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จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส                                               
แหลงของเอนไซมเบตา-แมนโนซิเดส 
แหลงของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดส 
ตัวอยางฐานขอมูลทางชีววิทยาบนเครือขายอินเตอรเนต็ 
ตัวอยางเวบไซตที่ใหบริการเปรียบเทียบความเหมือนกบัฐานขอมูล 
ช่ือและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบชนิดและ
สังเคราะหยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส และไพรเมอรสําหรับ
การทํา PCR walking 
ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนจากลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิต
เอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ไดจากการทดลอง กับ
ลําดับเบสในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTN 2.2.17 [Aug-26-2007] 
ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนจากลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิต
เอนไซมแมนนาเนสของ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับ
เบสในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTN 2.2.17 [Aug-26-2007] 
ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปล
รหัสจากยนีทีค่วบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสของ B. amyloliquefaciens 
NT6.3 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล โดยโปรแกรม 
BLASTX 2.2.17 [Aug-26-2007] 
ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปล
รหัสจากยนีทีค่วบคุมการผลติเอนไซมแมนนาเนสของ B. circulans NT6.7 ที่
ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล โดยโปรแกรม 
BLASTX 2.2.17 [Aug-26-2007] 
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ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนใน
ฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTP 2.2.17 [Aug-26-2007] 
ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. circulans 
NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล โดยโปรแกรม 
BLASTP 2.2.17 [Aug-26-2007] 
ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก 
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 กับลําดับกรดอะมิโน
ในฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) จากโปรแกรม Swiss-Model 
ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. subtilis A33 
(ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) กับลําดับกรดอะมิโนใน
ฐานขอมูลของโปรตีน (PDB) จากโปรแกรม Swiss-Model 
ผลการคัดเลือก template ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสในไกลโคไซดไฮโดร
เลสสกุลที่ 26 (GH26) จากฐานขอมูลโปรตีน 
ตําแหนงของบริเวณเรง (active site) บนโมเดลของ B. amyliloquefaciens 
NT6.3, B. circulans NT6.7, B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis 
G1 (ABC61374.1) เปรียบเทียบกับ บริเวณเรงจากเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
ของ Cellvibrio japonicus (PDB code: 1odz) ที่ใชเปน template 
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. amyloliquefaciens 
NT6.3 
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ  B. circulans NT6.7 
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis A33 
(ABB91433.1) 
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis G1 
(ABC61374.1) 
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สารเคมีและปริมาตรสารเคมีที่ใชในปฏิกริิยาการเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากบั 
ดีเอ็นเอพาหะ ( pGEM-T Easy Vector)  
สารเคมี และปริมาตรสารเคมีที่ใชในปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส เพื่อการ   
ตรวจสอบผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ที่แทรกอยูในดีเอ็นเอพาหะ 
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โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนใน locust bean gum (ก) guar gum (ข) และ 
กากมะพราว (ค) 
กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสแบบ inversion 
(ก)  และ retention (ข)   
โครงสรางของสวนที่เปนบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมไกลโคไซด 
ไฮโดรเลส แบบ pocket (ก) cleft (ข) และ tunnel (ค) 
การเรียกชื่อหนวยยอยทีจ่ับกับน้ําตาลตรงบริเวณเรงปฏกิิริยาของเอนไซมในกลุม 
ไกลโคไซดไฮโดรเลส 
การจัดลําดับความเหมือน (alignment) ของลําดับกรดอะมิโนสําหรับเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสใน GH5 บางชนิดจากสิ่งมีชีวิตที่เปนยคูาริโอต 
โครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนสที่จัดอยูใน GH5 จากเชื้อรา T.reesei 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 
แผนภูมิเทคนคิ PCR walking 
แผนภูมิเทคนคิ inverse PCR 
แผนภูมิเทคนคิ ligation-mediated PCR (LMPCR) 
โครโมโซมดีเอ็นเอของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร 
BMF/BMR ของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens 
NT6.3 บนโครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 786 คูเบส 
ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก B. circulans NT6.7 
บนโครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 771 คูเบส 
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสใน frame -1 ที่ไดจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 ประกอบดวย 262 กรดอะมิโน 
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ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสใน frame +2 ที่ไดจาก B. circulans 
NT6.7 ประกอบดวย 256 กรดอะมิโน 
ผลการทํา multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนา 
เนส จํานวน 10 ตัวอยางที่สืบคนจากฐานขอมูล กับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม
แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
ผลการทํา pairwise alignment ของลําดับเบสระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 
และ  B. circulans NT6.7 
ผลการทํา pairwise alignment ของลําดับกรดอะมิโนระหวาง B.amyloliquefaciens 
NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 5' (5'-walking) 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 5' โดยใชโครโมโซมดีเอ็น
เอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) และ B. circulans NT6.7 (ข) เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบ 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 3' โดยใชโครโมโซมดีเอ็น
เอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) และ B. circulans NT6.7 (ข) เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบ 
โมเดลที่ไดจากลําดบักรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ 
B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) B. circulans NT6.7 (ข) B. subtilis A33 

(ABB91433.1) (ค) และ B. subtilis G1(ABC61374.1) (ง) โดยโปรแกรม Swiss-
Model 
ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. amyloliquefaciens NT6.3 เปรียบเทียบกับ 
template 1odz  
ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. circulans  NT6.7 เปรียบเทียบกบั 
template 1odz 
ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. subtilis A33 (ABB91433.1) เปรียบเทียบ
กับ template 1odz  
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 
 
 
 
 

ภาพที ่ หนา 
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ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. subtilis G1 (ABC61374.1) เปรียบเทียบ
กับ template 1odz  
ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. amyloliquefaciens NT6.3 
ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. circulans NT6.7  
ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis A33 
(ABB91433.1) 
ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis G1(ABC61374.1)     
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis A33   
(ABB91433.1) 
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
G1 (ABC61374.1) 
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans NT6.7 และ B. circulans G1 
(ABC61374.1) 
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans NT6.7 และ B. circulans A33 
(ABB91433.1) 
ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans A33 (ABB91433.1) และ  
B. circulans G1 (ABC61374.1) 
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 (8) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
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ค8 

ตําแหนงของคูไพรเมอร BMR และ BMR จากบริเวณ consensus sequence ของ
การทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustalW (1.83) 
ตําแหนงของคูไพรเมอร MR และ MR จากบริเวณ consensus sequence ของการ 
ทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustalW (1.83) 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ   
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. circulans  
NT6.7 และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. circulans  
 NT6.7 และ B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis 
A33 (ABB91433.1)และB. subtilis G1 (ABC61374.1) 
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การโคลนและวิเคราะหโครงสรางของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก 

Bacillus amyloliquefaciens NT6.3 และ Bacillus circulans NT6.7 
 

Cloning and Structural Analysis of Genes Encoding Mannanase from 

Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 and Bacillus circulans NT 6.7 
 

คํานํา 
 

 กากมะพราว เปนของเหลือทิ้งทางการเกษตรจากอุตสาหกรรมการผลิตน้ํากะทิ ซ่ึงปหนึ่งมี
กากมะพราวสงูถึง 1.4 ลานตัน โดยนําไปเปนอาหารสัตว อยางไรก็ตาม กากมะพราวใหคณุคาทาง
โภชนาการกับสัตวต่ํา เมื่อเทยีบกับถ่ัวเหลืองซึ่งมีโปรตีนสูงกวากากมะพราว 19-23 เปอรเซ็นต 
(NRC, 1998) ในอีกทางหนึง่ กากมะพราวมีสวนประกอบของคารโบไฮเดรตสูงถึง 60-90 เปอร 
เซ็นต ในรูปของกาแลคโตแมนแนน ซ่ึงสามารถเพิ่มมูลคาในรูปของแมนโนโอลิโกแซคคาไรด 
สําหรับใชเปนสารพรีไบโอติก (prebiotic) ชวยสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียในลําไสที่เปน
ประโยชน เชน เชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacillus sp. (Zakaria et al., 1998) และยับยั้งการเจรญิ
ของเชื้อกอโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยแมนโนโอลิโกแซคคาไรดจะมีคุณสมบัตเิปน receptor 
analogue สําหรับการยึดจับของเชื้อกอโรค ทําใหเพิ่มพื้นที่ผนังลําไสสําหรับเชื้อ probiotic ได 
(Hardy, 2003) ขณะเดียวกนั สารดังกลาวสามารถชวยกระตุนใหรางกายสรางภูมิคุมกนัเพิ่มขึ้น 
สงผลตอการเสริมสุขภาพของคน และสัตวกระเพาะเดีย่ว 
  

การสังเคราะหแมนโนโอลิโกแซคคาไรดจากแมนแนน สามารถสังเคราะหขึ้นโดยอาศัย
การทํางานของเอนไซม endo-β-1,4-D mannanase โดยเอนไซมทําหนาที่ยอยสลายพนัธะเบตา 1,4 
ที่เชื่อมตอระหวางน้ําตาลแมนโนส ซ่ึงเปนโครงสรางหลักของแมนแนนในลักษณะสุม ทําใหไดผล
ผลิตเปนแมนโนโอลิโกแซคคาไรด (Cann et al., 1999) นอกจากนี้ เอนไซมเบตา-แมนนาเนสยังมี
ความสําคัญในอุตสาหกรรมการสกัดกาแฟ ช็อกโกแลต และโกโก เนือ่งจากเอนไซมจะเขาไปชวย
ลดความหนดืในระหวางกระบวนการสกดั ทําใหสามารถสกัดสารไดในปริมาณที่สูงขึ้น (Zakaria et 
al., 1998) 
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แบคทีเรียเปนจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสไดอยาง 
มีประสิทธิภาพ (Yanhe et al., 2004) ทําใหสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมดานตาง ๆ อยาง
กวางขวาง ปจจุบันเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจัดอยูในกลุมของไกลโคไซดไฮโดรเลส สกุลที่ 5 และ 
26 (GH5 และ GH26) (Deborah et al., 2003) การตรวจสอบความแตกตางที่สําคัญในโครงสราง
ระดับโมเลกุล และคุณสมบัตทิางชีวเคมีของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH5 และ GH26 จะทําให
ทราบถึงกลไกการทํางานของเอนไซมนี้ได  

 
ดังนั้นงานวิจยันี้ จึงมุงศึกษาการทํางานของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย 

B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 โดยการหาลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการ
ผลิตเอนไซม เพื่อนําไปสูการวิเคราะหโครงรางสามมิติ ทําใหสามารถประยุกตใชกับการผลิตสาร
แมนโนโอลิโกแซคคาไรดจากกากมะพราวไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดในอนาคต 



วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อตรวจสอบชนิด และคณุสมบัติของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก      
B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 โดยใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

2.  เพื่อทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3   
และ B. circulans NT 6.7 และวิเคราะหบริเวณเรง โดยการทํา homology modeling 

 
 

 



การตรวจเอกสาร 
  
1. แหลงและโครงสรางทางเคมขีองแมนแนน (mannan) 
 

แมนแนนเปนสารประกอบจาํพวกเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ซ่ึงพบในสวนของผนัง
เซลลพืช เชน พืชไมเนื้อออน (softwoods) โดยพบอยูระหวางชั้นของเซลลูโลส (cellulose) และ
ลิกนิน (lignin) (Ethier et al., 1998) แบงแมนแนนจากพชืตามโครงสรางไดเปน 2 กลุม คือ 

 
1.1 Heterogeneous backbone 
 

เปนกลุมของแมนแนนที่มีโครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิด คือ กลูโคส และ
แมนโนส เชื่อมตอกันดวยพนัธะเบตา 1,4 เรียกวา กลูโคแมนแนน (glucomannan) (Ethier et al., 
1998) โดยน้ําตาลกลูโคสในโครงสรางหลักของกลูโคแมนแนน มีการจดัเรียงตวัอยางกระจัด
กระจาย อัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กลูโคส ในโครงสรางหลักอยูในชวง 4:1 ไปจนถึง 
1:1 (Meier et al., 1982) ตัวอยางของกลูโคแมนแนนที่รูจักกนัเปนอยางดี คือ แมนแนนในหวับุก 
(konjac glucomannan) ซ่ึงแยกไดจากสวนหัวที่อยูใตดนิของบุก (Amorphophallus konjac) โดยแมน
แนนในหวับุกมีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กลูโคส เปน 16:1 และมีอันดบัของการเกิด
โพลีเมอร (Degree of polymerization:DP) มากกวา 6000 (Nishinari et al., 1992) 
 

1.2  Homogeneous backbone 
 

เปนกลุมของแมนแนนที่โครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสชนิดเดยีวเชื่อม 
ตอดวยพันธะเบตา 1,4 และสวนของกิ่งแขนง (branch) เชื่อมน้ําตาลกาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนส 
ดวยพันธะแอลฟา 1,6 เรียกแมนแนนกลุมนี้วา กาแลคโตแมนแนน (galactomannan) (Ethier et al., 
1998 และ Ferreira and Filho, 2004) ซ่ึงพบมากในเมลด็ของพืชตระกลูถ่ัว กากเมล็ดกาแฟ เนื้อใน
ของเมล็ดปาลม และกากมะพราว เปนตน 

 
กาแลคโตแมนแนนสองชนดิที่รูจักกนัเปนอยางดีพบใน locust bean gum และ guar 

gum ซ่ึงแยกไดจากเมล็ดของ Ceratonia siliqua และ Cyanaposis tetragonolobus ตามลําดับ 
(Goldstein et al., และ Rol, 1973) กาแลคโตแมนแนนใน locust bean gum และ guar gum  มีความ
แตกตางกันตรงบริเวณที่มกีารเชื่อมน้ําตาลกาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนสดวยพันธะแอลฟา 1,6 
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โดยกาแลคโตแมนแนนใน locust bean gum มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส:กาแลคโทส 
ประมาณ 5:1 มีน้ําหนกัโมเลกุล 310000 ดาลตัน และจะเกดิพันธะแอลฟา 1,6 ระหวางน้ําตาลแมน
โนส ประมาณ 3-4 โมเลกุล ในขณะทีก่าแลคโตแมนแนนใน guar gum มีอัตราสวนโมเลกุลของ
น้ําตาลแมนโนส:กาแลคโทส ประมาณ 2:1 มีน้ําหนกัโมเลกุล 220000 ดาลตัน และจะเกดิพันธะ α-
1,6 ระหวางน้าํตาลแมนโนส ประมาณ 1-2 โมเลกุล ดังภาพที่ 1 

 
กากมะพราว เปนของเหลือทิ้งทางการเกษตรจากอุตสาหกรรมการผลิตน้ํากะทิ ซ่ึงปหนึ่งมี

กากมะพราวสงูถึง 1.4 ลานตัน ซ่ึงนําไปเปนอาหารสัตว อยางไรก็ตาม กากมะพราวใหคุณคาทาง
โภชนาการกับสัตวต่ํา เมื่อเทยีบกับถ่ัวเหลืองซึ่งมีโปรตีนสูงกวากากมะพราว 19-23 เปอรเซ็นต 
(NRC, 1998) ในอีกทางหนึง่ กากมะพราว มีสวนประกอบของคารโบไฮเดรตสูงถึง 60-90 เปอร 
เซ็นต ในรูปของกาแลคโตแมนแนน ซ่ึงสามารถเพิ่มมูลคาในรูปของแมนโนโอลิโกแซคคาไรด 
(mannooligosaccharide) สําหรับใชเปนสารพรีไบโอติก ชวยสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียในลําไส
ที่เปนประโยชน เชน เชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacillus sp. (Zakaria et al., 1998) และยับยั้งการ
เจริญของเชื้อกอโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยแมนโนโอลิโกแซคคาไรดจะมีคณุสมบัติเปน 
receptor analogue สําหรับการยึดจับของเชือ้กอโรค ทําใหเพิ่มพืน้ที่ผนงัลําไสสําหรับเชื้อ probiotic 
ได (Hardy, 2003) ขณะเดยีวกัน สารดังกลาวสามารถชวยกระตุนใหรางกายสรางภูมคิุมกนัเพิ่มขึ้น 
สงผลตอการเสริมสุขภาพของคน และสัตวกระเพาะเดีย่ว 
 

โครงสรางของกากมะพราวนั้นประกอบไปดวยแมนแนน กาแลคโตแมนแนน และเซลลู 
โลสในสัดสวน 26:61:13 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Balasubramaniam, 1976) โดยพบวาสวนของแมน
แนน และกาแลคโตแมนแนน คิดเปนสัดสวน 25-30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง (Sundu et al., 
2006) และจากการที่โครงสรางของกากมะพราวมีสวนของโพลีแซคคาไรดที่ไมใชแปง (non-starch 
polysaccharides, NSPs) ประกอบอยูดวยนั้น จึงสงผลใหกากมะพราวมีโครงสรางที่แตกตางจาก 
guar gum กลาวคือ กาแลคโตแมนแนนในกากมะพราวจะมีความแข็ง เรียงตัวกนัแบบผลึก 
(crystalline) และมีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนส:น้ําตาลกาแลคโตส เทากับ 14:1 ในขณะที ่guar 
gum มีอัตราสวนเทากับ 2:1 ดวยเหตนุี้จึงทาํใหกากมะพราว มีคุณสมบตัิที่ละลายน้ําและยอยสลาย
ไดยาก (Sundu et al., 2006) โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราวแสดงดังภาพที่ 1 
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                                                                        ค. 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนใน locust bean gum (ก) guar gum (ข) และ 
    กากมะพราว (ค) 
ที่มา: Chaplin (2005) 
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2.  ชนิด และแหลงของเอนไซม ในการยอยสลายแมนแนน 
 

การยอยสลายแมนแนนในลักษณะสมบูรณ (complete hydrolysis) จะตองประกอบดวย
เอนไซมยอยสลายชนิดตาง ๆ ซ่ึงสามารถจําแนกเปนกลุมไดดังนี้  

 
 2.1  เอนไซม Endo-1,4-β-D mannanase (β-mannanase, EC 3.2.1.78) 

 
เอนไซมเบตา-แมนนาเนส เปนเอนไซมทีท่ําหนาที่ยอยสลายพันธะเบตา 1,4 ที่เชื่อมตอ

กับน้ําตาลแมนโนสในโครงสรางหลัก การยอยสลายที่ตาํแหนงดังกลาวเปนการยอยแบบสุม โดยจะ
ยอยสลายจากสวนดานในของโมเลกุล (Cann et al., 1999) ผลผลิตที่ไดสวนใหญเปนน้ําตาลแมนโน
ไตรโอส (mannotriose) และแมนโนไบโอส (mannobiose) (Xu et al., 2002)  

   
2.1.1  แหลงของเอนไซม 

 
แหลงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส ไดแก เมล็ดพืชขณะงอก แบคทเีรียทั้งชนิด

ตองการอากาศและไมตองการอากาศ และเชื้อรา เปนตน ซ่ึงกลุมแบคทีเรียและเชื้อรานี้ เปน 
จุลินทรียที่มีการศึกษาการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสอยางหลากหลาย จุลินทรียที่สามารถผลิต
เอนไซมเบตา-แมนนาเนส แสดงไวดังตารางที่ 1 

 
Puchart et al. (1999) นําเชื้อราจากสายพันธุ Thermomyces lanuginosus 17 สาย

พันธุ มาศึกษากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส เบตา-แมนนาเนส อะราบิเนส และเพคติเนส พบวามี 
3 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส คือ T. lanuginosus IMI 185749,  
T. lanuginosus CBS 218.34 และ T. lanuginosus IMI 131010 มีปริมาณเอนไซมเทากับ 21.6, 14.8 
และ 3.8 ยนูิตตอไมโครลิตร ตามลําดับ  

