซีอารท่ีได
มีขนาดเทากับ 144 bp 
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ภาพท่ี 75 12% SDS-PAGE แสดงผลการศึกษาการแสดงออกของยีนกลาย D25 active alb β fused 

intein โดยมีพลาสมิด pTYB1 เปนดีเอ็นเอพาหะ ผลการศึกษา ไมพบการแสดงออกของ
ยีนกลายของโปรตีน active alb β fused intein 

 

 
 
ภาพท่ี 76  เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง active/alb β จาก Lb. salivarius K4 กับยีน       

กลายพันธุ  D25 ของ active/alb β 
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AAAAATCGACGCTCAAGTCAGAAGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCG 
 K  N  R  R  S  S  Q  K  W  R  N  P  T  G  L  *  R  Y  Q  A  

TTTCCCCCTGGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGAAT     

 F  P  P  G  K  L  P  R  A  L  S  C  S  D  P  A  A  Y  R  N 

ACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAANCGTGGCGCTTTCTCATAA 
 T  C  P  P  F  S  L  R  E  X  W  R  F  L  I 

 
ภาพท่ี 77 แสดงผลการแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดท่ีไดจากยนีกลาย D25 ของพลาสมิด 

pTYB1active/alb β 
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ตารางท่ี 13 สรุปรีคอมบิแนนทพลาสมิดท้ังหมด 
 

Vector Gene Sequencing results Expression 
results 

Antimicrobial 
activity 

pGEMT-
easy 

Inactive sal K correct NA NA 

 Inactive alb β incorrect/3 mutation NA NA 
pGEX4T-1 Active sal K correct NE ND 
 Active alb β Incorrect/1 deletion E/incorrect 

protein 
ND 

pTYB12 Inactive sal K correct E ND 
 Active sal K correct E/IBs ND 
 Inactive β correct E ND 
 Active β correct E/ IBs ND 
pTYB1 Active sal K Incorrect NE ND 
 Active β correct E Leuconostoc sp. 

 

หมายเหตุ  NE = No Expression, NA = Not available, ND = Not detectable, E= Expression, 
IBs= Inclusion bodies 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



  
                                                                                                                                                   97 

วิจารณ 
 
1. การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Lb. salivarius K4 
 
 จากผลการสกัดจีโนมิกสดเีอ็นเอของ Lb. salivarius K4 พบวามีขนาดประมาณ 24      
กิโลเบสเมื่อเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานของ λ HindIII ซ่ึงตรงกับขนาดของจีโนมกิสดีเอ็นเอ
ที่รายงานโดย Pilasombut (2006) ในขณะที่ขนาดของจีโนมิกสดีเอ็นเอใน Lb. salivarius subsp. 
salivarius UCC118 พบมีขนาดประมาณ 10.7 กิโลเบส ซ่ึงรายงานโดย Flynn et al. (2002)  
 
2. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดของยนี inactive/sal K และยีน inactive/alb β โดยใช      
พลาสมิด pGEMT®-easy vector 
 
 จากการศึกษาการสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดของยีน inactive/sal K และยนี inactive/alb 
β ที่ไดจากจีโนมิกสดีเอ็นเอของเชื้อ Lb. salivarius K4 ซ่ึงควบคุมการผลิตแบคเทอริโอซิน sal K 
และแบคเทอรโิอซิน alb βโดยใชพลาสมิด pGEMT®-easy vector พบวาสามารถสรางพลาสมิด 
pGEMsal K และ pGEMalb β ซ่ึงมียีน inactive/sal K และยีน inactive/alb β ได เมื่อทําการ
ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทดพบวา pGEMsal K มีลําดับนิวคลีโอไทดที่สอดคลองกับลําดับ          
นิวคลีโอไทดของยีน FK15 หรือ Salvicin K ซ่ึงผลิตจากเชื้อ Lb. salivarius K4 และมคีวามเหมือน 
100%  (Pilasombut, 2006) และเมื่อทําการแปลรหัสของกรดอะมิโนทีไ่ดจากพลาสมิด pGEMsal 
K พบวาลําดับกรดอะมิโนทีไ่ดมีความเหมอืนกับลําดับกรดอะมิโนในเปปไทดแบคเทอริโอซิน 
abp118 alpha peptide ซ่ึงผลิตจาก Lb. salivarius subsp. salivarius UCC118  เทากับ 64 %  
 