 
Xu et al. (2002) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากระบบยอยอาหารของ 

blue mussel (Mylitus edulis) ที่ถูกทําใหบริสุทธิ์ และคุณสมบัติทางกายภาพและเคมี พบวาเอนไซม
มีคา pI ประมาณ 7.8 มีความคงตัวที่พีเอช 4.0-9.0 มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอชประมาณ 5.2 อุณหภูมิ  
50-55 องศาเซลเซียส และเอนไซมสามารถยอยสลายกาแลคโตแมนแนน locust bean gum และแมน
แนนจากเมล็ดของปาลมไดอยางรวดเร็ว 
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ตารางที่ 1  จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 

จุลินทรีย แหลงอางอิง 
แบคทีเรีย 
Bacillus sp. 
Bacillus stearothermophilus 
Bacillus subtilis KU-1 
Bacillus subtilis NM-39 
Caldocellum saccharlogticum 
Enterococcus casseliflavus 
Pseudomonas cellulosa 
Pseudomonas sp. 
Streptomyces sp. 
Thermomonospora fusca 
Thermotoga neapolitana 5068 
เชื้อรา 
Aspergillus niger 
 
Aspergillus auleatus 
Penicillium hirsutum 
Penicillium purpurogenum 
Penicillium brasilianum IPT 20888 
Trichoderma harzianum T4 
Trichoderma reesei 
Thermomyces lanuginosus 
Sclerotium rolfsii 
 

 
                    Ooi and Kikuchi, 1995 
                    Talbot and Sygusch, 1999 
                    Zakaria et al., 1998 
                    Mendoza et al., 1995 
                    Gibbs et al., 1992 
                    Oda et al., 1993         
                    Hogg et al., 2001            

 Yamaura et al., 1990 
                    Takahashi et al., 1984 
                    Hilge et al., 1998 
                    McCutchen et al., 1997 
 

Ademark et al., 1998 
 Lin and Chen, 2004 
 Setati et al., 2001 
 Bradner et al., 1999 
 Park et al., 1987 
 Jorgensen et al., 2003 
 Ferreira and Filho, 2004 
 Stalbrand et al., 1993 
 Juhasz et al., 2005 
 Singh et al., 2000 
 Puchart et al., 1999 
 Gubitz et al., 1996 
 Sachslehner et al., 1998 
 Sachslehner and Haltrich, 1999 

                    Sachslehner et al., 2000              
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2.2 เอนไซม 1,4-β-mannosidase (EC 3.2.1.25) 
 

 เอนไซมในกลุมนี้ทําหนาทีย่อยสลายพันธะเบตา 1,4 ที่เชื่อมระหวางน้าํตาลแมนโนส 
โดยจะตัดจากสวนดานนอกสุดของโมเลกุลเขาไปจากดานปลายที่ไมใชรีดิวซ่ิง (non-reducing end) 
ของสับสเตรท ซ่ึงเปนพวกแมนโนโอลิโกแซคคาไรด และไกลโคเปปไทดที่มีน้ําตาลแมนโนสเปน
องคประกอบ (manno-containing glycopeptide) เรียกเอนไซมกลุมนี้วา เอกโซไกลโคซิเดส 
(exoglycosidase) สารตั้งตนสวนใหญจัดอยูในกลุมแมนโนโอลิโกแซคคาไรด เชน แมนโนไตรโอส 
(mannotriose) หรือ แมนโนไบโอส (mannobiose) ทําใหไดผลผลิตสุดทาย คือ น้ําตาลแมนโนส
โมเลกุลเดี่ยว (Ademark et al., 2001) 
 

 2.2.1  แหลงของเอนไซม 
 
          เอนไซมเบตา-แมนโนซิเดสผลิตไดจากหลายแหลงดวยกัน เชน สัตวเล้ียงลูกดวย

นม แบคทีเรีย และเชื้อรา เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  แหลงของเอนไซมเบตา-แมนโนซิเดส 
 

แหลงของเอนไซม แหลงอางอิง 
สัตวเล้ียงลูกดวยนม 
คน 
Bovine 

              แบคทีเรีย 
Cellulomonas fimi 
Bacillus sp. 
Enterococcus casseliflavus 
เชื้อรา 
Aspergillus niger 
Aspergillus aculeatus 
Thermomyces lanuginosus 
Sclerotium rolfsii 

 
Alkhayat et al., 1998 
Chen et al., 1995 
 

                       Stoll et al., 1999 
Akino et al., 1998 
Oda et al., 1993 

 
                      Ademark et al., 2001 

Takada et al., 1999 
Singh et al., 2000 
Gubitz et al., 1996 
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Akino et al., (1998) ศึกษากระบวนการทําเอนไซมเบตา-แมนโนซิเดส จากเชื้อ 
Bacillus sp. AM-001 ใหบริสุทธิ์ พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ มีน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 94 กิโลดาลตัน  
คา pI เทากับ 5.5  คาอุณหภูม ิและพีเอช ที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซมเทากับ 50 องศา
เซลเซียส และ 6.0 ตามลําดับ และยังพบวาอนุมูลของโลหะกลุม Ag2+, Cd2+, Cu2+ และ Zn2+ สามารถ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซมได 
 

จากการศึกษาของ Singh et al., (2000) พบวาเชื้อ Thermomyces lanuginosus 
SSBP เมื่อใช locust bean gum เปนแหลงคารบอน สามารถกระตุนใหเชื้อสรางเอนไซมเบตา-แมน
โนซิเดสได และมีอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 80 องศาเซลเซียส มีความ
เสถียรที่ pH เปนกลาง 
 

2.3 เอนไซม α-galactosidase (EC 3.2.1.22) 
 

เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดส ทําหนาที่ในการยอยทีย่อยสลายพันธะแอลฟา 1,6 
ของน้ําตาลกาแลคโตส โดยจะยอยสลายจากสวนปลายสุดของกาแลคโตแมนแนน หรือ กาแลคโต 
กลูโคแมนแนน และโอลิโกแซคคาไรดอ่ืน ๆ เชน สารประกอบเมลิไบโอส (melibiose) แรฟฟโนส 
(raffinose) และสตาชิโอส (stachyose) เปนตน ทําใหไดผลผลิตสุดทาย คือ น้ําตาลกาแลคโตส 
(Ademark et al., 2001)  

 
2.3.1  แหลงของเอนไซม 
 

 แหลงของเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดส พบในจุลินทรีย พชื และสัตว โดยพบ
มากในเมล็ดพชื ใน E. coli สามารถพบทั้งแอลฟา-กาแลคโตซิเดส (α-galactosidase) และเบตา-กา
แลคโตซิเดส (β-galactosidase) จุลินทรียทีส่ามารถผลิตเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดส แสดงไวดงั
ตารางที่ 3 

 
Luonteri et al. (1998) พบเชื้อ Penicillium simplicissmum ที่สามารถผลิต

เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดสปริมาณมากขึ้น เมื่อเล้ียงในอาหารทีม่ี locust bean gum หรือมีสวน
ของไมเนื้อออนเปนแหลงคารบอน เชน รําขาวสาลี หรือ เปลือกของเมล็ดขาวโอต เปนตน เมื่อนําน้าํ
เพาะเลี้ยงมาผานกระบวนการทําบริสุทธิ์ พบวา มีเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดสอยู 3 ไอโซเมอร 
คือ AGL I, AGL II และ AGL III มีคา pI เทากับ 5.2, 4.4 และ 7.0 น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 61, 84 
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และ 61 กิโลดาลตัน ตามลําดับ พีเอชที่เหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม AGL I และ AGL II อยู
ระหวาง 3.0 และ 4.5 ขณะที่ AGL III อยูที่ 4.0-5.0 
 
ตารางที่ 3  แหลงของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตซิเดส 
 

จุลินทรีย แหลงอางอิง 
แบคทีเรีย 
Bacillus stearothermophilus 
Bacillus stearothermophilus NUB 3621 
Bifidobacterium adolescentis 
Phanerochaete chrysosporium 
Pseudomonas fluorescen subsp. Cellulose 
Streptococcus mutans 
Thermus brockianu ITI 360 
เชื้อรา 
Aspergillus tamari 
Aspergillus niger 
Penicillium purpurogenum 
Penicillium simplicissimum 
Penicillium ochrochloron 
 

          Trichoderma reesei 
 
Trichoderma reesei RUT C-30 

 
Talbot et al., 1990 
Fridjonsson et al., 1999 
Van den Broek et al., 1999 
Hart et al., 2000 
Halstad et al., 2000 
Aduse-Opoku et al., 1991 
Fridjonsson et al., 1999 

 

Civas et al., 1984 
Manzanres et al., 1998 
Shibuya et al., 1998 
De vries et al., 1999 
Luonteri et al., 1998 
Dey et al., 1998 
Golubev et al., 1993 
Margolles et al., 1993 
Zeilinger et al., 1993 

  

2. เอนไซมแมนนาเนสจาก Bacillus sp. 
 

เอนไซมแมนนาเนสผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตหลายแหลง ซ่ึงในอุตสาหกรรมการผลิตเอนไซม
นั้น แบคทีเรียจะถูกนํามาใชเปนแหลงผลิตเอนไซม เนื่องจากสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณ
มาก ควบคุมการผลิตไดงาย และมีตนทนุการผลิตต่ํา 
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Mendoza et al. (1995) ไดศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมแมนนาเนสจาก B. subtilis NM-39 
ที่คัดแยกไดจากดินในประเทศฟลิปปนส พบวา เอนไซมแมนนาเนสที่ได มีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโล
ดาลตัน มีคา pI เทากับ 4.8 มอุีณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เทากับ 55 
องศาเซลเซียส และ 5.0 ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวที่พีเอช 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิต่าํกวา 55 องศา
เซลเซียส โดยองคประกอบของกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสที่พบตามลาํดับ คือ Gly > Glx      
> Ser และ Asx > Ala 

 
Hossain et al. (1996) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus sp. KK01 ที่คัดแยกได

จากดิน และนาํมาเพาะเลีย้งโดยใชกากมะพราวเปนแหลงคารบอน เมื่อนําเอนไซมมาผานกระบวน 
การทําใหบริสุทธิ์ พบวา มีเอนไซมเบตา-แมนนาเนสอยู 4 ไอโซเมอร ไดแก F1, F2, F3 และ F4 โดย
ทุกไอโซเมอรมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่พีเอช 7.1 โดย F1 แสดงกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงสูงกวา F2, F3 และ F4 อยู 5-10 องศาเซลเซียส เอนไซม F1, F2, F3 
และ F4 เรงปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนนจากกากมะพราว ในสัดสวน 23-31 เปอรเซ็นต ทําใหได
ผลิตภัณฑเปน mannobiose, mannotriose และ mannotetraose และยงัสามารถเรงปฏิกิริยาการยอย
สลาย locust bean gum ในสัดสวน 19-22 เปอรเซ็นต โดยใหผลิตภณัฑเชนเดยีวกับการยอยสลาย
แมนแนนจากกากมะพราว 

 
Zakaria et al. (1998) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis KU-1 ที่คัดแยกมาจาก

แบคทีเรีย 117 สายพันธุ พบวา เอนไซมมนี้ําหนกัโมเลกลุ 39 กิโลดาลตัน มีคา pI เทากับ 4.5 มี
อุณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ 50-55 องศาเซลเซียส และ 7.0 
ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ระหวางพีเอช 4.5-9.0 และมีความคงตัวเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิสูงกวา 60 องศาเซลเซียส และยังพบวาอนุมลูของโลหะกลุม Hg2+, Ag2+, 
Cu2+, Mn2+ และ Cr2+ สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได โดยองคประกอบของกรดอะมิโน
ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่พบตามลําดับ คือ Asx > Glx > Leu > Tyr > Ser 

 
Ma et al. (2004) ศึกษาคณุลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus sp. N16-5 ที่

คัดแยกไดจากตะกอนของทะเลสาบ Wudunur Soda ใน Inner Mongolia ประเทศจีน พบวา เอนไซม
มีอุณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน เทากับ 70 องศาเซลเซียส และ 9.5 ตามลําดับ มีน้ํา 
หนักโมเลกุล 55 กิโลดาลตัน และเปนโพลีเปปไทดสายเดี่ยว มีคา pI เทากับ 4.3 เอนไซมมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายกาแลคโตแมนแนน และกลูโคแมนแนน ทําใหไดผลผลิตเปนโอลิโก
แซคคาไรด และโมโนแซคคาไรด 
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Phothichitto (2006) ไดคัดแยกจุลินทรยีจากดินในจังหวดันครปฐม พบแบคทีเรีย 19 สาย
พันธุ ที่สามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนส โดยแบคทเีรีย B. circulans NT6.7 มีกิจกรรมของเอนไซม
แมนนาเนสสูงที่สุด เทากับ 0.306 ยูนิตตอไมโครลิตร มีอุณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตเอนไซม คือ 45 องศาเซลเซียส และ 6.0 ตามลําดับ นอกจากนี้ แมนโนโอลิโกแซคคาไรดที่ได
จากกจิกรรมการยอยสลายแมนแนนดวยเอนไซมแมนนาเนส ยังมีคุณสมบัติในการเปนสารพรีไบโอ
ติก ยับยั้งเชื้อกอโรคไดอีกดวย 
 

นฤมล (2549) ไดศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแมนนาเนสจากแบคทีเรีย  
B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ Phothichitto (2006) คัดแยกไดจากดินในจังหวัดนครปฐม พบวา
อุณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 50 องศาเซลเซียส และ 6.0 ตามลําดับ 
เอนไซมมีความคงตัวมากทีสุ่ดที่พีเอช 8.0 โดยคากิจกรรมเอนไซมคงเหลือ เทากับ 59.51 เปอรเซ็นต 
และที่พีเอช 6.0 คากิจกรรมของเอนไซมคงเหลือ เทากบั 25.24 เปอรเซ็นต ซ่ึงขอมูลเกี่ยวกับ
คุณสมบัติของเอนไซมนี้ เปนประโยชนในการศึกษาคนควาทางดานการผลิตสารแมนโนโอลิโก
แซคคาไรด เพือ่ใชเปนสารพรีไบโอติกในอตุสาหกรรมอาหารสัตว 
 
4.  ไกลโคไซดไฮโดรเลส  (Glycoside hydrolases) 
 
 ไกลโคไซดไฮโดรเลสเปนเอนไซมกลุมที่ทําหนาที่ยอยพนัธะไกลโคซิดิกที่เชื่อมตอคารโบ 
ไฮเดรตสองโมเลกุลหรือมากกวา หรือ ระหวางคารโบไฮเดรตกับสวนที่ไมใชคารโบไฮเดรต เชน 
เอนไซมเบตา-แมนนาเนส ที่ทาํหนาที่ในการยอยสลายโครงสรางของแมนแนน ซ่ึงเปนโพลีแซคคา
ไรด ทําใหเกิดผลผลิตเปนแมนโนโอลิโกแซคคาไรดที่มีประโยชนในการใชเปนสารพรีไบโอติก 
เปนตน บทบาทหนาที่ในการยอยสลายโอลิโกแซคคาไรด และโพลีแซคคาไรดของเอนไซมในกลุม
ไกลโคไซดไฮโดรเลส มีความสําคัญเปนอยางมากในทางชีววิทยา ดังนั้น การศึกษาถึงกลไกในการ
เรงปฏิกิริยา การจัดแบงหมวดหมู และลักษณะโครงสรางของเอนไซมในกลุมนี้ จึงมีความสําคัญที่
จะชวยใหนกัวทิยาศาสตรสามารถใชประโยชนจากเอนไซมไดอยางมปีระสิทธิภาพ 
 

4.1 ลักษณะทั่วไปในการเรงปฏกิิริยา 
 

เอนไซมในกลุม O-glycosyl hydrolases ประกอบดวยเอนไซมซ่ึงมีสวนรวมใน
กระบวนการยอยสลายโพลีแซคคาไรดในพชื ความหลากหลายของโครงสรางคารโบไฮเดรตนั้นทํา
ใหเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสเกิดความจําเพาะกับสารตั้งตนอยางกวางขวาง โครงสราง
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และหนาที่ของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสถูกนํามาศึกษาอยางแพรหลาย เอนไซมไลโซ
ไซมจากไขขาวของไขไก เปนเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสชนิดแรกที่ถูกนํามาหาโครง 
สรางดวยวิธี X-ray crystallography ในป ค.ศ.1965 เมื่อคํานึงถึงขอมูลทางดานจลนพลศาสตรและ
ความรูทางดานโครงสรางที่มี ทําใหทราบถึงกลไกโดยทัว่ ๆ ไป ของเอนไซมในกลุมไกลโคไซด
ไฮโดรเลส กลไกหลักของเอนไซมในกลุมนี้เมื่อพิจารณาจากการเรยีงตวัของอะตอมในโมเลกุลที่
คารบอนตําแหนงที่ 1 (anomeric carbon) ในผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลาย แบงไดเปน 2 รูปแบบ 
ไดแก  inversion และ retention (ภาพที่ 2)  

 
การเรงปฏิกิริยาแบบ inversion จะมีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน acid และ base catalysts 

อยูในตําแหนงที่หางกันประมาณ 9.5 Å ซ่ึงยอมใหโมเลกุลของสับสเตรท และน้ํา มาจับระหวางหมู
คารบอกซิลไดพรอมกัน โดยหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน acid catalyst จะใหโปรตอนกับ 
glycosidic oxygen พรอมกับหมูคารบอกซิลที่ทําหนาที่เปน base catalyst จะรับโปรตอนจาก
โมเลกุลของน้ํา ซ่ึงเขามาเกิด nucleophilic attack กับ anomeric carbon เกิดการสลายพนัธะไกลโคซิ
ดิก ไดผลิตภณัฑ คือ น้ําตาล ที่มี anomeric configuration เปลี่ยนแปลงไป ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปน
แบบ single-displacement  และ transition state จะมีลักษณะเปนออกโซคารบอเนียมไอออน 
(oxocarbonium ion) (ภาพที ่2ก) สวนการเรงปฏิกิริยาแบบ retention จะมีหมูคารบอกซิล 2 ตัวเปน 
acid/base catalysts และ nucleophile ซ่ึงวางอยูในตําแหนงที่หางกันประมาณ 5.5 Å ปฏิกิริยาที่เกิด 
ขึ้นจะเปนแบบ double-displacement  ซ่ึงจะเกดิโควาเลนทไกลโคซิล-เอนไซมอินเตอรมีเดียท 
(covalent glycosyl-enzyme intermediate) (ภาพที่ 2ข) ในขั้นตอนแรกหมูคารบอกซิลตัวหนึ่งจะทํา
หนาที่เปน acid catalyst ซ่ึงจะใหโปรตอนแก glycosidic oxygen พรอมกับสลายพันธะไกลโคซิดิก 
และหมูคารบอกซิลอีกตัวหนึ่งจะทําหนาที่เปน nucleophile ซ่ึงจะเกดิ nucleophilic attack กับ 
anomeric carbon สรางเปนโควาเลนทไกลโคซิล-เอนไซมอินเตอรมีเดยีท ในขัน้ตอนที่สอง หมูคาร
บอกซิลที่สูญเสียโปรตอนจะทําหนาทีเ่ปน base catalyst โดยจะดึงโปรตอนจากโมเลกุลของน้ําที่เขา
มาโจมตี anomeric center ทําใหไดน้ําตาลหลุดออกมา ผลิตภัณฑที่ไดจะมี anomeric configuration 
เหมือนเดิม โดยท้ัง 2 ขั้นตอนจะเกิดขึ้นผาน transition state ที่มีลักษณะเปนออกโซคารบอเนียม
ไอออน (ชมพูนุท, 2549) 
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ภาพที่ 2  กลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสแบบ inversion (ก) และ 

 retention (ข)   
ที่มา: Carl and Stephen (2000) 
 
 
 
 
 
 
 

9.5 Å 

5.5 Å 

ก. 

ข. 