 ในขณะที่ลําดบันิวคลีโอไทดในพลาสมิด pGEMalb β พบวาลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดไม
ตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน alb β ที่ไดจากเชื้อ Lb. salivarius K4 โดยเกดิการเปลี่ยนแปลง
ของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 3 ตําแหนง และสงผลใหลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัส
มีความเหมือนกับเปปไทดแบคเทอริโอซิน alb β ที่ไดจากเชื้อ Lb. sarivarius K4 เพียง 95.8% และ
มีความเหมือนกับแบคเทอริโอซิน Abp118 beta peptide จากเชื้อ Lb. salivarius subsp. salivarius  
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UCC118  และเปปไทดแบคเทอริโอซิน FK22 ซ่ึงผลิตจากเชื้อ  Lb. salivarius K7 เพียง 69% ซ่ึง
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น เนือ่งจากอาจมแีบคทีเรียกรดแลคติกที่เกิดการกลายพันธุตั้งแตขั้นตอน
การเลี้ยงเมื่อทาํการเก็บเซลลเพื่อนํามาสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอจึงมีเฉพาะจโีนมิกสดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียที่ไดเกิดการกลายพันธุ ผลจากการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดสงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับของกรดอะมิโน ดังนี้ K2N, N3H, I41V ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโน
ดังกลาวพบวา ตําแหนงที่ 2 และ 3 เปนกรดอะมิโนอยูในบริเวณ leader peptide ของสายเปปไทด 
ทําใหอาจไมมผีลตอแอคติวิตี้ของแบคเทอริโอซินเพราะในขั้นตอนการทําใหแบคเทอริโอซินพร
อมทํางานจะมกีารตัดสวนของ leader peptide  ออกไป ทาํใหถึงจะมีการกลายพันธุเกดิขึ้นใน
บริเวณของ leader peptide ก็อาจจะไมมีผลตอแอคติวิตี้ของแบคเทอริโอซิน ในขณะที่การ
เปลี่ยนแปลงในตําแหนงที่ 41 ซ่ึงเปนตําแหนงในสายเปปไทดแบคเทอริโอซินพรอมทํางาน และ
เกิดการเปลีย่นจากกรดอะมิโน I เปน V ซ่ึงกรดอะมิโนทัง้สองชนิดจัดอยูในกลุม nonpolar และมี
ขนาดใกลเคยีงกัน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงดังกลาวอาจไมมผีลตอแอคติวิตี้ของเปปไทด                              
แบคเทอริโอซิน 
  
3. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในพลาสมิด 
pGEX4T-1  
 

จากผลการทดลองพบวาสามารถโคลนยีนแบคเทอริโอซิน active/sal K และ active/alb β

เขาสูพลาสมิด pGEX4T-1 ได ผลจากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวา ช้ินดีเอ็นเอที่ได
จากพลาสมิด pGEXactive/sal K มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน sal K ที่
ไดจากพลาสมิด pGEMsal K ในขณะที่พลาสมิด pGEXactive/alb β มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ตรง
กับพลาสมิด pGEMalb β แตไมตรงกับลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดจากยนี FK22 ที่ไดจากเชื้อ Lb. 
salivarius K7 (Pilasombut, 2006) ผลจากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่ไดจากพลาสมิด 
pGEXactive/sal K และพลาสมิด pGEXactive/alb β โดยใช E.coli เปนเซลลเจาบาน พบวาเซลล 
E. coli ไมสามารถผลิตโปรตีนจากพลาสมดิ pGEXactive/sal K ได เนื่องจากไมพบการแสดงออก
ของโปรตีน GST fused active sal K ซ่ึงมีขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน อีกทั้งสายเปปไทดของ
แบคเทอริโอซิน sal K มีความเปนประจุบวกคอนขางสูงและประกอบดวยกรดอะมิโนซิสเทอีน 2 
ตําแหนง ซ่ึงอาจจะเกิดการสรางพันธะไดซลัไฟด ทําใหโปรตีนแบคเทอริโอซิน GST fused active 
salK มีความเปนพิษตอเซลลของ E. coli เนื่องจากเมื่อทาํการเลี้ยง E. coli ที่ไดรับพลาสมิด 
pGEXactive/sal K ซ่ึงมียีนที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน sal K ที่พรอมทํางานได พบวาเซลล E. 
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coli มีการเจรญิเติบโตอยางชาๆ และเมื่อเหนี่ยวนําใหมกีารแสดงออกของโปรตีนแลวทําการศึกษา
ขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE กลับไมพบการแสดงออกของโปรตีน GST fused active sal 
K ที่มีขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงอาจเกิดจากเซลลที่ไดรับพลาสมิด pGEXactive/sal K 
โดนทําลายดวยฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน sal K ที่ผลิตไดจากภายในเซลล โดยแบคเทอริโอซินจะ
ไปทําลายเซลล E. coli ดวยการจับกับ DNA หรือ RNA ของเซลล E. coli ทําใหเซลล E. coli มีการ
ตายอยางรวดเร็ว (Park et. al., 1998 and Sharma and Khuller, 2001)  แตหลังจากเลี้ยงเซลลไปได
ชวงเวลาหนึ่งพบวาเซลล E. coli กลับมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น อาจเนือ่งมาจากการเกิดการกลาย
พันธุของยีน active/sal K ภายในพลาสมิด ทําใหเซลลที่มีพลาสมิดที่มียนีที่เกิดการกลายพันธุ
สามารถเจริญเติบโตไดตามปกติ และการกลายพันธุที่เกดิขึ้นอาจสงผลใหโปรตีนที่ผลิตไดไมมี 
แอคติวิตี้ แตเซลลยังคงเจริญไดภายในอาหารที่มีแอมพซิิลิน ผลจากทดลองขางตนสอดคลองกับ
การทดลองของ Chen et. al. (2007) ที่ศึกษาการผลิตเปปไทดตานแบคทีเรียชนิด ABP-CM 4 และ 
ABP-CMt ที่ไดจากหนอนไหมสายพันธุ Bombyx mori โดยการใช GST เปนโปรตีนตัวเชื่อม เมื่อ
ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนใน E.coli พบวา ไมมีการแสดงออกของโปรตีนที่ตองการ 
ทั้งนี้เนื่องจากเปปไทดตานแบคทีเรีย ABP-CM 4 และ ABP-CMt มีความเปนพิษตอเซลลของ     
E. coli สูงสงผลใหเซลล E. coli ที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน ABP-CM 4 และ ABP-CMt ตายในขณะ 
ที่มีการผลิตโปรตีน โดยเปปไทดดังกลาวเปนสายเปปไทดที่มีกรดอะมิโนที่มีความเปนประจุบวก
เปนองคประกอบสูง สายเปปไทดจึงมีความเปนประจุบวกสูงและสามารถจับกับสารชีวโมเลกุลที่
เปนลบภายในเซลล เชน DNA หรือ RNA ไดดี ทําใหเซลลมีการตายอยางรวดเร็ว จึงมคีวามเปน
พิษตอเซลลและสามารถตอตานแบคทีเรียและเชื้อราไดหลายชนิด อีกทั้งการใช GST เปนตัวเชื่อม
ไมไดสามารถปองกันการเกดิ proteolysis ภายในเซลลทําให GST ถูกทําลายในขั้นตอนการ
สังเคราะหโปรตีนจึงไมพบการแสดงออกของโปรตีนใดๆ เมื่อทํา SDS-PAGE ในขณะที่การ
ทดลองของ Pilasombut (2006) กลับพบแบคเทอริโอซิน Sal K ที่ผลิตจากเชื้อ Lb. salivarius K4 
โดยตรงไมสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในแกรมลบ เชน E. coli ได ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากการทดสอบแอคติวิตี้ของแบคเทอริโอซิน Sal K ที่ไดจากเชือ้ Lb. salivarius K4 ตอ E. 
coli เปนการทดสอบโดยการหยดแบคเทอรโิอซินลงไปบนจานอาหารที่มีเชื้อ E. coli อยู ซ่ึง Sal K 
อาจจะไมสามารถทําลายเยื่อหุมเซลลของ E. coli ไดจึงทาํใหเซลล E. coli ไมตาย แตเมื่อทําการ
ถายโอนพลาสมิดที่มียีน active/sal K เขาสูเซลลของ E. coli พบวา เซลล E. coli มีการเจริญเติบโต
ชามาก ทั้งนี้เนือ่งจากภายในเซลลของ E. coli ที่ไดรับพลาสมิดที่มียีน active/sal K มีการผลิต    
แบคเทอริโอซิน sal K ที่พรอมทํางานอยูภายในเซลล ทําใหแบคเทอริโอซิน sal K สามารถไปจับ
กับสารชีวโมเลกุลของ E. coli ไดโดยตรง สงผลให E. coli ไมสามารถสังเคราะหดีเอน็เอหรือผลิต
โปรตีนที่จําเปนสําหรับ E. coli ได จึงสงผลใหเซลล E. coli ตาย 
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ในขณะที่การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่ไดจากพลาสมิด pGEXactive/alb β พบ