 

      

16 

4.2  การจัดแบงหมวดหมูของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลส 
 

Henrissat et al. (1995) ไดเสนอวิธีการจดัแบงหมวดหมูของเอนไซมในกลุมไกลโค
ไซดไฮโดรเลส โดยอางอิงจากความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน และการวิเคราะหกลุมของ 
hydrophobic (hydrophobic cluster analysis) โดยฐานขอมลูของการจัดกลุมเอนไซมไกลโคไซด
ไฮโดรเลส สามารถอางอิงไดที่เวบไซต http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html  

 
เอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสถูกจัดแบงออกเปน 110 สกุล (families) 

(http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html) การจัดแบงหมวดหมูนี้ไดรับการสนับสนุนจาก
ขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางของเอนไซมที่เพิม่สูงขึ้นในไมกี่ปที่ผานมานี้ จากขอมูลความเหมือนทาง
โครงสรางของเอนไซมจึงทาํใหสกุลตาง ๆ ถูกรวบรวมขึ้นเปนตระกูล (clan) หนึ่งในตระกูลหลักที่
มีความสําคัญ คือ ตระกูล GH-A (clan GH-A) ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมอยางนอย 16 สกุล รวมทั้ง 
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH5 และ GH26 ดวย เอนไซมในตระกลู GH-A นี้ มีลักษณะโครง 
สรางที่มีการมวนพับของโปรตีนเปนแบบ (β/α)8-barrel หรือเรียกวา TIM-barrel ซ่ึงลักษณะการ
มวนพับนี้เปนหนึ่งในการมวนพับของโปรตีนแบบที่พบมากที่สุด (Todd, 1999) นอกจากนี้ 
ตําแหนงทีเ่ปนบริเวณเรงปฏกิิริยาซึ่งเปนบริเวณอนุรักษในตระกูล GH-A ไดแก ตําแหนงของ
บริเวณกรด/เบสที่เปนตัวเรงปฏิกิริยา และตําแหนงของนิวคลีโอไฟลนั้นจะอยูที่ปลายคารบอน  
(C-termini) ของโครงสราง β-sheet ที่ 4 และ 7 ตามลําดับ (Henrissat, 1997) จากการจัดแบงหมวด 
หมูของเอนไซมเปนตระกูล GH-A นี้ ทําใหนักวิทยาศาสตรสามารถจําแนกเอนไซมในกลุมไกลโค
ไซดไฮโดรเลสในแงของการมีบรรพบุรุษรวมกัน โดยเอนไซมที่อยูในตระกูล GH-A จะมีลักษณะ
ของบริเวณเรงปฏิกิริยาที่คลายคลึงกัน  
 

4.3 ลักษณะโครงสรางของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลส 
 

เอนไซมในกลุมของไกลโคไซดไฮโดรเลส สามารถแยกไดเปน 2 กลุม ตามกิจกรรม
หลักในปฏิกิริยาการยอยสลาย กลุมที่ 1 คือ เอนไซมที่มีกิจกรรมการยอยสลายจากปลายสายโซโพลี
แซคคาไรด และกลุมที่ 2 คือ เอนไซมที่ยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกจากภายในสายโซโพลีแซคคา
ไรด จากการวิเคราะหโครงสรางของเอนไซมตาง ๆ พบวาตําแหนงที่สําคัญตอการยอยสลายพันธะ
นั้น มีผลมาจากโครงสรางที่เปนบริเวณเรงปฏิกิริยา (ภาพที่ 3) (Henrissat, 1995) 
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เอนไซมที่ยอยสลายพันธะภายในสายโซโพลีแซคคาไรด เชน เอนไซมเอนโดกลูคา 
เนส และเบตา-แมนนาเนส โดยมากจะมีรูปรางพื้นผิวของบริเวณเรงปฏกิิริยาแบบรอยบุม (cleft) 
ในทางกลับกนั โครงสรางของบริเวณเรงปฏิกิริยาที่มีรูปรางเปนหลุม (pocket) นั้น โดยมากจะพบ
ในเอนไซมที่ยอยสลายพันธะจากปลายสายโซ ซ่ึงจะปลดปลอยโมโนแซคคาไรดจากปลายที่ไมใช    
รีดิวซ่ิง (non-reducing end) ตัวอยางเชน เอนไซมเบตา-กาแลคโตซิเดส และกลูโคอะมัยเลส พื้นผิว
ของบรเิวณเรงปฏิกิริยาแบบโพรง (tunnel) นั้น พบในเอนไซมเซลโลไบโอไฮโดรเลส ซ่ึงจะปลด 
ปลอยเซลโลไบโอสจากปลายรีดิวซ่ิง และปลายที่ไมใชรีดิวซ่ิงของเซลลูโลส อยางไรก็ตาม ลักษณะ
รูปรางของบริเวณเรงไมไดมผีลกระทบตอหนาที่ในการยอยสลายของเอนไซมในกลุมไกลโคไซด
ไฮโดรเลส เนื่องจากเอนไซมบางชนิดมีหนาที่หลักในการยอยสลายจากภายในสายโซโพลีแซคคา
ไรด แตก็สามารถแสดงกิจกรรมของการยอยสลายจากปลายสายโซโพลีแซคคาไรดไดเชนเดยีวกัน 
แตลักษณะรูปรางของบริเวณเรงจะสงผลตอการเขาจับกับสารตั้งตน คอื บริเวณสวนที่จับกับไกลโค
ไซด ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความสําคัญมาก เนื่องจากจะทําใหเกิดรูปแบบของการเรงปฏิกิริยาที่แตกตาง
กันออกไป ดังนั้น พื้นผิวบริเวณทีจ่ับกับสารตั้งตนจึงถูกแบงออกเปนหลาย ๆ หนวยยอย ตามคํา 
แนะนําของระบบการตั้งชื่อคําเฉพาะที่ใชทางชีววิทยา ซ่ึงจะใชหมายเลข +4, +3, +2, +1, -1, -2 ฯลฯ 
จากปลายที่ไมใชรีดิวซ่ิงไปจนถึงปลายรีดิวซ่ิง ซ่ึงพันธะ O-glycosidic ที่ถูกตัดจะอยูที่ตําแหนง
ระหวางหนวยยอย ที่ +1 และ -1 (ภาพที่ 4) 

 

4.4 การจัดแบงหมวดหมู และลักษณะโครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนส  
 

 ยีนเบตา-แมนนาแนสที่ถูกโคลนทั้งหมดนัน้ จัดอยูใน GH5 หรือ GH26 ของเอนไซม
ในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลส เอนไซมใน GH5 และ GH26 นี้มีลักษณะโครงสรางอยูในตระกูล
GH-A และมีกลไกเปนแบบ retention เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรีย และยคูาริโอตนั้นถูก
จัดอยูใน GH5 ซ่ึงประกอบไปดวยเอนไซมเอนโด- และเอกโซกลูคาเนส ไซลาเนส และเอนโดไกล
โคเซรามิเดส ตัวอยางการจดัลําดับความเหมือน (alignment) ของลําดับกรดอะมิโนสําหรับเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสใน GH5 บางชนิดจากแหลงที่เปนยูคารโิอตแสดงในภาพที่ 5 ซ่ึงมีกรดอะมิโนที่
เปนบริเวณอนรัุกษสําหรับเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH5 เหมือนกนั สําหรับเอนไซมเบตา-
แมนนาเนสใน GH26 นั้น มีแหลงที่มาหลักจากแบคทีเรีย และเชื้อราที่ไมตองการอากาศบางชนิด 
และนอกจากเอนไซมเบตา-แมนนาเนสแลว ยังพบเอนไซมเอนโดกลคูาเนส และเบตา-1,3-ไซลาเนส 
อยูใน GH26 อีกดวย ในบางกรณีเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่มาจากจนีัสเดียวกันก็ถูกจัดหมวดหมู
อยูในสกุลที่แตกตางกันออกไป ตัวอยางเชน เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ 
Caldocellulosiruptor saccharolyticus และเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus ที่ตางสาย
พันธุกัน ก็ถูกจัดอยูทั้งในGH5 และ GH26                                        
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      ก.                       ข.              ค. 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของสวนที่เปนบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลส 

แบบ pocket (ก) cleft (ข) และ tunnel (ค) 
ที่มา: Hagglund (2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  การเรียกชื่อหนวยยอยที่จับกับน้าํตาลตรงบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมไกลโค 

 ไซดไฮโดรเลส (ลูกศร คือ บริเวณพนัธะ O-glycosidic ที่ถูกตัด)  
ที่มา: Hagglund (2002) 
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ในป 2002 Hagglund ไดศึกษาลักษณะโครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนสที่จดั
อยูใน GH5 จากเชื้อรา Trichoderma reesei และ T. fusca จากการทํา X-ray crystallography พบวา 
เอนไซมจากเชือ้ทั้งสองชนิดมีการมวนพับแบบ (β/α)8-barrel ซ่ึงเปนการมวนพับแบบอนุรักษที่พบ
ในตระกูล GH-A นอกจากนีย้ังพบบริเวณ β-sheet จากเอนไซมทั้งสอง ซ่ึงไมใชบริเวณอนุรักษที่พบ
ในเอนไซมที่มีการมวนพับแบบ (β/α)8-barrel อ่ืน ๆ และมีบริเวณของการเกิด glycosylation อยูตรง
ตําแหนงของ N-acetylglucosamine ทั้ง 4 ตําแหนง สวนบริเวณเรงในโครงสรางของเอนไซมเบตา-
แมนนาเนส Hugglund พบวา มีลักษณะเปนรอยบุมตื้น ๆ ที่สัมผัสกับตัวทําละลาย ภายในบริเวณเรง
นี้ มีกรดอะมิโนอยางนอย 7 ชนิด ที่เปนบรเิวณอนุรักษสําหรับเอนไซมใน GH5 ไดแก Arg54, 
Asn168, Glu169, His241, Tyr243, Glu276 และ Trp306 (ภาพที่ 6) นอกจากนี้  Hagglund ยังได
ศึกษาโครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนสในGH26 ที่ผลิตจากยนี manA จากเชื้อ 
Pseudomonas cellulosa ทําใหพบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ P. cellulosa นั้นมีการมวน
พับเปนแบบ (β/α)8-barrel และมีตําแหนงอนุรักษ และบริเวณเรงปฏิกิริยาที่จัดอยูในตระกูล GH-A 
เชนเดยีวกับเอนไซมเบตา-แมนนาแนสจากเชื้อรา T. reesei และ T. fusca  

 
5.   เทคนิคปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 

 
5.1 เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือ In vitro enzymatic gene 
amplification ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายสั้น ๆ ในหลอดทดลอง ประกอบดวย ไพรเมอร 2 
ชนิดที่จับกบัดเีอ็นเอแมพิมพ (template DNA) thermostable DNA polymerase deoxyribonucleotide 
triphosphate (dNTPs) 4 ชนดิ (dATPs, dCTPs, dGTPs และ dTTPs) oligonucleotide primer และ
บัฟเฟอรที่เหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะหจะเกิดตอเนือ่งซ้ํากันเปนวงจรลูกโซ ในแตละรอบ
ประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ 

 
ขั้นที่ 1  Denaturation เปนขัน้ตอนการแยกดีเอ็นเอแมพมิพสายคูใหเปนดีเอ็นเอสาย

เดี่ยวโดยอาศยัความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 
 

ขั้นที่ 2  Primer annealing เปนขั้นตอนที่มกีารลดอุณหภมูิลงมาที่ประมาณ 45-60 องศา
เซลเซียส เพื่อใหไพรเมอรสามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอตนแบบสายเดีย่วตรงบริเวณลําดับเบสคูสม คือ 
เปนลําดับเบสนิวคลีโอไทดที่จับคูไดกับนวิคลีโอไทดสายเดิม 
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ภาพที่ 5  การจัดลําดับความเหมือน (alignment) ของลําดับกรดอะมิโนสําหรับเอนไซมเบตา- 

 แมนนาเนสใน GH5 บางชนิดจากสิ่งมีชีวติที่เปนยูคาริโอต  
 กําหนดให ตวัอักษรในชองสี่เหล่ียม แทนกรดอะมิโนที่เปนบริเวณอนรัุกษสําหรับเอนไซม  
       เบตา-แมนนาเนสใน GH5 

     *  แทนดวย identical sequence 
        :  แทนดวย conserved substitution 
ที่มา: Hagglund (2002) 
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ภาพที่ 6  โครงสรางของเอนไซมเบตา-แมนนาแนสที่จัดอยูใน GH5 จากเชื้อรา T. reesei  
 บริเวณสีทอง คือโครงสราง α-helix สีฟา คือ โครงสราง β-sheet  

บริเวณสีแดง และสีน้ําเงิน คอื บริเวณที่คาดวาเปน acid/base catalysts และ nucleophile 
ตามลําดับ  
บริเวณสีเหลือง คือ N-acetylglucosamine  

ที่มา: Hagglund (2002) 
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ขั้นที่ 3  Primer extension (synthesis) เปนขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอ โดยการตอ
ลําดับนิวคลีโอไทดเขาที่ปลาย 3' ของไพรเมอร แลวมีการขยายสายดเีอน็เอสายใหมจากทิศทาง 5' 
ไปทาง 3' โดยตองอาศัยเอนไซม thermostable DNA polymerase เชน Taq polymerase ซ่ึงปกติใช
อุณหภูมิอยูในชวง 70-75 องศาเซลเซียส 

 

การสังเคราะหจะดําเนินตามลําดับ 3 ขั้นตอนซ้ํากัน เปนจํานวน 30-40 รอบ ทําใหได 
amplified product หรือที่เรียกวา amplicon เปนดีเอ็นเอสายใหมเพิ่มขึ้นเปนลาน ๆ เทา (2n เมื่อ n คือ 
จํานวนรอบที่ทําปฏิกิริยา) แสดงดังภาพที่ 7 

 
5.2  ปจจัยที่มผีลตอการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR 

 

         5.2.1  การคัดเลือก และการออกแบบไพรเมอร 
 

          (1) ควรเลือกไพรเมอรที่มี random base distribution และมีปริมาณ GC ใกลเคียง
กับชิ้นดีเอน็เอที่ตองการเพิ่มจํานวน ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มี polypurines, polypyrimidines หรือ
การเรียงตัวของลําดับเบสที่ไมปกติ และควรมีปริมาณ GC อยูระหวาง 50-60 เปอรเซ็นต 

 

    (2) หลีกเลี่ยงลําดับเบสที่มี secondary structure โดยเฉพาะอยางยิ่งทีป่ลาย 3'  
(3'-end) ของไพรเมอร 

 

   (3) ตรวจสอบการเรียงลําดบัเบสของแตละไพรเมอร ไมใหมีเบสเปนคูสมกัน 
(complementarity) โดยเฉพาะตองไมมี 3' – overlaps ในคูไพรเมอร ซ่ึงจะชวยลดอัตราการเกิด 
primer dimer 

 

               (4) ไพรเมอรควรประกอบดวยนวิคลีโอไทดระหวาง 18-35 นวิคลีโอไทด และมี
ลําดับเบสเปนคูสมกับปลาย 3' ของดีเอ็นเอแมพิมพ 

 

     (5) มี Tm (melting temperature) ของแตละไพรเมอรใกลเคียงกัน อยูระหวาง 55-
80 องศาเซลเซียส 

 

     (6) ความเขมขนของไพรเมอรที่พอเหมาะ ควรอยูระหวาง 0.1-0.5 โมลาร ถาใช
ความเขมขนสงูเกินไปจะสงเสริมใหเกิดการจับคูผิดพลาด และมีการสะสมของผลผลิตที่ไมจําเพาะ
มากขึ้น และอาจชวยเพิ่มโอกาสการเกิด primer dimer ทําใหผลผลิตที่ตองการลดลง 
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ภาพที่ 7  ปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 
ที่มา: Mullis (1990) 
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5.2.2 ความเขมขนของเอนไซม Taq DNA polymerase 
 

      เอนไซม Taq DNA polymerase เมื่อเร่ิมใชตองทดสอบหาความเขมขนที่พอ  
เหมาะของเอนไซม ซ่ึงความเขมขนอยูระหวาง 0.5-5 ยูนติ ตอ 100 ไมโครลิตร และตรวจผลโดยวิธี 
อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ถาใชความเขมขนของเอนไซมสูงเกินไป มีผลทําใหเกิดการสะสม
ผลผลิตที่ไมจําเพาะเกิดขึ้นมาก แตถาใชความเขมขนของเอนไซมต่ําเกินไปจะทําใหไดผลผลิตที่ตอง 
การในปริมาณนอย เกณฑมาตรฐานกําหนดใหใชความเขมขนของเอนไซมประมาณ 1-2.5 ยูนิต ตอ 
100 ไมโครลิตรของปฏิกิริยา PCR ถาดีเอ็นเอแมพิมพมีความซับซอนมาก เชน genomic DNA ควร
ใชเอนไซม 1-4 ยูนิต ตอ 100 ไมโครลิตร 
 

5.2.3  ความเขมขนของแมกนิเซียมอิออน 
 

         Taq DNA polymerase ตองการ Mg2+ เพือ่ชวยสงเสริมใหปฎิกิริยาการขยายสาย
ดีเอ็นเอดําเนินตอไปได โดย Mg2+ จะทําหนาที่เปน co-factor นอกจากนั้น Mg2+ ยังมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซม (enzyme fidelity) และมีผลตอการ anneal ของไพรเมอรดวย ความเขมขนของ 
Mg2+ ตองปรับเปลี่ยนใหพอเหมาะกับความเขมขนของ dNTPs โดยทั่วไป ความเขมขนที่พอเหมาะ
ของ Mg2+ คือ ตองเหลือแมกนิเซียมในรูปอิสระ ประมาณ 0.5-1.0 มิลลิโมล มักใชแมกนิเซียมความ
เขมขนทั้งหมดเปน 1.5 มิลลิโมล ความเขมขนของ Mg2+ ที่มากเกินไป ทําใหเกิดผลผลิตดีเอ็นเอที่ไม
จําเพาะ และพบวาการปรับคา Mg2+ ก็ชวยใหไพรเมอรมีการ anneal ที่มีความจําพาะขึน้ เชนเดยีวกับ
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ  
 

5.2.4  ความเขมขนของ deoxynucleotide triphosphates 
 

         deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) ที่ใชในปฏิกิริยา PCR (dATP, dCTP, 
dGTP และ dTTP) ปกติมีความเขมขนของ dNTP แตละชนิดอยูระหวาง 50-200 ไมโครโมล โดย
ตองปรับใหเปนกลางที่ pH 7.0 ควรเตรียมเปน primary stock solution มีความเขมขน 10 มิลลิโมล 
แลวเจือจางเปน working stock solution มีความเขมขน 1 มิลลิโมล แบงเปน aliquots เก็บที่อุณหภูม ิ
-20 องศาเซลเซียส ในปฏิกิริยามาตรฐาน ปกติมีความเขมขนสุดทายของ dNTP ทั้ง 4 ชนิด 0.8 มิลลิ
โมล 
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5.2.5 ความสําคัญขององคประกอบอื่น ๆ ในปฏิกิริยา PCR 
 
         บัฟเฟอรที่ควรใชสําหรับปฏิกิริยา PCR คือ 10-15 มิลลิโมลของ Tris-HCl pH 
8.3-8.8 ที่ 20 องศาเซลเซียส การเติม dimethylsulfoxide (DMSO) ลงในสวนผสมของปฏิกิริยาทําให
ลด secondary structure ของดีเอ็นเอ และนยิมใชในเอนไซม Klenow E. coli DNA polymerase แต
พบวา 10% DMSO ไมเหมาะกับ Taq DNA polymerase เพราะยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซมทําใหผล
ผลิต PCR นอยลง 
 
          Gelatin หรือ bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเขมขนต่ํา ๆ (100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) สามารถชวยคงสภาพ (stabilize) ของเอนไซม แต BSA มีขอเสียที่ถูก
ทําลายไดงายที่อุณหภูมิสูง และอาจตกตะกอนกับ Taq DNA polymerase 
 