การแสดงออกของโปรตีน GST fused active alb β แตขนาดของโปรตีนที่ไดไมตรงกบัขนาดที่
แทจริงของโปรตีนนี้เนื่องจากเมื่อทําการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวาเกิดการขาดหายไป
ของนิวคลีโอไทดอะดนีีน (A) โดยตําแหนงดังกลาวเปนตาํแหนงนิวคลีโอไทดที่อยูหลังจาก
ตําแหนงตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  ซ่ึงอาจเกิดจาก star activtity ของเอนไซม BamHI ซ่ึง
เปนผลมาจากการใชสภาพทีไ่มเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม สงผลใหเอนไซมเกิดการ
ทํางานที่ผิดพลาดโดยทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอผิดไปจากตําแหนงจําเพาะของเอนไซม ทําใหเกิด 
frame shift ของลําดับกรดอะมิโน และไมสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน active alb βได และ
หลังจากทําการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนโดยใช Translate tool (http://au.expasy.org/tools/dna 
.html)  พบวาสามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 18 กรดอะมิโน กอนพบ stop codon ซ่ึงลําดับ
กรดอะมิโนทีไ่ดนั้นไมตรงกับลําดับกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน active alb β และเปปไทดมี
ขนาดเทากับ 2056.46 กิโลดาลตัน (http://au.expasy.org/ tools/pi_tool.html) เมื่อรวมขนาดของ
เปปไทดที่ไดกับขนาดของ GST ทําใหขนาดของโปรตีน GST fused active albβ มีขนาดรวม
ประมาณ 28.51 กิโลดาลตัน สงผลใหขนาดของโปรตีนที่ไดจากการตรวจสอบดวยวธีิ SDS-
PAGE ไมแตกตางกับขนาดของ GST ที่ใชเปนตัวควบคุมและไมพบวาโปรตีนดังกลาวมี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Leuconostoc sp. ซ่ึงแตกตางจากการทดลองของ 
Pilasombut (2006) ซ่ึงทําการศึกษาเปปไทดแบคเทอริโอซิน FK22 ที่ผลิตไดจากเชื้อ Lb. 
sarivarius K7 ซ่ึงมีขนาดของเปปไทดเทากบั 4331.70 กิโลดาลตัน จากการทดลองพบวา FK22 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดได เชน Lb. sakei subsp. sakei 
JCM 1157T Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T และ Bacillus coagulans JCM 
2257T และขนาดเปปไทดแบคเทอริโอซินที่ไดจาก Lb. salivarius K7 ใกลเคียงกับการทดลองของ  
Flynn et al (2002) ซ่ึงทําการศึกษาแบคเทอริโอซิน abp118β ที่มีขนาดของเปปไทดเทากับ 
4333.80 กิโลดาลตัน ซ่ึงผลิตไดจากเชื้อ Lb. salivarius subsp. salivarius  UCC118  
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4. การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และการแสดงออกของโปรตีนแบคเทอริโอซินในพลาสมิด 
pTYB1 expression vector และ pTYB12 expression vector 
 