5.2.6 สภาวะพอเหมาะของขั้นตอน denaturation 
 
      ขอผิดพลาดสวนมากของ PCR เกิดจากการ denaturation ไดไมสมบูรณ สภาวะ
ที่กําหนดสําหรับการ denaturation คือที่ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที หรือ 97 องศาเซลเซียส 15
วินาที อยางไรก็ตามอาจกําหนดอุณหภูมิสูงขึ้นกับดีเอน็เอเปาหมายที่ม ีG+C ปริมาณสูง การเกิด 
denaturation ที่ไมสมบูรณ เปนผลทําใหสายดีเอ็นเอเกดิ snapback ทําใหผลผลิตนอยลง ในทาง
ตรงกันขาม ถาขั้นตอน denaturation กําหนดอุณหภูมิสูงเกินไป และ/หรือระยะเวลานานเกินไปจะ
นําไปสูการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม อายุคร่ึงชีวิตของเอนไซม Taq DNA polymerase มากกวา  
2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส 40 นาที ที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส และ 5 นาทีที่อุณหภมูิ 
97.5 องศาเซลเซียส 
 

5.2.7 สภาวะพอเหมาะของขั้นตอน primer annealing 
 

      อุณหภูมิ และระยะเวลาที่ตองการสําหรับ primer annealing ขึ้นกับความยาวของ
ลําดับเบส และความเขมขนของไพรเมอร อุณหภูมิสําหรับ annealing ควรใชอุณหภูมติ่ํากวา Tm ของ
ไพรเมอรประมาณ 5 องศาเซลเซียส เนื่องจากเอนไซม Taq DNA polymerase ทํางานไดที่ชวง
อุณหภูมิกวาง ประมาณ 20-85 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิในขัน้ตอน annealing ที่ใหผลดีที่สุด 
คือ 55-73 องศาเซลเซียส การเพิ่มอุณหภูมใินขั้นตอนนี้ชวยไมใหเกิดการจับคูที่ผิดพลาด และลดการ
เกิด misextension ของนิวคลีโอไทดที่ไมถูกตองที่ปลาย 3' ของไพรเมอร ดังนั้นการใชอุณหภูมิใน
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ขั้นตอน annealing ที่คอนขางสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งในรอบแรก ๆ ของปฏิกิริยา จะชวยเพิ่มความ 
จําเพาะของเอนไซม Taq DNA polymerase และควรเตมิเอนไซมในปฏิกิริยา ภายหลังขั้นตอน 
denaturation ของรอบแรก ซ่ึงอยูในขั้นตอน extension ความเขมขนสงูของ dNTP จะชวยสงเสริม
ใหเกิด misextension ของไพรเมอร และเกดิการเรียงตอลําดับนิวคลีโอไทดผิดพลาด 
 

5.2.8 สภาวะพอเหมาะของขั้นตอน primer extension 
 

     เวลาในการเกดิ extension ขึ้นกับความยาว ความเขมขน และลําดับเบสของดเีอ็น
เอเปาหมาย อุณหภูมิที่ควรใช คือ 72 องศาเซลเซียส อัตราการตอลําดับเบสที่อุณหภูมิ 72 องศาเซล 
เซียส เปลี่ยนแปลงอยูในชวง 35-100 นิวคลีโอไทดตอวินาที ซ่ึงขึ้นอยูกับ pH ของบัฟเฟอร ความ
เขมขนของเกลือ และธรรมชาติของดีเอ็นเอแมพิมพ เวลาในการเกิด extension 1 นาที ที่ 72 องศา
เซลเซียส เพียงพอสําหรับการสังเคราะหผลผลิตที่มีความยาวถึง 2 กิโลเบส อยางไรก็ตาม ระยะเวลา
ที่ยาวขึ้นในการเกิด extension ในรอบแรก จะมีประโยชนถามีความเขมขนของ substrate ต่ํา และใน
รอบหลังของ PCR เมื่อความเขมขนของผลผลิตสูงเกินความเขมขนของเอนไซม 
 

5.2.9 จํานวนรอบ (cycle number) 
    

     จํานวนรอบที่พอเหมาะขึน้อยูกับความเขมขนของดีเอ็นเอเปาหมาย เมือ่ปรับ
องคประกอบอื่น ๆ ของ PCR ใหเหมาะสมแลว ความผดิพลาดที่พบบอยคือ ทําจํานวนรอบมาก
เกินไป ทําใหผลผลิตที่ไดเปน nonspecific background แตถาจํานวนรอบนอยเกนิไปจะสังเคราะห
ผลผลิตไดนอย ขอแนะนําสาํหรับจํานวนรอบที่พิจารณาควบคูกับความเขมขนของดเีอ็นเอเปาหมาย

เร่ิมตนมีดังนี้ จํานวนโมเลกลุดีเอ็นเอเปาหมายที่ 3×105, 1.5×104, 1×103 และ 50 ใชจํานวนรอบที่ 
25-30, 30-35, 35-40 และ 40-45 รอบ ตามลําดับ 
 

5.3 เทคนิคการตรวจวิเคราะหผลิตผลของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

5.3.1 วิธี gel electrophoresis 
  
     วิธี gel electrophoresis คือ การดูผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการยอม 
ดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) หลังจากผานขบวนการอิเลคโตรโฟรีซีสแลว วิธี
นี้เปนวิธีที่งายและรวดเร็ว เหมาะสําหรับการตรวจสอบหาผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส
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ที่ทราบขนาดแนนอน ไดผลผลิตของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเพียงชนิดเดยีว หรือจํานวนนอย
ชนิด ที่สามารถเห็นความแตกตางของขนาดไดอยางชัดเจน หากเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดยาวกวา 
500 เบส นิยมใชอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) แตถาหากเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด
ส้ันกวา 500 เบส นิยมใชอะกาโรส 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) หรือใช acrylamide gel 5 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) สําหรับเปนเจลตรวจหา 
 

6.  PCR walking 
 

Chromosome walking เปนการวิเคราะหหาลําดับเบสของสวนดีเอ็นเอทีต่อเนื่องจากสวน
ของดีเอ็นเอทีท่ราบลําดับเบสแลว โดยอาศัยเทคนิคการโคลน แตเทคนิคดังกลาวจะไมประสบผล 
สําเร็จถาจีโนมที่ทําการศึกษามีลําดับเบสซ้ํากระจายอยูทั่วจีโนม (Interspersed repeated sequence) 
จึงมีการนําเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) มาใชในการทํา 
chromosome walking เรียกเทคนิคนี้วา PCR walking 
 
  PCR walking เปนเทคนิคในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่อยูถัดจากตําแหนงที่เราทราบลําดับ
เบส ไพรเมอรที่ใชมี 2 แบบ คือ specific primer เปนไพรเมอรที่ออกแบบจากสวนที่ทราบลําดับเบส 
และ walking primer เปนไพรเมอรที่ออกแบบจากสวนทีไ่มทราบลําดับเบส (ภาพที่ 8) ซ่ึงมีหลายวิธี 
อาทิ Inverse PCR (IPCR) เปนการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ โดยการออกแบบไพรเมอร 2 ชุดในทิศ
ทางตรงขามกันจากตําแหนงที่ทราบลําดับเบสแลว และดเีอ็นเอเปาหมาย (DNA target) อยูในรูปวง
แหวน (Ochman et al., 1988) (ภาพที่ 9) Ligation-mediated PCR (LMPCR) (ภาพที่ 10) Biotin-
capture PCR, adapter/cassette/linker ligation PCR เปนการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอระหวางไพรเมอร
ที่ออกแบบจากสวนที่ทราบลําดับเบส และไพรเมอรที่ออกแบบจากสวน adapter/ cassette/ linker 
เชื่อมกับปลายดานหนึ่งของดีเอ็นเอ (Rosenthal et al., 1990) T-linker ligation PCR เปนการพัฒนา
และเพิ่มประสิทธิภาพของการทํา ligation PCR โดย Yan et al. (2002) อาศัยคุณสมบัตกิารเติม
เบสอะดีนีน (A) ที่ปลาย 3' ของผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอเรส โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากสวนที่
ทราบลําดับเบส และไพรเมอรที่ออกแบบจากสวน T-linker วิธีนี้ชวยลดการเกดิ non-specific จาก
การเชื่อมดวย adapter, cassette และ linker อ่ืน นอกจากนีย้ังมีเทคนิค Thermal Asymmetric 
Interlaced PCR (TAIL PCR) ซ่ึงเปนการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอระหวางกลุมของ nested sequence-
specific primer โดยคา Tm ควรมีคาสูง (58-63 องศาเซลเซียส) และ shorter arbitrary degenerate 
(AD) primer โดยคา Tm ควรมีคาอยูระหวาง 47-48 องศาเซลเซียส สวน annealing temperature 
แบงเปน 3 ชวง คือ annealing temperature ชวง high-stringency cycle (thermal asymmetric) 
อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส ทํา PCR 5 รอบ การใชอุณหภูมิสูงเพื่อชวยใหไพรเมอรจบักับดีเอ็นเอ
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เปาหมายอยางจําเพาะเจาะจง ชวง low-stringency cycle อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทํา PCR 1 รอบ 
เพื่อเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอเรสใหไดจํานวนมาก สวนชวง Reduced-stringency cycle 
(thermal asymmetic) อุณหภมูิ 44 องศาเซลเซียส เปนการเพิ่มผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอเรส (Liu et 
al., 1995) 
 

เทคนิค PCR walking นิยมใชในการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดที่มีลําดบัถัดจากลําดับนิวคลี
โอไทดที่ทราบแลว ดังผลการศึกษาของ Lin et al. (1995) ใชเทคนิค PCR walking ศึกษาสวนของ 
upstream และ downstream ของยีน kerA ใน B. licheniformis PWD-1 (ATCC 53757) ที่ผลิต
เอนไซม keratinase โดยสวน upstream ใชไพรเมอร R10 5' CTTTGTCCGC 3' เปนไพรเมอรจาก
สวนที่ทราบลําดับเบส ไพรเมอร P15 5' CTCCCTGCCAA 3' เปนไพรเมอรแบบสุม สวน 
downstream ใชไพรเมอร N10 5' GCGCAAACCG 3' ที่ออกแบบจากสวนที่ทราบลําดับเบส ไพร
เมอร P14 5' CCCGTACAT 3' เปนไพรเมอรแบบสุมในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ และใชไพรเมอร 
N25 5' CAAACCGTTCCTTACGGCATTCCTCC 3' เปนดีเอ็นเอตดิตามในการทํา hybridization 
เมื่อไดผลิตภณัฑลูกโซโพลีเมอเรส นําไปหาลําดับเบส โดยการโคลนเขาไปใน pCR II พบวาสวน
ของ upstream มีลําดับนิวคลีโอด 575 คูเบส และ downstream มีลําดับนิวคลีโอไทด 683 คูเบส Lin 
และ Li (1995) ใชเทคนิค PCR walking ในการศึกษายีน hsl V และ hsl U บนจีโนมของ Leptospira 
borgpetersenii พบวา hsl V มี open reading frame (ORF) 543 คูเบส กาํหนดการสรางโปรตีนที่
ประกอบดวยกรดอะมิโน 180 เรซิดิว ขนาด 19.476 กิโลดาลตัน มีความเหมือน (identity) กับ
โปรตีน Hsl V รอยละ 49-62 สวน downstream ของยีน hsl V พบยีน hsl U ที่อยูถัดจากตําแหนง 
stop codon ของยีน hsl V 43 คูเบส ยีน hsl U มี open reading frame (ORF) 1,401 คูเบส กําหนดการ
สรางโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 467 เรซิดิว ขนาด 53.139 กิโลดาลตัน มีความเหมือน 
(identity) กับโปรตีน Hsl V รอยละ 49-96 มสีวน ribosome binding site (RBS) และโปรโมเตอรอยู
ในชวง upstream ของทั้ง 2 ยีน 
 

ในป 1998 Kim et al. ไดศึกษาโคลนและลําดับเบสของยีน arf I และ arf II ที่ผลิต α-L- 
Arabinofuranosidase (ARAF) ของโปรตีน Arf I และ Arf II (ตามลําดับ) ใน Cytophaga 
xylanolytica ยีน arf I ใช primer 5 คูในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอโดยวิธี PCR walking จากนั้นนํา
ผลิตภัณฑลูกโซโพลิเมอรเรสที่ไดมาวิเคราะหหาลําดับเบส พบวายีนม ีopen reading frame (ORF) 
1,533 คูเบส กําหนดการสรางโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 509 เรซิดิว ขนาด 57.7 กิโลดาลตัน 
ยีน arf II ทําการโคลนดวยวธีิ Shotgun ใน E.coli DH5α พบวายนีนี้มี open reading frame (ORF) 
1,605 คูเบส กําหนดการสรางโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 534 เรซิดิว ขนาด 59.2 กิโลดาลตัน 



 

      

29 

Tip et al. (2000) ศึกษา bacteriocin Salivaricin B (SalB) จาก Bacillus silivarius M7 ในระดับ
โมเลกุล โดยกลาวถึงรายงานกอนหนานี้วา B. silivarius M7 มีการศึกษาทางดานสรีรวิทยา ลําดับ
กรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทดของยีน salB เรียบรอยแลว Tip et al. (2000) จึงศึกษาสวนของ
ลําดับเบสที่อยูตอเนื่องจากลาํดับเบสของยนี salB โดยใชเทคนิค inverse PCR ผลการทํา inverse 
PCR ไดผลิตภณัฑลูกโซโพลิเมอรเรสขนาด 500 คูเบส เมื่อนาํไปหาลําดบัเบสและวิเคราะหผล พบ 
open reading frame (ORF) 171 คูเบส เปนสวนยนีโครงสราง 114 คูเบส (กรดอะมิโน 38 เรซิดิว) 
และสวน long leader 57 คูเบส (กรดอะมิโน 19 เรซิดิว)  มีสวน ribosome binding site (RBS) 
(GAGG) อยูในตําแหนงที่หางจากจดุเริ่มตนในการแปลรหัส (start codon) ไปทาง upstream 8 คูเบส 
 
 จากขอมูลขางตนจะเห็นวาเทคนิค PCR walking เปนเทคนิคในการวิเคราะหหาลําดบัเบส
ในตําแหนงทีต่อจากลําดับเบสที่ทราบแลว แบงเปนหลายวิธี อาทิเชน IPCR, LMPCR, TAIL PCR 
เปนตน เปนเทคนิคที่ไดรับความนยิมเพราะทําการทดลองไดงายและใหประสิทธิภาพสูง 
 

7.  การวิเคราะหขอมูลดวยชวีสารสนเทศศาสตร 
 

7.1 ความหมายและความสําคัญของชีวสารสนเทศศาสตร 
 

ชีวสารสนเทศศาสตร หรือ Bioinformatics เปนวิทยาศาสตรแขนงใหมที่เกี่ยวของกับ
การพัฒนาและวจิัยเพื่อผลิตขอมูล จัดระบบเรียบเรียงขอมูล เก็บขอมูล และวเิคราะหขอมูลทาง
ชีววิทยา (Kitano, 2002 และ Slonim, 2003) ตัวอยางของขอมูลเหลานี้ ไดแก ขอมูลระดับโมเลกุล
ประเภทลําดับนิวคลีโอไทดในจีโนม ลําดบักรดอะมิโนในสายโปรตีน ไปจนถึงขอมูลระดับการ
แสดงออกของยีน หนาที่ของยีน การตอบสนองของยีน และยงัรวมถึงขอมูลทางสถิติและบทความ
ทางวิทยาศาสตรอีกดวย 

 

เปาหมายของชีวสารสนเทศศาสตร ไดแก การจัดรูปแบบขอมูลใหอยูในรูปแบบที่งาย
แกการคนหา วิเคราะห และนําไปใช สามารถเพิ่มเติมขอมูลลงในฐานขอมูลไดสะดวกรวดเร็ว 
นอกจากนี้ ยังมีการกลั่นกรองวิเคราะหขอมูลดิบในระดบัหนึ่ง เพื่อใหไดขอมูลที่มีความหมายเขาใจ
งาย ตัวอยางเชน การแปลงลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับกรดอะมิโน แสดงตําแหนงที่นาจะเปนยนี 
แสดงตําแหนงที่นาจะเปน signal peptide และแสดงความสัมพันธระหวางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
กับขอมูลโครงรางสามมิติของโปรตีน หรือวารสารทางวิทยาศาสตรทีต่ีพิมพขอมูลนี้ เปนตน 
อยางไรก็ตาม การวิจยัพัฒนาทางดานซอฟตแวร และฮารดแวรเพื่อทําใหการวิเคราะหขอมูลเปนไป 

ไดรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพมากขึ้น ก็มคีวามสําคัญมากเชนกนั และเนื่องจากขอมูลจากการศึกษา 
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ภาพที่ 8  แผนภูมิเทคนิค PCR walking (R10 และ N10 แทน primer ที่ออกแบบจากสวนที่ทราบ 
         ลําดับเบส)  
ที่มา: Lin et al. (1995) 
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ภาพที่ 9  แผนภูมิเทคนิค inverse PCR 
ที่มา: Ochman et al. (1988) 
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ภาพที่ 10  แผนภูมิเทคนิค ligation-mediated PCR (LMPCR) 
 ที่มา: Paul et al. (1997)  
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ระบบชีววิทยาของสิ่งมีชีวิตมีปริมาณ และความซับซอนมากเสียจนบางครั้งอาจไมสามารถหาความ 
สัมพันธกันระหวางชุดขอมูลได ดังนัน้มีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองใชชีวสารสนเทศศาสตรมาเก็บ
ขอมูลดิบ และจัดขอมูลเปนหมวดหมูกอน เพื่อลดความซับซอนของขอมูล แลวจึงจดัการวิเคราะห
ขอมูลโดยการคํานวณทางคณิตศาสตรและสถิติ ขอมูลที่วิเคราะหไดนี้ อาจจะบงบอกถึงการคนพบ
องคความรูใหม ๆ ทางวิทยาศาสตร หรืออาจกําหนดทิศทางของการทํางานในอนาคตวาตองตั้ง 
สมมติฐานอยางไร และทดสอบสมมติฐานโดยใชขอมูลชนิดใด ตองการเทคโนโลยีใดบางเพื่อตอบ
คําถาม 
 

7.2 ฐานขอมูล   
 
ดวยความกาวหนาทางเทคโนโลยีในปจจบุัน งานวจิัยทางชีววิทยาและชีววิทยาโมเลกุล

มีการพัฒนาอยางตอเนื่องและรวดเรว็ ขณะเดยีวกันกไ็ดผลิตขอมูลปริมาณมาก ซ่ึงขอมูลเหลานี้ทวี
จํานวนเพิ่มขึ้นแบบ exponential ขอมูลบางสวนไดถูกนําเสนอ หรือตีพิมพเผยแพร แตขอมูลปริมาณ
มหาศาลที่ไมเปดเผยยังคงถกูเก็บรักษาไว ขอมูลหลักทางชีววิทยาแบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก 
ลําดับนิวคลีโอไทดหรือลําดับกรดอะมิโน โครงรางสามมิติของชีวโมเลกุล และขอมูลจากการ
ทดลองหาหนาที่ของยีน (functional genomics) อยางไรก็ตาม ขอมูลทางชีววิทยาประเภทอืน่ เชน 
ความสัมพันธระหวางวิถีเมแทบอลิซึม ภาพแสดงความสัมพันธทางววิัฒนาการ บทความวิทยา 
ศาสตร ขอมูลทางสถิติอ่ืน ๆ ก็ยังคงมีความสําคัญ 