การใช pTYB12 เปน expression vector  ซ่ึงมี intein อยูบริเวณปลายหมูกรดอะมิโนของ
โปรตีนและพบวาสามารถผลิตโปรตีน intein fused bacteriocins ได ซ่ึงแบคเทอริโอซินที่อยูในรูป 
inactive form  ทั้ง inactive/sal K และ inactive/alb β สามารถทําใหบริสุทธิ์ได เมื่อเชื่อมตอกับ 
intein (55 กิโลดาลตัน) จะทําใหโปรตีนมีขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน ซ่ึงผลที่ไดจากการทําให
แบคเทอริโอซิน inactive/sal K และ inactive/alb β บริสุทธิ์ เมื่อทําการตรวจสอบการแสดงออก
ของโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE พบวามีการแสดงออกของโปรตีนที่ 2 ตําแหนง คือ 
โปรตีนขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน  และโปรตีนขนาดประมาณ 62 กิโลดาลตัน เนื่องจากใน
ขั้นตอนการทาํใหบริสุทธิ์  pH ของบัพเฟอรที่ใชในการทาํใหบริสุทธิ์อาจมีผลทําใหเกดิการ
ตัดเปปไทดแบคเทอริโอซินออกจาก intein ได แตเนื่องจากระยะเวลาที่ใชในการทําใหบริสุทธิ์ใช
ระยะเวลาเพยีงไมกี่ช่ัวโมง หรือ fusion protein ที่ไดมีความเขมขนสูงมากจึงทําใหการตัดเปปไทด
แบคเทอริโอซินออกจาก intein ไดไมสมบูรณ จึงทําใหเหน็ขนาดของโปรตีน 2 ขนาด คือขนาด
ของ intein (55 กิโลดาลตัน) และขนาดของ intein fused bacteriocin (62 กิโลดาลตัน) โดย
บัฟเฟอรที่ใชในการทําให intein fused bacteriocin บริสุทธิ์มีคาประมาณ 7.5-8.0 ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของ Diao et. al., (2007) ที่พบวา pH ของโปรตีนสามารถเหนี่ยวนําใหเกดิการตัด
โปรตีนออกจาก intein ได โดยพบวา pH ของโปรตีนในชวง 7.5-8.0 สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการ
ตัดโปรตีนออกจาก intein ไดบางสวน ในขณะที่ pH ในชวง 5.0-7.0 สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการ
ตัดโปรตีนออกจาก intein ไดสมบูรณ 

 
 ในขณะที่แบคเทอริโอซินที่อยูในรูป active form พบมีการแสดงออกของโปรตีนแตไม

สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดเนื่องจากมีการตกตะกอนของโปรตีนเกิดขึ้น ซ่ึงการตกตะกอนของ
โปรตีนเกิดขึ้นเนื่องจากโปรตีนมีการมวนพับของโปรตีนที่ไมถูกตอง จึงทําใหโปรตนีสูญเสีย
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ และเมื่อทําการคืนสภาพโปรตีนเพื่อให
โปรตีนสามารถอยูในสภาพที่ละลาย พบวาโปรตีนยังคงตกตะกอนและไมสามารถยบัยั้งการเจริญ
ของเชื้อทดสอบได จึงไดแกปญหาดังกลาวดวยการเปลี่ยน expression vector โดยเปลี่ยนจาก 
pTYB12 เปน pTYB1 
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การใช pTYB1 เปน expression vector ซ่ึงมี intein เชื่อมตออยูบริเวณปลายหมู                        
คารบอกซิลของโปรตีน พบวาไมสามารถผลิตโปรตีน active sal K fused intein ได เนื่องจากเมื่อ
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากพลาสมิด pTYB1active/sal K มาทําการตรวจสอบ และทําการแปล
เปนลําดับกรดอะมิโน พบวาเกิด stop codon บนสายเปปไทด และลําดบักรดอะมิโนที่ไดมีการ
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เมื่อทําการแปลรหสัทําใหเกดิการสังเคราะหสายเปปไทดสายส้ันๆ 
ประมาณ 10 กรดอะมิโน ในขณะที่สามารถผลิตโปรตีน active alb β fused intein และสามารถทํา
โปรตีนใหบริสุทธิ์ได หลังจากการตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้เชื้อทดสอบ พบวา active 
alb β fused intein สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 
6124T ที่ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
เมื่อทําการเปรียบเทียบแอคตวิิตี้ของแบคเทอริโอซิน FK22 กับ intein fused active/alb β 

พบวาแบคเทอริโอซินทั้งสองชนิดสามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อ  Leu. mesenteroides subsp. 
mesenteroides JCM 6124T ไดเหมือนกัน แตพบวา FK22 (200 AU/ml) มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการ
เจริญของเชื้อทดสอบมากกวา intein fused active/alb β (800 AU/ml) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการ
เปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน active/alb β ซ่ึงอาจสงผลตอแอคติวิตี้ของ                          
แบคเทอริโอซิน หรืออาจเนือ่งมาจากแบคเทอริโอซิน intein fused active/alb β เปน                             
แบคเทอริโอซินที่ยังมี intein เชื่อมตออยูกับยีนแบคเทอริโอซิน alb β ที่บริเวณปลายดาน           
คารบอกซิลของสายโปรตีน การที่มี intein อยูที่บริเวณปลายดานคารบอกซิลอาจมีผลตอฤทธ์ิของ
แบคเทอริโอซินได โดยอาจไปรบกวนการทํางานของแบคเทอริโอซินทําใหมีฤทธิ์นอยลง ซ่ึงหาก
มีการกําจัด intein ออกไปได อาจทําให alb β มีฤทธิ์มากขึ้นได 

 
ซ่ึงผลขางตนสอดคลองกับงานของ Chen et al., (2008) ซ่ึงไดทําการศกึษาการแสดงออก

ของเปปไทด ABP-CM4 และเปปไทด ABP-CMt ที่ไดจากหนอนไหม (Bombyx mori) โดยทําการ
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนทั้งสองโดย intein fusion protein ใน E.coli expression system 
พบวา เปปไทดดังกลาวสามารถแสดงออกไดเมื่อใช intein เปน fusion protein โดยอธิบายวา
เนื่องจาก intein มีขนาดของโปรตีนที่คอนขางใหญ (55 กิโลดาลตัน) intein จึงไปขัดขวางการ
ทํางานของเปปไทด ABP-CM4 และเปปไทด ABP-CMt ทําให เปปไทดทั้งสองไมสามารถทําลาย
สารชีวโมเลกุลภายในเซลลได จึงทําใหเซลล E. coli ไมถูกทําลาย อีกทั้ง intein ยังปองกันการเกิด 
proteolysis ภายในเซลลไดดวย จึงทําใหสามารถผลิตเปปไทดที่มีความเปนประจุบวกสูงได 
ขณะที่กอนหนานั้น Ingham et al (2004) ไดทําการศึกษาเพื่อหาดีเอน็เอพาหะที่เหมาะสมใน
การศึกษาการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน โดยทําการสรางดัดแปลงดีเอ็นเอพาหะ pTYB1 เพื่อ
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สรางดีเอ็นเอพาหะที่มี intein fusion protein อยูบริเวณปลายหมูคารบอกซิลของโปรตีน ทําให
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดเชนกัน 
 
5.  การผลิตสายพันธุกลายของแบคเทอริโอซินโดยวิธี error prone PCR  
   
 จากการผลิตสายพันธุกลายของยีนแบคเทอริโอซิน active/alb β พบวาวธีิ error prone 
PCR สามารถเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายอยางสุมไดทั่วทั้งชิ้นยีนเชนเดยีวกับการเหนีย่วนําใหเกดิ
การกลายโดยวิธีเดียวกนัในแบคเทอริโอซินชนิด lacticin 3147 แตตรงกันขามกับการเหนีย่วนําให
เกิดการกลายพันธุในแบคเทอริโอซิน subtilin และ Pep5 (Pag และ Sahl, 2002) ซ่ึงไมประสบ
ความสําเร็จในการเหนีย่วนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธี error prone PCR 
 
 ผลจากการศึกษาพบวาสามารถแทรกชิ้นยนีกลายพนัธุเขาสูดีเอ็นเอพาหะ pTYB1ได 
จํานวน 25 โคโลนี และทําการคัดเลือกพลาสมิดที่เกิด error prone PCR โดยการศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีน เปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีนที่ไดจากพลาสมิด 
pTYB1active/alb β ผลการแสดงออกของพลาสมิดยีนกลายพันธุของยนี active/alb β พบวา 
พลาสมิดของยีนกลายพันธุไมมีการแสดงออกของโปรตีน ดังนั้นจึงนําพลาสมิดยีนกลายพันธุไป
ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด พบวาเมื่อทําการตรวจสอบลําดับดีเอ็นเอของยีนกลายพนัธุ และ
แปลรหัสเปนลําดับกรดอะมิโนสามารถแปลรหัสไดเปนเปปไทดสายสั้นๆ เนื่องจากการทํา error 
prone PCR เปนการเหนี่ยวนาํใหเกิดการกลายพันธุที่ไมสามารถควบคุมได สงผลใหยนีกลายพนัธุ
ที่ไดจากการทาํพีซีอารเกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนมาก ผลการแปลรหัส
ทําใหเกิดพบตาํแหนงหยดุการสังเคราะหสายเปปไทด เนือ่งจากมีตําแหนงหยดุการแปลรหัสตั้งแต
สวนตนของสายเปปไทด สงผลใหไมเหน็การแสดงออกของเปปไทดแบคเทอริโอซิน ดังนั้นใน
การศึกษาการกลายพันธุของยีน active/alb β โดยใชวิธี error prone PCR อาจยังไมเหมาะสมใน
การสรางแบบเทอริโอซินสายพันธุกลาย เนื่องจากสงผลใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมบนชิ้นยนี 
และมักจะเกิด stop codon ทําใหไมสามารถศึกษาตําแหนงกรดอะมิโนทีสํ่าคัญตอฤทธ์ิของ        
แบคเทอริโอซินได 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 32สรุป 