 
ตารางที่ 4 แสดงตัวอยางฐานขอมูลตาง ๆ ที่สามารถติดตอสืบคนไดบนเครือขาย

อินเตอรเน็ต ไมวาจะเปนฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน โครงรางสามมิติของ
โปรตีน จีโนมของหนอน Caenorhabidis elegans และจีโนมของมนุษย และเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการทํางานจึงไดมีการพฒันาภาษาคอมพิวเตอรชนดิพิเศษขึ้นมา เพือ่คนหาและเขาถึงขอมูลทาง
ชีววิทยาที่มีความเกี่ยวเนื่องสมัพันธกัน แตถูกจัดเก็บกระจัดกระจายอยูตามฐานขอมูลตาง ๆ ภาษานี้
เรียกวา Sequence Retrieval System (SRS) ฐานขอมูลที่เชื่อมตอกับฐานขอมูลอ่ืน ๆ โดยใชภาษา
พิเศษ และมีซอฟตแวรเพื่อวเิคราะหขอมูลเบื้องตนนี้มีช่ือวา ฐานขอมูลแบบบูรณาการ (Integrated 
database) ยกตวัอยางเชน ฐานขอมูล GenBank ที่บรรจุขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน 
หนาที่ของโปรตีน และรายละเอียดของขอมูล ซ่ึงเชื่อมโยงกับฐานขอมูลบทความทางวิทยาศาสตร 
(PubMed และ MEDLINE) ฐานขอมูลโครงการจีโนมมนษุย มาลาเรีย หนู และรีโทรไวรัส 
นอกจากนี้ ผูดแูลฐานขอมูลนี้ยังไดพัฒนาซอฟตแวรสําหรับวิเคราะหขอมูลเหลานี้ไว อาทิเชน ORF 
finder, BLAST, VecScreen เปนตน 
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ตารางที่ 4  ตัวอยางฐานขอมลูทางชีววิทยาบนเครือขายอนิเตอรเน็ต 
 

ฐานขอมูล เวบไซต 
ฐานขอมูลลําดับเบส 

GENBANK 
EMBL 
DDBJ 

 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
http://wwww.ebi.ac.uk/ 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 

ฐานขอมูลลําดับกรดอะมิโน 
SWISS-PROT 
PIR 

 
http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html 
http://www-nbrf.georgetown.edu/pir/ 

ฐานขอมูลโปรตีน 
PDB 
PRINTS 
PRODOM 
PROSITE 
PFAM 

 
http://www.rcsb.org 
http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/ 
http://protein.toulouse.inra.fr/prodom.html 
http://ca.expasy.org/prosite/  
http://pfam.wustl.edu/ 

ฐานขอมูลดีเอน็เอพลาสมิด 
ESF-PLASMID 
VECTORDB 
VECTOR 

 
http://esplasmid.ulb.ac.be/ 
http://seq.yeastgenome.org/vectordb/   
http://www.bioscience.org/urllists.vector.html 

ฐานขอมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิต 
ACEDB 
GDB 
TAIR 
MOsDB 

 
http://www.acedb.org/  
http://www.gdb.org/  
http://www.arabidopsis.org/  
http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/index.jsp   

ฐานขอมูลบทความวิทยาศาสตร 
MEDLINE 
PUBMED 

 
http://medline.cos.com/ 
http://www.ncbi.nlm.gov/pubmed/ 
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7.3  การวิเคราะหขอมูลทางอณูชีววิทยาโดยใชซอฟตแวรบนเครือขายอินเตอรเนต็ 

 
ปญหาของงานวิจยัทางชีววทิยา คือ การเพิ่มจํานวนของขอมูลอยางรวดเรว็ไมวาจะเปน

ลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน โครงรางสามมิติของโปรตีน หรือแผนที่โปรตีนจาก 2D-
PAGE และ 2D-LC (Proteomics) ทั้ง ๆ ที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดในจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด
แลว แตยังคงไมทราบวาบริเวณใดบนจีโนมที่เปนยนี แตละยีนมหีนาทีอ่ะไร ปจจยัใดบังคับการ
แสดงออกของยนี โปรตีนซึ่งเปนผลลัพธของการแสดงออกยีนมหีนาที ่และรูปรางอยางไร เพื่อตอบ
คําถามเหลานี้จึงมีความจําเปนตองใชการวิเคราะหขอมูลดวยชีวสารสนเทศศาสตรตามขั้นตอนอยาง
เปนระบบ เชน การเชื่อมตอสายนิวคลีโอไทดที่ไดจากการทํา shotgun sequencing ใหเปนสายเดยีว 
กัน การแปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโน การคนหาลาํดับนิวคลีโอไทดที่ควบคุม
การถอดรหัสและแปลรหัส การทํานายสวนที่เปน open reading frame (ORF) บนนิวคลีโอไทด การ
ทํานายสวนที่เปน exon และ intron เปนตน สําหรับขอมูลลําดับกรดอะมิโนอาจนําไปวิเคราะหเพื่อ
ทํานายหนาทีข่องโปรตีนโดยอาศัยการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนกับโปรตีน
อ่ืนที่รูหนาที่อยูแลว นอกจากนี้ยังสามารถทํานายตําแหนงที่เกิด glycosylation และ phosphorylation 
บนสายโปรตีน 

 
ขั้นตอนการวเิคราะหและทํานายดวยชีวสารสนเทศศาสตรนั้นประกอบดวยซอฟตแวร

หลายประเภท ควรเลือกใชอยางเปนระบบเปนขั้นตอน จงึจะไดผลลัพธที่ถูกตอง ซอฟตแวรดานชีว 
สารสนเทศศาสตร หรือ webtool นั้น มีแพรหลายใหเรียกใชไดโดยไมตองเสียคาใชจายบนเครือขาย
อินเตอรเน็ต และยังมีการปรบัปรุงใหมีความสามารถในการทํางานวิเคราะหไดอยางมปีระสิทธิภาพ
มากขึ้นตลอดเวลา 
 

7.3.1 การตัดแตงสายดีเอ็นเอหรือสายโปรตีนเพือ่ใหอยูในรูปแบบที่เหมาะสมกับการ
ประยุกตใช 
 

ก. สายดีเอ็นเอ สายอารเอ็นเอ หรือสายโปรตีนในฐานขอมลู ควรคัดลอกเฉพาะ
ขอมูลรูปแบบ FASTA แลวเก็บไวในรูปของ text file 
  

ข. กรณีที่ไดสายดีเอ็นเอจากการทํา DNA sequencing ควรนํามาเชื่อมตอกนั
ดวยซอฟตแวรประเภท sequence assembly แลวตัดแตงใหอยูในทิศทางเดียวกันซึ่งมกันิยมใหเร่ิม
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จากปลาย 5' ไปยังปลาย 3' สุดทายแปลงใหอยูในระบบ FASTA กอนเกบ็ไวในรูปแบบของ text file 
ดวยโปรแกรม Microsoft word หรือ Notepad 
 

7.3.2  การเปรียบเทยีบความเหมือน (identity) หรือความคลายคลึง (similarity) 
ระหวางสายดีเอ็นเอ หรือสายโปรตีนที่สนใจกับฐานขอมูล (Homology or Similarity search) 
 

เมื่อทราบลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอที่กําลังศึกษา หรือลําดับกรดอะมิโนบนสาย
โปรตีนแลว ส่ิงตอไปที่ควรวเิคราะห คือ วเิคราะหหาวาสายดีเอ็นเอที่ไดมีสวนของยีนหรือไม ถาใช
เปนยีนอะไร แสดงออกเปนโปรตีนอะไร และโปรตีนมหีนาที่อะไร สายโปรตีนที่กําลังศึกษามีความ
เหมือนหรือคลายคลึงกับโปรตีนชนิดใดในฐานขอมูลบาง ส่ิงมีชีวิตอื่นมีโปรตีนชนดินี้หรือไม เพือ่
จะไดทํานายวายีนนัน้ ๆ จะแสดงออกเปนโปรตีนที่มีลักษณะทางกายภาพ-ชีวภาพอยางไร จัดอยูใน
กลุมของโปรตีนชนิดใด นาจะมีหนาที่สําคัญในสิ่งมีชีวติหรือไม เพื่อการตดัสินใจวาควรจะศกึษา
ยีนหรือโปรตนีชนิดนี้อยางไร ควรศึกษาตอไปในแนวลึกหรือไม 

 
ซอฟตแวรที่ใชสําหรับบริการชนิดนี้มีหลายชนิด แตที่นยิมใชบนเครือขาย

อินเตอรเน็ตกนัมาก คือ BLAST, FASTA และ SSEARCH ทั้ง 3 โปรแกรมใชฐานขอมูลเดียวกัน 
(คือ GenBank, EMBL และ DDBJ) แตวิธีการคํานวณ (algorithm) ตางกันไป ไดแก วิธีการคํานวณ
แบบ BLAST, FASTA และ Smith-Waterman algorithm ตามลําดับ เพราะฉะนัน้ถึงแมจะใชสาย 
ดีเอ็นเอตวัอยางเดียวกัน แตผลลัพธจากแตละโปรแกรมอาจตางกัน ความเร็วและความไวในการ
คํานวณก็ตางกนั (ตารางที่ 5) 
 

ตารางที่ 5  ตัวอยางเวบไซตที่ใหบริการเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานขอมูล 
 

ฐานขอมูล เวบไซต 
BLAST 
FASTA 
SSEARCH 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/fasta-e.html 
http://www.ddbj.hig.ac.jo/search/ssearch-
e.html 
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ในกรณีของ BLAST ขอมูลเบื้องตนที่ควรทราบเกี่ยวกับการใชโปรแกรม
ประเภทนี้ คือ ตองเลือกใชโปรแกรมใหเหมาะสมกับขอมูล กลาวคือตองระบุวาขอมลูที่ตองการ
วิเคราะหเปนลําดับนิวคลีโอไทด หรือลําดับกรดอะมิโน BLASTN จะใชหาความเหมือนของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด BLASTP ใชหาความเหมือนของขอมูลลําดับ
กรดอะมิโนกบัฐานขอมูลโปรตีน BLASTX ใชในกรณทีี่หาความเหมอืนของขอมูลลําดับนิวคลีโอ
ไทดไมสําเร็จ โปรแกรมจะถอดรหัสลําดับนิวคลีโอไทดเปนลําดับกรดอะมิโนกอนนาํไปเปรียบ 
เทียบกับฐานขอมูลโปรตีน  

 
7.3.3  การวิเคราะหหาสวนของสายดีเอ็นเอที่อาจเปนยีนและสรางสายโปรตีนได 

(Computational Gene Identification) 
 

ก. กรณีที่ศึกษายนีในสิ่งมีชีวติประเภท prokaryote ซอฟตแวรสามารถทํานาย
สวนของสายดเีอ็นเอที่อาจเปนยีน (open reading frame หรือ coding region) ได กลาวคือ ทํานายวา
ถาสายดีเอ็นเอนี้มีการถอดรหัสเปนสาย mRNA และเกิดการแปลรหัสเปนสายโปรตีนแลวควรได
สายโปรตีนที่มีกรดอะมิโนอะไรบาง มีขนาดเทาไร เหตุการณนี้สามารถคาดการณไดโดยการคนหา
จุดเริ่มตนของการแปลรหัส (ATG) และจดุสิ้นสุดของการแปลรหัส (TAG TGA TAA) จากลําดบั 
นิวคลีโอไทดบนสายดีเอน็เอนั้น ๆ เร่ิมจากการถอดรหสัดีเอ็นเอเปนลําดับกรดอะมิโนทั้ง 6 เฟรม 
โดยใชรหัสพนัธุกรรมสากล (universal codon usage) โดยซอฟตแวรจะแปลงลําดับเบสบนสาย 
ดีเอ็นเอเปนกรดอะมิโนทีละ 3 เบสจากเบสลําดับที่ 1 จนครบทั้งสายดีเอ็นเอ สําหรับดีเอ็นเอสายบน
จะมีการเลื่อนเฟรมการแปลงลําดับเบสเปนกรดอะมิโนทลีะ 1 เฟรม (เร่ิมจากเบสลําดบัที่ 2 และ 3 
ตามลําดับ) สุดทายจะไดสายอะมิโนจากดเีอ็นเอสายบนเปน 3 สาย และจากดีเอ็นเอสายลางอีก 3 
สาย รวมแลวซอฟตแวรจะแปลงลําดับเบสบนสายดีเอน็เอเปนกรดอะมิโนที่เปนไปไดรวม 6 สาย 
(possible six-frame reading) แลวแสดงผลเปนรูปภาพ (ทีป่ระกอบดวย start codon และ stop 
codon) และ/หรือลําดับกรดอะมิโนที่อาจเปนไปได (deduced amino acid) ซอฟตแวรประเภทนี้
ประยุกตใชกบัดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตประเภท prokaryote หรือลําดับเบสบนสาย mRNA เทานั้น 
 

ข. ถาสายดีเอ็นเอที่นํามาวิเคราะหไดมาจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตประเภท 
eukaryote จะไมสามารถถอดรหัส และแปลรหัสดีเอ็นเอโดยตรง เนื่องจากมีสวนของดีเอ็นเอที่ไม
แสดงออก (intron) ซ่ึงจะถูกกําจัดออกระหวางขั้นตอนการถอดรหัสดีเอ็นเอ จําเปนตองใช
ซอฟตแวรอีกกลุมหนึ่งซึ่งสามารถจดจําตําแหนงบนสายดีเอ็นเอ แลวจาํแนกไดวาชวงลําดับเบสใดที่
ไมใชสวนจําเปนสําหรับการสรางโปรตีน และชวงลําดบัเบสใดจําเปน นําสวนทีจ่ําเปนสําหรับการ
สรางโปรตีนมาตอเชื่อมกันแลวถอดรหัสเปนสายโปรตีน นักวิทยาศาสตรอาจนําซอฟตแวรประเภท
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นี้มาประยกุตใชคนหา splice site, poly-A region, transcription regulator region, translation start 
site อันจําเปนตอการศึกษาลาํดับเบสในจีโนม (genome project) ไดอีกดวย (สิทธิรักษ, 2549) 
 
8.   การทํานายโครงรางสามมิติของโปรตนี (Homology modeling) 
 

ปจจุบันนี้มฐีานขอมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด และบางฐานขอมูลก็มีขอมูล
ลําดับเบสของจีโนมครบถวนสมบูรณแลว และดวยการพัฒนาเทคนิคทางดานชีวฟสิกส เทคนิคทาง 
ดานเอนไซม และเครื่องมือวิทยาศาสตรตาง ๆ ทําใหพอจะทราบชวงตาํแหนงเบสสําคัญบนจีโนม
ของสิ่งมีชีวิตบางชนิดซึ่งควบคุมการสรางโปรตีนที่สําคัญตอการดํารงชีพ ขอมูลเกี่ยวกับโครงราง
สามมิติของโปรตีน จะทําใหการศึกษาหนาที่ของโปรตีนในสิ่งมีชีวตินั้น ๆ เปนไปไดงายขึ้น 

 
เทคนิค X-ray crystallography และ multidimentional nuclear magnetic resonance (NMR) 

ไดถูกพัฒนาขึน้เพื่อศึกษาโครงรางสามมิติของโปรตีนโดยเฉพาะ แตทั้งสองเทคนิคก็มีขอจํากัดทั้ง
ความยุงยากซบัซอนของเทคนิค และความยุงยากในการเตรียมโปรตนีเพื่อวเิคราะห ทําใหมีขอมลู
โครงรางสามมิติของโปรตีนตาง ๆ นอยมาก จึงไดมีความพยายามทีจ่ะทํานายโครงรางสามมิติของ
โปรตีนตาง ๆ โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร แตละซอฟตแวรก็มวีิธีคํานวณหลายวิธีแตกตางกันไป 
เชน คํานวณพลังงานที่เหมาะสมตอโครงรางสามมิติของโปรตีน (Energenic method) หรือทํานาย
จากความเหมอืนของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนตัวอยาง เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของ
โปรตีนที่ทราบโครงรางสามมิติแลวในฐานขอมูล ถาเหมือนมากควรมีโครงรางสามมิติคลายกัน 
(Homology modeling) หรือทํานายโครงรางสามมิติของโปรตีนตัวอยางจากการรวมโครงรางทุติย
ภูมิเขาไวดวยกัน (Substructure condensation) เปนตน (วสันต และ วีระพงศ, 2544) 

 
Homology modeling เรียกอกีชื่อหนึ่งวา Comparative protein modeling หรือ Knowledge-

based modeling คือกระบวนการที่โครงรางสามมิติของ target sequence ถูกสรางขึ้นโดยอางอิงการ 
ศึกษาโครงสรางของโปรตีนโดยใช homologue experimental (ไดแก เทคนิค X-ray crystallography 
และ NMR) 

  
 โปรแกรม Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) เปนซอฟตแวรที่ถูกพัฒนาโดย 
GlaxoWellcome Experimental Research ประเทศสวิตเซอรแลนด ใชทํานายโครงรางสามมิติของ
โปรตีนตัวอยางโดยวิธีคํานวณแบบ Homology modeling ซ่ึงเปนโปรแกรมที่ไมตองเสียคาใชจายใน
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การใช (วสันต และ วีระพงศ, 2544) คําสั่งของการสรางโมเดลจากการทํางานของ Swiss-Model 
ประกอบไปดวยชุดคําสั่งดังตอไปนี้  
 

(1) First approach mode: ในสวนนี้ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ตองการสรางโมเดลจะ
ถูกนํามาใสใน Swiss-Model server ในรูปของ fasta format ซ่ึงโปรแกรมจะสรางโมเดลขึ้นมาโดย
อัตโนมัติ เร่ิมจากการ alignment ของลําดับกรดอะมิโนจากโปรตีนที่เปน template และ target ไป
จนกระทั่งไดเปนโมเดลที่สมบูรณ 

 
(2) Optimise (project mode): ในสวนนี้ผูใชสามารถควบคุมกระบวนการสรางโมเดลดวย

ตนเองไดทั้งหมด ซ่ึงทําใหผูใชสามารถปรับปรุงผลการ alignment ที่ไมสมบูรณได 
 

(3) Oligomer modeling: ใชในการสรางโมเดลของโปรตีนที่เปน multimeric ซ่ึงจะตองใช
ไฟลขอมูลจากโปรแกรม DeepView 

 
(4) GPCR mode: ใชในการสรางโมเดลของ 7 transmembrane helical จากสวนของ G-

protein coupled receptors (GPCR)  
 

การดูโครงรางสามมิติของโปรตีนจากฐานขอมูลโปรตีน (Protein Data Bank หรือ PDB) ดู
ไดจากเวปไซต http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do/ ขอมูลโครงรางสามมิติของโปรตีนจาก
ฐานขอมูลโปรตีนจะมีลักษณะเปนตัวอักษร ตองใชซอฟตแวรที่เหมาะสม (เชน Rasmol, CHIME 
หรือ Swiss-PdbViewer) ปรับเปลี่ยนตัวอักษร (*.pdb) ใหเปนรูปภาพ และยังมีความสามารถพิเศษ 
เชน ภาพสามมิติของโปรตีนนี้จะหมุนรอบทิศทางอยางอิสระ แสดงโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนที่
เปนองคประกอบในโครงรางสามมิติในรูปแบบที่เขาใจงาย แสดงการเรียงตัวและมวนตัวของกรด 
อะมิโนไดชัดเจน (วสันต และ วีระพงศ, 2544) 
 
 โปรแกรม DeepView – Swiss-PdbViewer หรือ SPDBV เปนโปรแกรมที่มีขนาดเล็กที่
สามารถดาวนโหลดไดจากแหลงดาวนโหลดโปรแกรมทั่วไปในอินเตอรเน็ต โปรแกรม SPDBV ได
ถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อใชในการศึกษาโครงสรางของโปรตีนซึ่งสามารถเลือกที่จะดูเฉพาะสวนที่ตอง 
การศึกษาได เชน backbone sidechain หรือเลือกดูโครงสรางของโปรตีนในรูปแบบที่ตองการได 
เชน โครงสรางพื้นฐานของโปรตีน โครงสราง 2 มิติ และ 3 มติิ และสามารถเปลี่ยนแปลง
รายละเอียดของโครงสรางโปรตีนที่ตองการศึกษาได โดยสามารถนําขอมูลโครงสรางของโปรตีน
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มาจากฐานขอมูล PDB (เกยีรติทว,ี 2550) โปรแกรม SPDBV จะใชดูโมเดลที่ไดจากการสรางโดย 
Swiss-Model ซ่ึงจะปรับเปลี่ยนตวัอักษร (*.pdb) ใหเปนรูปภาพ 
 

นอกจากโปรแกรม SPDBV แลวยังมีโปรแกรมอีกมากมายที่ใชในการดโูครงรางสามมิติ 
ซ่ึงถูกพัฒนาขึ้นอยางตอเนื่อง หนึ่งในโปรแกรมที่นาสนใจ คือโปรแกรม DSViewerPro ซ่ึงถูก
พัฒนาขึ้นโดยบริษัท Accelrys ประเทศอเมริกา ซ่ึงเปนซอฟตแวรที่ใชเปนเครื่องมือสําหรับการ
วิเคราะหโครงรางสามมิติจากโมเดลของโปรตีน ที่สามารถแสดงรปูรางของโมเลกุลแบบเปนเสน
สาย แบบแทง แบบรูปกลมและแทง หรือโมเดลที่ถูกทําใหเกิดชองวางระหวางอะตอมขึ้นได โดย
โมเดลที่ถูกสรางขึ้นนั้นสามารถหมุน เคลื่อนยาย หรือ ลดและเพิ่มขนาดได นอกจากนีย้ังสามารถ
ควบคุมระยะหาง มุม การบดิ และการเรยีงตัวในลักษณะสามมิติของอะตอมในโมเลกุลไดโดยงาย 
ซ่ึงตัวแปรเหลานี้จะถูกเปลี่ยนแปลงคาทางเรขาคณิตอยางรวดเร็วเมื่อใดก็ตามที่โมเลกุลถูกดัดแปลง
แกไข ในโปรแกรม DSViewerPro นี้สามารถที่จะใสสีหรือตวัอักษร เพื่อเนนใหเห็นถึงอะตอมที่
แตกตางกันในโมเลกุลของโปรตีนได จากคุณสมบัติมากมายดังที่ไดกลาวมา จึงทําใหโปรแกรม 
DSViewerPro เปนอีกโปรแกรมหนึ่งที่นาสนใจ และเหมาะที่จะนํามาใชไดอยางมีประสิทธิภาพ 
(Accelrys, 2002) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 
1. สายพันธุแบคทีเรีย   
 
 1.1 แบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens NT6.3  และ B. circulans NT6.7 ที่นํามาศึกษาได
จากการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์จากดินในจังหวดันครปฐม โดย Mr. Khampheng Phothichitto นิสิต
ปริญญาโท ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และ
เก็บรักษาเชื้อในสภาพแชแชง็ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ในอาหาร nutrient broth (NB) ผสม 
glycerol 15% ที่ผานการฆาเชื้อแลว 
 

1.2 แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α ใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการโคลนยีน 
 
2. ไพรเมอร (primer)   
 
 ไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบชนิด และสังเคราะหยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมน
นาเนส และไพรเมอรสําหรับการทํา PCR walking เพื่อหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีน แสดงใน 
ตารางที่ 6  
 
3. ดีเอ็นเอพลาสมิด   
 
 ดีเอ็นเอพลาสมิดที่ใชเปนดีเอ็นเอพาหะในการโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมน
นาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3  และ B. circulans NT6.7 เขาไปใน E. coli DH5α คือ 
พลาสมิด pGEM-T Easy Vector (บริษัท Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ซ่ึงมียีนตานทานแอมพิ
ซิลลิน (ampr) เปนยีนเครื่องหมาย (marker gene) และยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-กาแลคโต
ซิเดส (lacZ) เปนยีนรายงานผล (reporter gene) 
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ตารางที่ 6  ช่ือและลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบชนิด และสังเคราะหยนี 
    ที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส และไพรเมอรสําหรับการทํา PCR walking 

 
ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

ไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบชนิด และสังเคราะหยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
BMF 5' CCN GTN AAY CCN AAY GCN CAR 3' 
BMR 5' YTC NGC RAA NGC RAA NGG YTT 3' 
MF 5' GAR GTN CAY GAY GCN CAN GGN 3' 
MR 5' NCC NGC RTA YTC RTA CAT RTG 3' 

ไพรเมอรสําหรับการทํา PCR walking 
FP1        5' THH HHR VAW DGA GGA G 3' 

R1NT6.3        5' CTT CAA CTG TGG AAG G 3' 
R1NT6.7        5' CCC TGA CTG AAA AGC 3' 

ไพรเมอรแบบสุมสําหรับการทํา PCR walking 
RAPD analysis primer 1   5' GGT GCG GGA A 3' 
RAPD analysis primer 2 5' GTT TCG CTC C 3' 
RAPD analysis primer 3 5' GTA GAC CCG T 3' 
RAPD analysis primer 4 5' AAG AGC CCG T 3' 
RAPD analysis primer 5 5' AAC GCG CAA C 3' 
RAPD analysis primer 6 5' CCC GTC AGC A 3' 

 
หมายเหตุ  N คือ A หรือ G หรือ C หรือ T 

    D คือ A หรือ G หรือ T  
    H คือ A หรือ C หรือ T  
    V คือ A หรือ C หรือ G  
    Y คือ C หรือ T 
    R คือ A หรือ G  
   W คือ A หรือ T 
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4. โปรแกรมที่ใชสรางโมเดล และวิเคราะหโครงรางสามมิตขิองเอนไซมแมนนาเนส   
 
 โปรแกรมที่ใชทํา homology modeling เพื่อสรางโมเดลของเอนไซมแมนนาเนส ไดแก 
โปรแกรม Swiss-Model จากเวบไซต http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html สวน
โปรแกรมที่ใชในการดแูละวเิคราะหโครงรางสามมิติของโมเดล ไดแก โปรแกรม DSViewerPro 
เวอรช่ัน 5.0 ซ่ึงสามารถดาวนโหลดไดจากเวบไซต http://www.accelrys.com และโปรแกรม 
SPDBV เวอรชัน 3.7 ซ่ึงสามารถดาวนโหลดไดจากเวบไซต http://www.expasy.org/spdbv/ 
 

วิธีการ 

 
1. การตรวจสอบชนิดของยนีท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส   
 

1.1 การสกัดแยกโครโมโซมดีเอ็นเอ (ดดัแปลงจากวิธีการของ Harwood and Cutting, 
1990) 
 

เพาะเลี้ยง B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 ในอาหาร Luria-
Bertani broth (LB) ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที นาน 12-18 ช่ัวโมง นํา
อาหารเลี้ยงเชือ้จํานวน 2 มิลลิลิตร เหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิ 
หอง เทสารละลายทิ้ง จากนัน้เติม lysis buffer ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และนําไป
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสารละลายสวนใสทิ้ง แลว
เติม lysis buffer ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เติมผง lysozyme จํานวน 0.002 กรัม ผสมใหเขากนั บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติม 20% sarkosyl ปริมาตร 60 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เตมิ phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย
การพลิกหลอดกลับไปมา นาํไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสาร 
ละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม แลวเติม phenol:chloroform (24:1) 1 เทาของ
ปริมาตร ผสมใหเขากนัโดยการพลิกหลอดกลับไปมา นาํไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g นาน 10 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม 3M sodium acetate pH 
5.2 ปริมาณ 0.1 เทาของปริมาตร และ absolute ethanol 2.5 เทาของปริมาตร พลิกหลอดกลับไปมา 
ชา ๆ แชในตู -20 องศาเซลเซียส 30 นาที (ถาตองการเพิ่มประสิทธิภาพการตกตะกอนใหเก็บไวที่  
-20 องศาเซลเซียส นาน 12-18 ช่ัวโมง) เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ทําตะกอนใหแหงภายใตสุญญากาศ ละลายตะกอนดเีอ็นเอดวย
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บัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร เติม RNase ใหมีความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมไวที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ทําซ้ําตั้งแตขั้นตอนการเติม phenol จนละลายตะกอนดีเอน็
เอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ –20 องศาเซลเซียส 
 

1.2  การสกัดแยกพลาสมิดดเีอ็นเอ (ดัดแปลงจากวิธีการของ Birnboin and Doly, 1979)  
 

เพาะเลี้ยง B. amyloliquefaciens NT 6.3  และ B. circulans NT 6.7 ในอาหาร Luria-
Bertani broth (LB) ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที นาน 12-18 ช่ัวโมง นํา
เซลล 2 มิลลิลิตรเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ีที่อุณหภูมิหอง เทสารละลาย
ทิ้ง เติมบัฟเฟอร TSE ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 10,000 รอบ
ตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนใสทิ้ง จากนัน้เติม solution A ที่มี egg white lysozyme 
(เตรียมเมื่อจะใช) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสจนเซลล
แตก (นานประมาณ 30 นาทหีรือสารละลายขุน) แลววางบนน้ําแข็ง เตมิ solution B (เตรียมเมื่อจะ
ใช) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมไวในน้ําแข็ง 5 นาที นาํไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที นาน 6 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้น
เติม phenol : chloroform 1:1 จํานวน 1 เทาของปริมาตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไป
มา นําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 6 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด 
microtube หลอดใหมแลวเตมิ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) จํานวน 1 เทาของปริมาตร ผสม
ใหเขากนัโดยการพลิกหลอดกลับไปมา นาํไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 2 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microtube หลอดใหม จากนั้นเติม absolute alcohol ผสมให
เขากันและเกบ็ในน้ําแข็ง 20 นาที (ถาตองการเพิ่มประสิทธิภาพการตกตะกอนใหเก็บไวที่ -20 องศา
เซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง) นําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสาร 
ละลายสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ทําตะกอนใหแหงภายใตสูญญากาศ ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวยบฟัเฟอร TE 50 ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
1.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก  

B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสโดยใชคูไพรเมอร 
BMF/BMR และ MF/MR (ตารางที่ 6) เอนไซม DNA polymerase และเครื่อง Thermal cycle (บริษัท 
Biometra, ประเทศเยอรมัน) โดยเติมบัฟเฟอรเฉพาะสําหรับปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (10X buffer) 
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ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร ในหลอด microtube ขนาด 200 ไมโครลิตร จากนั้นเติม dNTPs mix 
ความเขมขน 10 มิลลิโมลตอลิตร ปริมาตร 0.50 ไมโครลิตร แมกนีเซยีมคลอไรด ความเขมขน 50 
มิลลิโมลตอลิตร ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร แตละไพรเมอรความเขมขน 5 พิโค 
โมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร สารละลายดีเอ็นเอตนแบบจากโครโมโซมดีเอ็นเอ
ของ B. amyloliquefaciens NT 6.3  และ B. circulans NT 6.7 ความเขมขน 100 นาโนกรมัตอ
ไมโครลิตร ปริมาตร 0.50 ไมโครลิตร เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 2 หนวยตอ
ไมโครลิตร สุดทายปรับปรมิาตรดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ผสม
สารเคมีตาง ๆโดยใชปเปตดดูสารละลายขึ้นลง จากนั้นทาํปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal cycle โดย
สภาวะในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส คือ ขั้นที่ 1 denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 5 นาท ีจํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 denaturation อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที annealing 
อุณหภูมิ 53.2 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาท ีextension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที จํานวน 
30 รอบ และขั้นที่ 3 extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ไดดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส เปรียบ เทียบขนาด
ของชิ้นดีเอ็นเอกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ชนิด 100 bp DNA Ladder และ 1 kb 
DNA Ladder (บริษัท Fermentus, ประเทศลิทูเนีย) 
 

  1.4  การหาลําดับเบสของยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสที่พบใน                      
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 

 
 นําผลิตภัณฑลูกโซโพลีเมอเรสที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสในขอ 1.3 มา

ทําใหบริสุทธิ์โดยใช pure PCR NucleoSpin kit (บริษัท Macherey Nagel, ประเทศเยอรมัน) แลว
โคลนชิ้นดีเอน็เอที่ไดโดยทําการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอกับดีเอน็เอพาหะ pGEM-T Easy Vector (บริษัท
Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ไดรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอ ถายโอนรคีอมบิแนนทดีเอ็นเอเขาสู
เซลลเจาบาน E. coli DH5α จากนั้นนํา E. coli DH5α ที่มีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอไปเลี้ยงบนอาหาร 
LB agar ที่มี ampicillin, X-gal และ IPTG บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง 
เมื่อไดโคโลนีแลว นําโคโลนีมาตรวจสอบรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
(ภาคผนวก ข) 

 
สงโคโลนีที่ตรวจสอบพบชิน้ดีเอ็นเอ ทีไ่ดจากการคัดเลือกเพื่อวเิคราะหหาลําดับเบสที่

หนวยบริการชีวภาพ (BSU) ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิสํานกังานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ กรุงเทพฯ 
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1.5  การวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ควบคมุการผลิตเอนไซมแมนนาเนสที่พบใน 
 B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร 

 
นําลําดับเบสที่ไดจากการสงวิเคราะหที่หนวยบริการชวีภาพ มาเปรียบเทียบกับขอมูล

ในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) จากเวบไซต 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov ดวยชุดโปรแกรม BLAST ซ่ึงประกอบดวยโปรแกรม blastn blastx 
และ blastp ซ่ึงเปนการสืบคนในฐานขอมลูวาลําดับเบสที่ไดจากการโคลน รวมถึงลําดับกรดอะมิโน
ที่ไดจากการแปลโดยโปรแกรม Baylor College of Medicine (BCM) Search Launcher จากเวบไซต 
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu ของหนวยงาน Human Genome Sequencing Center ประเทศ
สหรัฐอเมริกา มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีนใด และกรดอะมิโนของเอนไซมชนดิใดใน
ฐานขอมูล และเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนที่แปลไดกับลําดับกรดอะมิโนที่เปนบริเวณอนุรักษ 
(conserved domain) ในฐานขอมูล เพื่อจําแนกสกุล (family) ของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมน
นาเนส จากนัน้วิเคราะหความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลดวยโปรแกรม BCM 
โดยทํา multiple alignment กับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus สายพันธุ
อ่ืน ๆ ที่อยูในสกุลเดียวกันโดยโปรแกรม ClustalW จากเวบไซต http://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
clustalw ของ European Bioinformatics Institue (EBI) และเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับเบส
และลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยการทํา 
pairwise alignment ดวยโปรแกรม EMBOSS ของ EBI ที่เวบไซต http://www.ebi.ac.uk/emboss/ 
align 
 
2. การหาลําดับเบสแบบครบทัง้ยีน (full sequence) โดยเทคนิค PCR walking 
 

2.1 การหาลําดับเบสทางดานปลาย 5' (5'-walking) 
 

นําลําดับเบสของยีนที่ควบคมุการผลิตเอนไซมแมนนาเนสที่พบใน  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการวิเคราะหจากหนวยบริการ
ชีวภาพในขอ 1.3 มาออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม primer3 ที่เวบไซต http://frodo.wi.mit.edu/ 
เพื่อใชเปนไพรเมอรจําเพาะ (specific primer) R1NT6.3 และ R1NT6.7 โดยจะใชเปน reverse 
primer คูกับ forward primer FP1 และไพรเมอรแบบสุม (random primer) จํานวน 6 ชุด โดยไพร
เมอร FP1 เปนไพรเมอรที่ออกแบบจากการศึกษาลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมน
นาเนสในฐานขอมูลที่ NCBI โดยตัดเฉพาะสวนที่เปนโปรโมเตอร แลวนํามาทํา multiple alignment 
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ดวยโปรแกรม clustalW เพื่อใหได consensus sequence ซ่ึงใชในการออกแบบไพรเมอร FP1 สวน
ไพรเมอรแบบสุมทั้ง 6 ชุดนั้น เปนไพรเมอรที่มีลําดับเบสชุดละ 10 นิวคลีโอไทด จาก Ready-To-
Go RAPD Analysis kit (บริษัท Amersham Biosciences, ประเทศอังกฤษ) จากนั้นทาํการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  
B. circulans NT6.7โดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 1.3 แตจะมีความ
แตกตางตรงสภาวะที่ใชในการเพิ่มปริมาณยีน โดยอุณหภูมิของขั้นตอน annealing จะขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิ annealing ของคูไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณยนีดังแสดงในภาคผนวก ข 

 
2.2 การหาลําดับเบสทางดานปลาย 3' (3'-walking) 

 
การหาลําดับเบสทางดานปลาย 3' จะใช  primer BMF เปน forward primer และไพร

เมอรแบบสุมทั้ง 6 ชุด เปน reverse primer ทําการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอของยีนโดยใชปฏิกิริยาลูกโซ 
โพลีเมอเรสตามวิธีการในขอ 1.3 วิเคราะหหาลําดับเบสที่ได และเมื่อไดลําดับเบสแบบครบทั้งยีน
แลว นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหโดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร ดังที่กลาวไวในขอ 1.5 เพื่อที่จะ
นําขอมูลที่ไดมาศึกษาโครงรางสามมิติในขั้นตอนตอไป 
 
3. การทํา Homology modeling เพื่อศึกษาโครงรางสามมิตขิองเอนไซมแมนนาเนส 
 

3.1 การสรางโมเดลดวยโปรแกรม Swiss-Model 
 

การสรางโมเดลโครงรางสามมิติของเอนไซมแมนนาเนสดวยโปรแกรม Swiss-Model 
เร่ิมจากการแปลลําดับเบสที่ไดจากการวิเคราะห ใหเปนลําดับกรดอะมิโน และหาสวนของสาย 
ดีเอ็นเอที่อาจเปนยีนที่ควบคมุการผลิตเอนไซมแมนนาเนส (Open Reading Frame, ORF)โดยใช
โปรแกรม BCM Search Launcher เพื่อใหได frame ที่เกิดการแปลรหัสจากกรดอะมิโนเปนเอนไซม
แมนนาเนสที่ถูกตอง จากนัน้เริ่มสรางโมเดลดวยโปรแกรม Swiss-Model ที่เวบไซต http://swiss 
model.expasy.org/ SWISS-MODEL.html โดยใชชุดคําสั่ง First Approach Mode โดยชุดคําสั่งนีจ้ะ
สรางโมเดลใหโดยอัตโนมตัิ จากนัน้ใสลําดับกรดอะมิโนที่ไดในรูปของ fasta format ซ่ึงในชุด 
คําสั่งนี้ สวนของ options จะถูกตั้งคา BLAST-value limit ไวที ่0.00001 และเลือกใช template ที่ดี
ที่สุด (the best template) สําหรับอางอิงในการสรางโมเดล จากนั้นกด submit เพื่อใหโปรแกรมสราง
โมเดลออกมา หลังจากไดโมเดลแลว ทําการดาวนโหลดและบันทึกโครงรางสามมิติของเอนไซม
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แมนนาเนสที่ไดในรูปของไฟล pdb เพื่อที่จะนําขอมูลโครงรางสามมิตินี้ไปวิเคราะหในขั้นตอน
ตอไป 
 

3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 
และ B. circulans NT6.7 
 

3.2.1 การคัดเลือก template 
 

ในการวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมแมนนาเนสนั้นจําเปนตองใช 
template จากฐานขอมูลโครงรางสามมิติของโปรตีน (Protein Data Bank, PDB) ที่เวบไซต 
http://rcsb.org/pdb ซ่ึงถูกสรางขึ้นมาเพื่อเกบ็ขอมูลของโครงรางสามมิติของโปรตีนชนิดตาง ๆ  
ในการอางอิงเพื่อหาบริเวณเรงของเอนไซม โดย template ที่จะเลือกใชนั้นควรมีความเหมือนของ
ลําดับกรดอะมิโนเมื่อเปรียบ เทียบกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 มากที่สุด 