 

1. จากการทดลองสามารถสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอ และสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินยีนแบคเทอริโอซิน 
inactive/sal K, active/sal K, inactive/alb β และ active/alb β ไดสําเร็จ 

 
2. จากการทดลองพบวาสามารถโคลนน่ิงยีนแบคเทอริโอซินเขาสู pGEX4T1, pTYB1 และ 
pTYB12 ไดสําเร็จ  

 
3. จากการเปรียบเทียบผลการแสดงออกของยีนแบคเทอริโอซินโดยใช expression vector ท่ีแตกตาง
กันพบวาไดผลดังนี้ 

 
3.1  กรณีใช pGEX4T1 เปน expression vector พบวา ไมสามารถผลิตเปปไทด                          

แบคเทอริโอซินโดยใช GST fusion protein ได เนื่องจากไมพบการแสดงออกของโปรตีน GST 
fused active sal K เนื่องจากเปปไทด sal K มีความเปนพษิตอเซลลของ  E. coli ในขณะท่ีพบการ
แสดงออกของโปรตีน GST fused active alb β จากพลาสมิด pGEXactive/alb β แตขนาดของ
โปรตีนท่ีไดไมตรงกับขนาดท่ีแทจริงของโปรตีน เนื่องจากการเกิด stop codon ทําใหเกิดการ
สังเคราะหโปรตีนไดเพยีงบางสวน และไมพบวาโปรตีนดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือทดสอบ 

 
3.2  กรณีใช pTYB12 เปน expression vector  พบวาสามารถผลิตโปรตีน intein fused 

bacteriocins ได ซ่ึงแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป inactive form  ท้ัง inactive sal K และ inactive alb β 
สามารถทําใหบริสุทธ์ิได ในขณะท่ีแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป active form พบมีการแสดงออกของ
โปรตีนแตไมสามารถทําใหบริสุทธ์ิไดเนื่องจากมีการตกตะกอนของโปรตีนเกิดข้ึน เม่ือทําการคืน
สภาพโปรตีน พบวาโปรตีนที่ไดไมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือทดสอบได 
 

3.3  กรณีใช pTYB1 เปน expression vector พบวาไมสามารถผลิตโปรตีน intein fused 
active sal K ไดเนื่องจากไมมีการแสดงออกของโปรตีน ในขณะท่ีสามารถผลิตโปรตีน intein fused 
active alb β และสามารถทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิได หลังจากการตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้
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เช้ือทดสอบ พบวา intein fused active alb β สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ Leuconostoc sp. ท่ี
ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
4.  pTYB1 เปน expression vector ท่ีเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน active alb β 

 
5.  การใชวิธี error prone PCR พบวาไมสามารถศึกษาผลของการกลายพันธุไดเนื่องจากการ
เหนีย่วนําใหเกิดการกลายพนัธุดวยวิธี error prone PCR บังคับไดยาก และมักเกิด stop codon ทําให
ไมสามารถผลิตเปปไทดแบคเทอริโอซินได 
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 33ขอเสนอแนะ 

 

1.  เนื่องจากเปปไทดแบคเทอริโอซินมีความเปนพิษตอเซลลเจาบานท่ีเปน E. coli สงผลใหไมมีการ
ผลิตโปรตีนดังในกรณีของ active salK ใน pGEX4T-1 และ pTYB1 expression vector หรือทําให
เกิดการตกตะกอนดังกรณีของ active salK  และ active alb β ใน pTYB12 เพื่อเปนการแกปญหา
ดังกลาว จึงควรมีการผลิตเปปไทดแบคเทอริโอซินระบบอ่ืนๆ เชน cell free expression system, 
insect cell expression systems หรือ yeast expression system  หรืออาจบังคับใหโปรตีนมีการ
แสดงออกโดยการทําใหโปรตีนเปน inclusion bodies 