   
3.2.2 การหาบริเวณเรง (Active site)  

 
การหาบริเวณเรงบนโมเลกุลของเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens 

NT6.3 และ B. circulans NT6.7 นั้นจะตองอางอิงจากบริเวณเรงของ template ที่มีขอมูลรายงานไว
ในฐานขอมูลโครงรางสามมิติของโปรตีน (PDB) โดยบรเิวณเรงที่หาไดบน template จะนําไป
เปรียบเทียบกบับริเวณเรงของโปรตีนที่สนใจในตําแหนงเดียวกนั โดยข้ันตอนในการหาบริเวณเรง
นั้นจะใชโปรแกรม DSViewerPro (บริษัท Accelrys, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยดาวนโหลดไดจาก
เวบไซต http://www.accelrys.com จากนั้นเปดไฟลขอมูลของ template ในรูปของไฟล pdb โดยใช
คําสั่ง New Hierarchy Windows เพื่อที่จะตรวจสอบวามีเรซิดิวของกรดอะมิโนใดบางที่อยูในโครง 
สรางของโมเลกุล จากนัน้เลือกบริเวณที่เกีย่วของกับการยอยสลายแมนแนนเพื่อหาวามีกรดอะมิโน
ใดบางที่มีความสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนน โดยกาํหนดใหพนัธะรอบ ๆ 
บริเวณเรง มีรัศมีหางออกออกไปไมเกิน 6 อังสตรอม (Å) เมื่อทราบเรซิดิวของกรดอะมิโนที่อยูใน
บริเวณเรงแลวก็จะนํากรดอะมิโนเหลานั้นไปเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนในบริเวณเรงบนโมเลกุล
ของเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยการทํา 
model fit ในขั้นตอนตอไป 
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3.2.3 การเปรียบเทยีบโครงรางสามมิติโดยการทาํ model fit   
 

การเปรียบเทยีบโครงรางสามมิติระหวางโมเลกุลของเอนไซมแมนนาเนส จาก 
B. amyloliquefaciens NT6.3 กับ B. circulans NT6.7 และระหวางโมเลกุลของเอนไซมแมนนาเนส   
จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 กับ template โดยการทํา model fit นั้น 
จะใชโปรแกรม SPDBV เวอรชัน 3.7 ซ่ึงดาวนโหลดไดจากเวบไซต http://www.expasy.org/ spdbv/  
เพื่อเปรียบเทยีบความเหมือนและความแตกตางระหวางโครงรางสามมิติของเอนไซม 2 โมเลกุล 
ดวยชุดคําสั่ง Iterative magic fit เพื่อใหโครงสรางทุติยภูม ิ(secondary structure) บริเวณที่เหมือน 
กันซอนทับกนัอยางเหมาะสมมากที่สุด สวนบริเวณทีแ่ตกตางกันกจ็ะไมเกดิการซอนทับกันของ
โครงสรางทุติยภูมิ ทําใหสามารถวิเคราะหหาความเหมือน และความแตกตางของโครงสรางทุติยภมูิ
ที่ประกอบขึ้นเปนโครงรางสามมิติ รวมทั้งความเหมือน และความแตกตางของกรดอะมิโนแตละตัว
ที่อยูในบริเวณเรงระหวางโมเลกุลของเอนไซมในโครงรางสามมิติที่นํามาเปรียบเทียบกันได 
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ผลและวิจารณ 

 
1.  การตรวจสอบชนิดของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
 

ในการวิจัยนี้ ไดเลือกศึกษาแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
ซ่ึงเปนสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแมนนาเนสที่ไดจากการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์
จากดินในจังหวัดนครปฐม (Phothichitto, 2006) โดยมุงเนนศึกษายีนทีค่วบคุมการผลิตเอนไซม
แมนนาเนส ทําการตรวจสอบชนิดของยีนวาจัดอยูใน GH5 หรือ GH26 ดวยการเลี้ยงแบคทีเรีย  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 แลวสกัดโครโมโซมดีเอ็นเอ และพลาสมิด 
ดีเอ็นเอ ซ่ึงดัดแปลงมาจากวธีิการของ Harwood and Cutting (1990) และ Birnboin and Doly (1979) 
ตามลําดับ ผลการสกัด พบโครโมโซมดีเอ็นเอ แตไมพบพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยโครโมโซมดีเอ็นเอที่
สกัดไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 มีความเขมขน 0.270 และ 0.135 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เมื่อคํานวณจากการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ตาม 
ลําดับ เมื่อตรวจสอบคุณภาพของโครโมโซมดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส พบแถบ
ดีเอ็นเอเพยีงแถบเดียว ซ่ึงเปนลักษณะของโครโมโซมดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สกดัไดอยางสมบูรณ 
ไมมีการฉีกขาดของสายดีเอน็เอ ดังแสดงในภาพที่ 11  

 
จากนั้นตรวจสอบชนิดของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสดวยเทคนิคปฏิกิริยา

ลูกโซโพลีเมอเรส โดยใชคูไพรเมอร MF/MR และ BMF/BMR ซ่ึงออกแบบจากบริเวณ consensus 
sequence จากเชื้อ Bacillus ที่มียีนแมนนาเนสใน GH5 และ GH26 ตามลําดับ (ภาคผนวก ค) ผลของ
การทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส พบชิ้นสวนของดีเอน็เอที่คาดวาเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม
แมนนาเนสใน GH26 ทั้งใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 แตไมพบชิ้น 
สวนของดีเอ็นเอที่คาดวาเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสใน GH5 จากเชือ้ Bacillus ทั้ง 
2 สายพันธุ เมือ่นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจล 
อิเลคโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดชิ้นดเีอ็นเอกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker 100 
bp และ 1 kb) (บริษัท Fermentus, ประเทศลิทูเนีย) พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 786 คูเบส (ภาพ
ที่ 12) ซ่ึงเปนชิ้นดีเอน็เอที่มขีนาดตามที่คาดไวจากการออกแบบคูไพรเมอร BMF/BMR แสดงให
เห็นวาใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 มียีนทีค่วบคุมการผลิตเอนไซม
แมนนาเนสใน GH26 อยูบนโครโมโซมดีเอ็นเอ 
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ภาพที่ 11  โครโมโซมดีเอ็นเอของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
     ชองที่ 1 และ 4 DNA marker (Lambda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII  

          และ EcoRI) 
    ชองที่ 2            โครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3  

        ชองที่ 3            โครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. circulans NT6.7 
 
 
 
 
 

 
 
 

          1         2          3          4 
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ภาพที่ 12  ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร BMF/BMR  

    ของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
    ชองที่ 1     DNA marker (100 bp DNA Ladder) 
    ชองที่ 2     Negative control 

      ชองที่ 3     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก 
        B. amyloliquefaciens NT6.3 เปนดเีอน็เอตนแบบ  

        ชองที่ 4     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก    
        B. circulans NT6.7 เปนดีเอ็นเอตนแบบ  

    ชองที่ 5     DNA marker (1 kb DNA Ladder) 
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เมื่อนําผลิตภณัฑจากปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ได โคลนในดีเอน็เอพาหะ pGEM-T Easy 
Vector (บริษัท Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) แลวนาํโคลนที่ไดสงวิเคราะหเพื่อหาลําดับเบสที่
หนวยบริการชีวภาพ (BSU) ผลที่ไดจากการวิเคราะหลําดับเบสของ B. amyloliquefaciens NT6.3 
และ B. circulans NT6.7 พบวา ลําดับเบสที่ไดมีขนาดประมาณ 786 และ 771 คูเบสตามลําดับ (ภาพ
ที่ 13 และ 14) ซ่ึงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทําปฎกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรส และโคลนดังกลาว 
สอดคลองกับขนาดของผลิตภัณฑจากปฎกิริิยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ไดจากการใชคูไพรเมอร 
BMF/BMR นําลําดับเบสที่ไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ไปเปรียบ 
เทียบกับขอมลูในฐานขอมลูที่ NCBI จากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov ดวยโปรแกรม 
blastn รุน BLASTN 2.2.17 [Aug-26-2007] และโปรแกรม blastx รุน BLASTX 2.2.17 [Aug-26-
2007] จากการวิเคราะหดวยชุดโปรแกรม BLAST ในวันที่ 19 กันยายน 2550 พบวาการวิเคราะห
ดวยโปรแกรม blastn นั้น ลําดับเบสที่ไดจากการโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 มีความเหมือนกับลําดบัเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus ตางสายพันธุในฐานขอมูล โดยมีความเหมือน (identity) กับยีน 
man จาก B. subtilis A33 (DQ269473.1) มากที่สุด คิดเปนรอยละ 98 ทีต่ําแหนง 1-1083 มีคาความ
คาดหวัง (E-value) เทากับ 0 คา bit score เทากับ 1356 (ตารางที่ 7) สําหรับลําดับเบสที่ไดจาก  
B. circulans NT6.7 เมื่อนําไปวิเคราะหดวยโปรแกรม blastn พบวามีความเหมือนกับยีน endo-beta-
1,4 mannanase จาก B. subtilis G1 (DQ309335.1) มากทีสุ่ด คิดเปนรอยละ 98 ที่ตําแหนง 1-1092 มี
คาความคาดหวัง เทากับ 0 คา bit score เทากับ 1338 (ตารางที่ 8) 

 
สําหรับการวิเคราะหลําดับเบสของ B. amyloliquefaciens NT6.3 ดวยโปรแกรม blastx 

พบวาลําดับเบสซึ่งถูกเปลี่ยนไปเปนลําดับกรดอะมิโนนัน้ มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของ
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis A33 (ABB91433.1) มากทีสุ่ด คิดเปนรอยละ 97 ที่
ตาํแหนง 30-348 ใน frame -1 มีคาความคาดหวัง เทากับ 2e-146 คา bit score เทากับ 494 (ตารางที่ 9) 
สวนลําดับเบสของ B. circulans NT6.7 เมื่อถูกเปลี่ยนไปเปนลําดับกรดอะมิโนแลวพบวา มีความ
เหมือนกับลําดบักรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis G1(ABC61374.1) มาก
ที่สุด คิดเปนรอยละ 97 ที่ตําแหนง 34-352 ใน frame +2 มีคาความคาดหวังเทากับ 2e-143  คา bit score 
เทากับ 511 (ตารางที่ 10) เพือ่เปนการยนืยนัลําดับเบสที่ไดจากการโคลนวาเปนชิน้สวนของยีนที่
ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส ซ่ึงแปลรหัสเปนกรดอะมิโนสําหรับเอนไซมแมนนาเนส จงึ
วิเคราะหลําดบัเบสที่ได โดยการแปลรหัสของลําดับเบสใหเปนลําดับกรดอะมิโน (เนือ่งจากการ
ทํางานของเอนไซมอยูในรูปของโปรตีนซึ่งประกอบมาจากกรดอะมโิน ไมใชเปนการทํางานใน
สภาพที่เปนนวิคลีโอไทด) การแปลรหัสของลําดับเบสที่ไดใหเปนลําดับกรดอะมโินดวยรหัส 
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ภาพที่ 13  ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3  
                 บนโครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 786 คูเบส 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 14  ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก B. circulans NT6.7 บน 
                 โครโมโซมดีเอ็นเอ ขนาด 771 คูเบส 
 



ตารางที่ 7  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนจากลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสของ B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ไดจากการ 
       ทดลองกับลําดับเบสในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTN 2.2.17 [Aug-26-2007] 
 

Accession No. สายพันธุ ยีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) 

DQ269473.1 B. subtilis A33 man gene for β-mannanase 1-1083 1356 0 98 
AB005755.1 Bacillus sp. W-2 manA gene for endo β-1,4-mannanase 481-1563 1345 0 97 
D37964.1 B. subtilis NM-39 β-mannanase gene 493-1575 1339 0 97 
CP000560.1 B. amyloliquefaciens FZB42 ydhT gene for β-mannanase 3693867-3694949 1306 0 96 
DQ167409.1 B. subtilis WL-3 manA gene for β-mannanase 1103-2185 1290 0 96 

 
หมายเหตุ ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2550 
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ตารางที่ 8  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนจากลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสของ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการทดลองกบั  
                  ลําดับเบสในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTN 2.2.17 [Aug-26-2007] 
  

Accession No. สายพันธุ ยีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) 

DQ309335.1 B. subtilis G1 endo-β-1,4-mannanase gene  1-1092 1338 0 98 
AY601725.1 B. subtilis WL-7 manA gene for β-mannanase 257-1345 1304 0 97 
AY827489.1 B. subtilis Z-2 β-1,4-mannanase gene 2011-3099 1282 0 97 
Z99107.2 B. subtilis subsp. subtilis str.168 ydhT gene for β-mannanase 20691-21779 1277 0 97 
AF324506.1 B. subtilis HB002 β-mannanase gene 1193-2296 1267 0 96 

 
หมายเหตุ ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2550 
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ตารางที่ 9  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสจากยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสของ  
                 B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTX 2.2.17 [Aug-26-2007] 
 

Accession No. สายพันธุ โปรตีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) Frame 

ABB91433.1 B. subtilis A33 β-mannanase 30-348 494 2e-146 97 -1 

ABS75922.1 B. amyloliquefaciens FZB42 
Mannan endo-1,4-beta-
mannosidase (β-mannanase) 

30-348 492 7e-146 97 -1 

BAA07178.1 B. subtilis NM-39 β-mannanase 30-348 492 9e-146 97 -1 
AAZ95239.1 B. subtilis WL-3 β-mannanase 30-348 491 1e-145 97 -1 
BAA31711.1 Bacillus sp. 5H  β-mannanase 32-350 410 2e-120 78 -1 

 
หมายเหตุ ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2550 
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ตารางที่ 10  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสจากยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสของ B. circulans 
                  NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง กบัลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล โดยโปรแกรม BLASTX 2.2.17 [Aug-26-2007] 
 

Accession No. สายพันธุ โปรตีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) Frame 

ABC61374.1 B. subtilis G1 Endo-β-1,4- mannanase 34-352 511 2e-143 97 +2 
AAT27435.1 B. subtilis WL-7  β-mannanase (precursor) 32-350 508 1e-142 96 +2 
AAV84100.1 B. subtilis Z-2 β-1,4-mannanse 32-350 506 7e-142 96 +2 

BAA19712.1 B. subtilis subsp. subtilis str.168 
Mannan endo-1,4-β- 
mannosidase (β-mannanase) 

32-350 505 1e-141 95 +2 

BAA31711.1 Bacillus sp. 5H  β-mannanase 32-350 497 3e-139 94 +2 
 
หมายเหตุ ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 19 กันยายน 2550 
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มาตรฐาน โดยโปรแกรม BCM Search Launcher ที่เวบไซตhttp://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-
util/seq-uti/.html พบวา ลําดบักรดอะมิโนที่ไดแปลรหัสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 ประกอบ 
ดวย 262 กรดอะมิโน และสวนของสายดเีอ็นเอที่อาจเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
อยูใน frame -1 (ภาพที่ 15) สวนกรดอะมโินที่ไดทําการแปลรหัสจาก B. circulans NT6.7 ประกอบ 
ดวย 256 กรดอะมิโน และสวนของสายดเีอ็นเอที่อาจเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
อยูใน frame +2 (ภาพที่ 16) จากนั้นนําลําดบักรดอะมิโนที่ไดไปเปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโน
ในฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม blastp รุน BLASTP 2.2.17 [Aug-26-2007] ทําการวิเคราะหในวนัที่ 
19 กันยายน 2550 จากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 พบวามี
ความเหมือนกบัลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
มากที่สุด คิดเปนรอยละ 97 ที่ตําแหนง 32-350 มีคาความคาดหวังเทากบั 3e-134 คา bit score เทากับ 
480 (ตารางที่ 11) และจากผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ B. circulans NT6.7 พบวามีความ
เหมือนกับลําดบักรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis G1 (ABC61374.1) มาก
ที่สุด คิดเปนรอยละ 97 ที่ตําแหนง 34-352 มีคาความคาดหวังเทากับ 3e-142 คา bit score เทากับ 507 
(ตารางที่ 12) ผลการวิเคราะห พบวา การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบส และลําดับกรดอะมิ
โนดวยโปรแกรม blastn blastx และ blastp ของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 ใหผลที่สอดคลองกัน กลาวคือ ช้ินสวนของยนีที่ไดจากการโคลนของเชื้อ Bacillus ทั้ง 2 สาย
พันธุ มีความเหมือนกับยีนเบตา-แมนนาเนส เนื่องจากเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของลําดับ
เบส และลําดบักรดอะมิโนแลวมีคารอยละความเหมือน (identity) สูงสุด สวนคาความคาดหวัง 
(expect value) ต่ําสุด ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Madden (2002) กลาวคือ คารอยละความเหมือน
สูง ลําดับเบสจะมีความเหมอืนกันมากกวาคารอยละความเหมือนต่ํา สวนคาความคาดหวังเปนคาที่
ไดจากการคํานวณทางสถิติ ปจจัยที่เกี่ยวของกับคาความคาดหวัง คือ คา bit score ความยาวของ
ลําดับเบส และขนาดของฐานขอมูล คาความคาดหวังควรมีคาต่ํา (เขาใกลศูนยหรือเทากับศูนย) สวน
คา bit score เปนการแสดงความคลายคลึงกัน (similarity) ระหวางลําดับเบสที่ศึกษากับลําดับเบสใน
ฐานขอมูล คา bit score ควรมีคาสูง จะทําใหมีความคลายคลึงกันสูงดวย นอกจากนี้จากผลของการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลไดกับลําดับกรดอะมิโนที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserved 
domain) ในฐานขอมูล NCBI จากโปรแกรม BLAST 2.2.17 [Jun-24-2007] ที่ทําการวิเคราะหใน
วันที่ 19 กนัยายน 2550 พบวา บริเวณอนุรักษจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 มีความคลายคลึงกับเอนไซมในกลุมของ GH26 โดยมีคาความคาดหวังเทากับ 1e-84 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID= FA47FR4 Z01&mode =all) และ 
8e-88(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi? RID=FA4CG N58012& mode=all) 
ตามลําดับ จากนั้นทํา multiple alignment ดวยโปรแกรมclustalW เวอรชัน 1.83 เพื่อเปรียบเทียบ 



 

      

60 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 15  ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสใน frame -1 ที่ไดจาก B. amyloliquefaciens  
                 NT6.3 ประกอบดวย 262 กรดอะมิโน 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 16  ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนสใน frame +2 ที่ไดจาก B. circulans NT6.7  

   ประกอบดวย 256 กรดอะมิโน 
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ตารางที่ 11  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล  
                   โดยโปรแกรม BLASTP 2.2.17 [Aug-26-2007] 
 

Accession No. สายพันธุ โปรตีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) 

ABB91433.1 B. subtilis A33 β-mannanase 32-350 480 3e-134 97 
ABS75922.1 B. amyloliquefaciens FZB42 Mannan endo-1,4-β- 

 mannosidase (βmannanase) 
30-348 479 8e-134 97 

BAA07178.1 B. subtilis Z-2 β-mannanse 30-348 479 9e-134 97 
AAZ95239.1 B. subtilis subsp. subtilis str.168 β-mannanse 30-348 477 2e-133 97 
BAA31711.1 Bacillus sp. 5H  β-mannanase 32-350 403 4e-111 78 
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ตารางที่ 12  ตัวอยางผลจากการสืบคนความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลโดย 
                   โปรแกรม BLASTP 2.2.17 [Aug-26-2007] 
                    

Accession No. สายพันธุ โปรตีน ตําแหนง Bit score E-value Identity (%) 