 
2.  เนื่องจากยงัไมมีเกณฑใดในการเลือกใช fusion protein ท่ีเหมาะสมในการศึกษาการแสดงออก
ของแบคเทอริโอซินใน E.coli expression system ดังนั้นจงึควรทดลองใชโปรตีนตัวเช่ือมระบบอ่ืน 
เชน maltose binding protein และ His-tag หรือสราง expression vector ท่ีเหมาะสมในการศึกษาการ
แสดงออกของแบคเทอริโอซินโดย E. coli เปนเซลลเจาบาน 

 
3.  เนื่องจากเปปไทดแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป active form เปนเปปไทดท่ีมีความเปนพิษตอเซลล 
E. coli ทําใหไมสามารถเหนี่ยวนาํให E. coli มีการผลิตโปรตีนในปริมาณท่ีมากได แตใน
ขณะเดียวกนัจากผลการทดลองจะพบวา สามารถผลิตแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป inactive form ได 
อีกทั้งยังสามารถทําใหบริสุทธ์ิได จึงมีความคิดในการแกไขปญหาการเปนพิษของแบคเทอริโอซิน
ตอเซลลของ E. coli นั่นคือ อาจทําการผลิตแบคเทอริโอซินท่ีตองการใหอยูในรูป inactive form 
แลวนําแบคเทอริโอซินท่ีอยูในรูป inactive form มากําจัด leader peptide ออก จะทําใหเกิดการ
เปล่ียนจาก inactive form เปน active form ซ่ึงจะชวยลดปญหาการเปนพิษตอเซลลของ E. coli ได 
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ภาคผนวก 
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1. อาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย   
 
อาหารสูตร MRS / 1000 ml 
 MRS     52.5 g 

 
อาหารสูตร LB broth / 1000 ml 

Tryptone   10 g 
Yeast extracts    5 g 
NaCl     5 g  

 
2. สารเคมีสําหรับสกัดพลาสมิด 
  

Alkaline lysis Solution I (Resuspension buffer) /100 ml 
  50 mM Glucose    2.5 ml 
  25 mM Tris-HCl, pH 8    5 ml 
  10 mM EDTA    2 ml 
 

Alkaline lysis Solution II (Lysis buffer) / 100 ml 
 0.2 N NaOH   2 ml 
 1% (w/v SDS)   5 ml 
 
Alkaline lysis Solution III / 100 ml 
 5 M Potassium acetate  50 ml 
 0.2 M Glacial acetic acid  11.5 ml 
 

3. สารเคมีสําหรับตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis  
 

10X TBE stock solution    1000 ml 
   Tris base     108 g 
   Boric acid    55 g 
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EDTA     5.84 g   
 

4.  สารเคมีสําหรับตรวจสอบขนาดโปรตนีดวยวิธี Sodium Dedocyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 

30 % Acrylamide (30.8 % T, 2.6% C)/ 100 ml 
30% Acrylamide acrylamide   30 g 
 N,N’-methylenebisacrylamide (BIS)  0.8 g 
 

10% Amonium persulfate / 1 ml 
Amonium persulfate    100 mg  
 

Separating solution 1.5 M Tris pH 8.8 / 200 ml 
Tris base     36.3 g  
 

Stacking solution 0.5 M Tris pH 6.8 / 100 ml 
Tris base     6 g  
 

6x Protein loading dye  
  0.5M tris pH 6.8    7 ml  

Glycerol    3 ml 
SDS     1 g 
Bromophenol blue   1.2 mg 
 

5x Protein running buffer / 1000 ml 
0.125 M Tris base    15.1 g 
0.96 M Glycine     72.0 g 
0.5%w/v SDS     5 g 
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5x Staining solution / 500 ml 
0.5%w/v coomasie blueR250   2.5 g 
40% methanol     200 ml 
10% Acetic acid    50 ml 
 

Destain /1000 ml 
40 % Ethanol                             400 ml 
10 % Acetic acid   100 ml 
 

5. สารเคมีสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิ  
 
  Lysis buffer / 50 ml 

20 mM Tris-HCl pH 7.5   1 ml 
500 mM NaCl    8.33 ml 
1 mM EDTA     0.1 ml 
0.1% TritonX    0.05 ml 
 

Column buffer / 500 ml  
20 mM Tris-HCl pH 7.5   10 ml 
500 mM NaCl    83.33 ml 
1 mM EDTA    1 ml 
 

Stripping buffer  
0.3 M NaOH 
 

Clave buffer / 10 ml 
20 mM Tris-HCl pH 7.5   0.2 ml 
500 mM NaCl    1.17 ml 
1 mM EDTA     0.02 ml 
50 mM DTT    0.077 g 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
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