ABC61374.1 B. subtilis G1 Endo-β-1,4- mannanase 34-352 507 3e-142 97 
AAT27435.1 B. subtilis WL-7  β-mannanase (ManA) 32-350 504 2e-141 96 
AAV84100.1 B. subtilis Z-2 β-1,4-mannanse 32-350 502 8e-141 96 
BAA19712.1 B. subtilis subsp. subtilis str.168 β-mannanase 32-350 501 1e-140 95 
AAK16706.1 B. subtilis HB002 β-mannanase 37-355 494 2e-138 94 
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ความเหมือนกบัลําดับกรดอะมิโนจํานวน 10 ตัวอยางที่สืบคนจากขอมลูในฐานขอมลูที่ NCBI ใน
วันที่ 19 กนัยายน 2550 ซ่ึงเปนลําดับกรดอะมิโนของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนา 
เนส ที่มีบริเวณอนุรักษซ่ึงจดัอยูใน GH26 จากเชื้อ Bacillus อยางสมบูรณ (complete coding 
sequence) ไดแก ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis A33 (ABB91433.1) ลําดับกรดอะมิโนของ  
B. subtilis NM-39 (BAA07178.1) ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis WL-3 (AAZ95239.1) ลําดับ
กรดอะมิโนของ Bacillus sp. 5H (BAA31711.1) ลําดับกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens 
FZB42 (ABS75922.1) ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis subsp. subtilis str.168 (BAA19712.1) 
ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis Z-2 (AAV84100.1) ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis G1 
(ABC61374.1) ลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis WL-7 (AAT27435.1) ลําดับกรดอะมิโนของ  
B. licheniformis DSM13 ATCC 14580 (YP_090363.1) ผลที่ไดจากการทํา multiple alignment 
แสดงดังภาพที่ 17 
 

เอนไซมที่จัดอยูใน GH26 จะมีบริเวณอนุรักษ (highly conserved regions) ซ่ึงประกอบดวย
บริเวณที่มกีรดอะมิโนที่มีโครงสรางเปนรูปวงแหวน (aromatic amino acid-rich region) จํานวน 5  
เรซิดิว คือ WFWWG (Tryptophan, Phenylalanine, Tryptophan, Tryptophan, Glycine) (Zhang et 
al., 2005) ซ่ึงเมื่อพิจารณาผลของการทํา multiple alignment เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับ
กรดอะมิโนจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง กับ
ลําดับกรดอะมิโน 10 ตัวอยางจากฐานขอมูล ในภาพที่ 17 พบบริเวณอนุรักษที่ประกอบไปดวยกรด 
อะมิโน WFWWG ในลําดับกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
รวมทั้งลําดับกรดอะมิโน 10 ตัวอยางจากฐานขอมูล และจากการจัดหมวดหมูของ Henrissat (1991) 
พบวา เอนไซมที่มีบริเวณอนุรักษอยูใน GH26 จะแสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
(EC3.2.1.78) และเอนไซมไซลาเนส (EC3.2.1.32) แตจากผลของการเปรียบเทียบความเหมือนของ
ลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลดังที่ไดกลาวมา รวมทั้งการศึกษาบริเวณอนุรักษของ
ช้ินสวนดเีอ็นเอที่ไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 พบวา มีความ
เหมือนกับเอนไซมเบตา-แมนนาเนสเทานัน้ ไมพบวามีความเหมือนกับเอนไซมไซลาเนสเลย จึง
เปนการยนืยนัในขั้นตนวา ช้ินสวนดเีอ็นเอที่ไดจากการโคลน เปนสวนของยีนที่ควบคุมการผลติ
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่จัดอยูใน GH26  
 

เมื่อพิจารณาการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวน
ดีเอ็นเอที่คาดวาเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนา เนสระหวาง B. amyloliquefaciens 
NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยการทํา pairwise alignment ดวยโปรแกรม EMBOSS ของ EBI  
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ภาพที่ 17  ผลการทํา multiple alignment ของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส  

จํานวน 10 ตัวอยางที่สืบคนจากฐานขอมูล กับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแมนนาเนส     
จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
กําหนดให บริเวณสีเหลือง แทนตําแหนงกรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษ (highly        
                 conserved regions) ที่พบในเอนไซมกลุม GH26 
                  *  แทนดวย identical sequence 

          :  แทนดวย conserved substitution 
                      .  แทนดวย semi-conserved substitution                      
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(European Bioinformatics Institue) ที่เวบไซตhttp://www.ebi.ac.uk/emboss/align พบวาการเปรียบ 
เทียบความเหมือนระหวางลําดับเบสของ B.amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 มีคา
รอยละของความเหมือน เทากับ 45.8 (ภาพที่ 18) สวนผลจากการเปรยีบเทียบความเหมือนระหวาง
ลําดับกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 พบวามีคารอยละของ
ความเหมือน เทากับ 67.4 (ภาพที่ 19) แสดงใหเห็นวาลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนบางสวน 
(partial sequence) ที่ไดจากเชื้อ Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุ นั้น มีความแตกตางกันในระดับโครงสราง
ปฐมภูมิ และทตุิยภูมิ ซ่ึงจะตองหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีนเพื่อเปนการยืนยนัความแตกตางที่เกดิ 
ขึ้น เพื่อนําไปสูการวิเคราะหโครงสรางตติยภูมิ ในรูปแบบของโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-
แมนนาเนส จากเชื้อ Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุตอไป 
 
2.  การหาลําดบัเบสแบบครบทั้งยีน (full sequence) ของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา- 
     แมนนาเนสโดยเทคนิค PCR walking   
 

ลําดับเบสที่หาไดจากผลการทดลองในขอ 1. นั้น เปนลําดับเบสเพียงบางสวน (partial 
sequence) ของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส โดยลําดับเบสที่ไดนัน้ อยูบริเวณ
สวนกลางของยีนซึ่งมีขนาด 786 คูเบส และ 771 คูเบส ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  
B. circulans NT6.7 ตามลําดบั ดังนั้น ในการหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีน จึงไดแบงการทดลอง
ออกเปน 2 สวน คือ การหาลาํดับเบสทางดานปลาย 5' (5'-walking) และการหาลําดับเบสทางดาน
ปลาย 3' (3'-walking) โดยเทคนิค PCR walking 

 
การหาลําดับเบสทางดานปลาย 5' โดยการออกแบบไพรเมอรจําเพาะ (specific primer) จาก

ลําดับเบสของยีนบางสวนทีห่าไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ไดแก 
ไพรเมอร R1NT6.3 (5' CTTCAACTGTGGAAGG 3') และ R1NT6.7 (5' CCCTGACTGAAAA 
GC 3') ตามลําดับ โดยใชไพรเมอร R1NT6.3 และ R1NT6.7 เปน reverse primer คูกบั forward 
primer FP1 (5' THHHHRVAWDGAGGAG 3') ซ่ึงออกแบบจากบริเวณ consensus sequence ของ
สวนที่เปนโปรโมเตอร จากตัวอยางเชื้อ Bacillus ที่ผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH26 โดย
ขนาดที่คาดหมายจากการใชคูไพรเมอร FP1/R1NT6.3 และ FP1/R1NT6.7 ในการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอ คือ ประมาณ 517 คูเบส และประมาณ 426 คูเบส ตามลําดับ ผลที่ไดจากการทาํปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรสเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอทางดานปลาย 5' ดวยคูไพรเมอร FP1/R1NT6.3 และ 
FP1/R1NT6.7 โดยใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
เปนดีเอ็นเอตนแบบแสดงดงัภาพที่ 20 
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ภาพที่ 18  ผลการทํา pairwise alignment ของลําดับเบสระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  

   B. circulans NT6.7 
   กําหนดให      |  แทนดวย identical sequence 

              :  แทนดวย conserved substitution 
                                       .  แทนดวย semi-conserved substitution 
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ภาพที่ 19  ผลการทํา pairwise alignment ของลําดับกรดอะมิโนระหวาง B. amyloliquefaciens  
    NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
    กําหนดให      |  แทนดวย identical sequence 

               :  แทนดวย conserved substitution 
               .  แทนดวย semi-conserved substitution 
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ภาพที่ 20  ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 5' (5'-walking) 

   ชองที่ 1     DNA marker (100 bp DNA Ladder) 
   ชองที่ 2     Negative control 
   ชองที่ 3     ผลิตภัณฑปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร  

FP1/ R1NT6.3 เมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ 

 ชองที่ 4     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร  
FP1/R1NT6.7 เมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. circulans NT6.7  
เปนดีเอ็นเอตนแบบ            

   ชองที่ 5     DNA marker (1 kb DNA Ladder) 

          1          2            3            4           5 

    750 
  500 

  250 

  1000 

  3000 
  2000 

  500 
  600 
  700 
  800 
 1031 

  300 
  200 
  100 



 

      

69 

จากภาพที่ 20 พบวา ผลิตภณัฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากคูไพรเมอร FP1/R1NT6.3 
นั้นมีขนาดประมาณ 390 คูเบส ซ่ึงไมใชขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่คาดหมายไว สวนผลิตภัณฑปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรสจากคูไพรเมอร FP1/R1NT6.7 พบชิ้นดเีอ็นเอขนาดประมาณ 1300 และ 800 คูเบส 
ซ่ึงไมใชขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่คาดหมายเชนเดียวกนั แสดงวาไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทาง 
ดานปลาย 5' ดวยคูไพรเมอร FP1/R1NT6.3 และ FP1/R1NT6.7 ได อาจเนื่องมาจากไพรเมอร FP1 ที่
ออกแบบจากบรเิวณโปรโมเตอรของเชื้อ Bacillus สายพันธุอ่ืน ๆ ใน GH26 นั้น ไมสามารถจับกับ
โปรโมเตอรของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ได มีความเปนไปไดวา
บริเวณโปรโมเตอรของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 นั้นแตกตางกับ
บริเวณโปรโมเตอรของเชื้อ Bacillus สายพันธุอ่ืน ๆ ใน GH26 จึงไดทดลองเปลี่ยนคูไพรเมอรโดย
จะใชไพรเมอรแบบสุม (random primer) จาํนวน 6 ชุด (ตารางที่ 6) ซ่ึงเปนไพรเมอรทีม่ีลําดับเบส
ชุดละ 10 นิวคลีโอไทด จาก Ready-To-Go RAPD Analysis kit (บริษัท Amersham Bioscience, 
ประเทศอังกฤษ) ไดแก RAPD analysis primer 1 (5'GGTGCGGGAA3') RAPD analysis primer 2 
(5'GTTTCGCTCC3') RAPD analysis primer 3 (5'GTAGACCCGT3') RAPD analysis primer 4   
(5' AAGAGCCCGT 3') RAPD analysis primer 5 (5'AACGCGCAAC3') RAPD analysis primer 6 
(5'CCCGTCAGCA3') เปน forward primer คูกับไพรเมอร BMR (5' YTCNGCRAANGCRAANG 
GYTT 3') ซ่ึงเปน reverse  primer โดยจะคดัเลือกชิ้นดีเอน็เอที่มีขนาดมากกวา 786 คูเบส ซ่ึงเปน
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่คาดวาเปนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่ไดจากการ
ทดลอง โดยการตรวจสอบยนีจะใชคูไพรเมอร BMF/ BMR ถาพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 786 
คูเบส ปรากฏอยู ก็จะนําชิ้นดีเอ็นเอนัน้ไปโคลน โดยเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอพาหะ pGEM-T 
Easy Vector (บริษัท Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) แลวนําโคโลนทีี่ตรวจสอบพบชิ้นดีเอ็นเอที่
ตองการไปหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ (BSU) ตอไป 
 

ผลจากการใชคูไพรเมอรแบบสุมทั้ง 6 ชุด และไพรเมอร BMR ในการทําปฏิกิริยาลูกโซ  
โพลีเมอเรส โดยใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ แสดงดงัภาพที่ 21 โดยพบชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกวา 786 คูเบส แตไมพบยนี
ที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส เนื่องจากไมพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 786 คูเบส 
จากการตรวจสอบดวยคูไพรเมอร BMF/BMR จึงไมสามารถวิเคราะหลําดับเบสทางดานปลาย 5' ได 



 ภาพที่ 21  ผลิตภัณฑที่ไดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 5' โดยใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก  
    B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) และ B. circulans NT6.7 (ข) เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 1     DNA marker (100 bp DNA Ladder) 

                 ชองที่ 2     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 1 และ BMR 

      ชองที่ 3     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 2 และ BMR 

       ชองที่ 4     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 3 และ BMR 

    ชองที่ 5     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 4 และ BMR 

       ชองที่ 6     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 5 และ BMR 

        ชองที่ 7     ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร RAPD analysis  
        primer 6 และ BMR 

    ชองที่ 8     DNA marker (1 kb DNA Ladder) 
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การหาลําดับเบสทางดานปลาย 3' โดยการใชไพรเมอร BMF เปน forward  primer คูกับ
ไพรเมอรแบบสุม 6 ชุด (RAPD analysis primer 1-RAPD analysis primer 6) ที่จะใชเปน reverse 
primer ในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส และจะคดัเลือกชิ้น DNA ที่มีขนาดมากกวา 786 คูเบส 
โดยจะใชคูไพรเมอร BMF/BMR ในการตรวจสอบยีน เชนเดียวกับการหาลําดับเบสทางดานปลาย 
5' ผลจากการใชคูไพรเมอรคูไพรเมอร BMF และไพรเมอรแบบสุมทั้ง 6 ชุดในการทําปฏิกิริยาลูกโซ
โพลีเมอเรส โดยใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ แสดงดงัภาพที่ 22 โดยพบชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกวา 786 คูเบส แตไมพบยนี
ที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส เนื่องจากไมพบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 786 คูเบส
จากการตรวจสอบดวยคูไพรเมอร BMF/BMR จึงไมสามารถวิเคราะหลําดับเบสทางดานปลาย 3' ได  
 

จากผลการหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีนของยีนที่ควบคมุการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
โดยเทคนิค PCR walking ดงักลาวมานั้น ไมพบชิ้นสวนดีเอ็นเอของยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสทางดานปลาย 5' และ 3' จึงไมสามารถหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีนได แตเนื่อง 
จากลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสแบบครบทั้งยีนใน GH26 จากเชื้อ 
Bacillus สายพันธุตาง ๆ ในฐานขอมูล NCBI มีขนาดโดยเฉลี่ยประมาณ 1080 คูเบส เมื่อนํามา
เปรียบเทียบกบัลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก 
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง ซ่ึงมีขนาด 786 และ 771 
ตามลําดับ พบวาขนาดของลาํดับเบสที่หาไดจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 คิดเปนรอยละ 73 และรอยละ 71 ของขนาดลําดับเบสแบบครบทั้งยีนโดยเฉลี่ยจากฐาน 
ขอมูล ตามลําดับ และลําดับเบสบางสวนทีไ่ดนั้น มีบริเวณอนุรักษของเอนไซมใน GH26 อยู ดังนัน้ 
จึงนําลําดับเบสบางสวน (partial sequence) จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 ที่ไดจากการทดลอง ไปวิเคราะหหาโครงรางสามมิติ เพื่อหาบริเวณเรงบนโมเลกุลของ
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสตอไป 

 
 
 



  ภาพที่ 22  ผลิตภัณฑทีไ่ดจากการทําPCR walking ทางดานปลาย 3' โดยใชโครโมโซมดีเอ็นเอจาก  
     B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) และ B. circulans NT6.7 (ข) เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
     ชองที่ 1    DNA marker (100 bp DNA Ladder) 
     ชองที่ 2    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 1  
     ชองที่ 3    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 2  
     ชองที่ 4    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 3  
     ชองที่ 5    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 4 
     ชองที่ 6    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 5 
         ชองที่ 7    ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสจากการใชคูไพรเมอร BMF และ RAPD   

        analysis primer 6 
     ชองที่ 8    DNA marker (1 kb DNA Ladder) 
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3. การทํา Homology modeling เพื่อทํานายโครงรางสามมิตขิองเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 

การทํานายโครงรางสามมิติดวยวิธี homology modeling อาศัยหลักการที่เอนไซมที่มลํีาดับ
กรดอะมิโนคลายคลึงกัน จะมีลักษณะโครงรางสามมิติเหมือนกนั ซ่ึงวิธีนี้มีขั้นตอนในการดําเนิน 
การไมยุงยาก เพียงแคทราบลาํดับกรดอะมิโนของเอนไซมที่ตองการทํานายโครงสรางเพื่อเปรียบ 
เทียบกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่ทราบโครงสรางแลวในฐานขอมูล ดวยซอฟตแวรที่ถูก
พัฒนาขึ้นเพื่อใชในการวิเคราะหโครงรางสามมิติของโปรตีน ซ่ึงการทํานายโครงรางสามมิติของ
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ในการทดลอง
นี้ จะใชโปรแกรม Swiss-Model ในการสรางโมเดล จากนั้นวิเคราะหหาบริเวณเรงดวยโปรแกรม 
DSViewerPro และเปรียบเทยีบโครงรางสามมิติโดยการทํา model fit ดวยโปรแกรม SPDBV  
 

3.1 การสรางโมเดลดวยโปรแกรม Swiss-Model 
 

โปรแกรม Swiss-Model เปนซอฟตแวรทีใ่ชทํานายโครงรางสามมิติของโปรตีน
ตัวอยาง โดยใชวิธีคํานวณแบบ homology modeling โดยการนําลําดับกรดอะมโินของโปรตีน
ตัวอยางไปเปรียบเทียบหาความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลโครงรางสามมิติของ
โปรตีน จากนัน้โปรแกรมจะคัดเลือกโปรตีนที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมอืนกับลําดับกรดอะมิโนของ
โปรตีนตัวอยางมากที่สุด เพือ่ใชเปน template เนื่องจาก template ที่ใชเปนแมแบบในการสราง
โมเดล เปนสิ่งที่สําคัญที่สุดในการหาโครงรางสามมิติของโปรตีนดวยวธีิ homology modeling ถา 
template มีคารอยละความเหมือนสูง จะทาํใหไดโครงรางสามมิติที่มีความถูกตอง และนาเชื่อถือ  
สําหรับการสรางโมเดลดวยโปรแกรม Swiss-Model นั้น โปรแกรมจะคอย ๆ เลียนแบบพิกัดของ
อะตอมตาง ๆ ในโครงสรางของ template ไปเปนโครงรางสามมิติของโปรตีนตัวอยางโดยการ
จําลองสวนของ backbone สวนของ loop และสวนของ sidechain โดยโปรแกรมจะคํานวณคา
พลังงานที่เหมาะสมตอโครงรางสามมิติของโปรตีน เพื่อใหไดโมเดลที่มคีวามสมบูรณ 
   

การสรางโมเดลโครงรางสามมิติจากลําดับกรดอะมิโนบางสวนของยีนที่ควบคุมการ
ผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส โดยนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการแปลรหัสของลําดับเบสจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ใน frame ที่เกิดการแปลรหัสจากกรดอะมิโน
เปนเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่ถูกตอง (open reading frame) มาสรางโมเดลดวยโปรแกรม Swiss-
Model ผลที่ไดจากการหา open reading frame จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 พบวาอยูใน frame -1 และ +2 ตามลําดับ จากนั้นนาํลําดับกรดอะมิโนที่ไดไป submit ในสวน
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ของ First Approach Mode โปรแกรมจะนําลําดับกรดอะมิโนที่ submit เปรียบเทียบความเหมือนกับ
ลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลของโปรตีนดวยโปรแกรม blastp รุน BLASTP 2.2.17 [Aug-26-
2007] เพื่อคัดเลือก template สําหรับสรางเปนโมเดล โดยพิจารณาจากคารอยละความเหมือนที่ได
จากผลของการ blastp ลําดับของกรดอะมิโนที่มีคารอยละความเหมือนสูงที่สุด จะถูกคัดเลือกเพื่อใช
เปน template โดยผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนบางสวนจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูลของ
โปรตีน แสดงดังตารางที่ 13 พบวา ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก  
Cellulomonas fimi (PDB code: 2bvyA) และ Cellvibrio japonicus (PDB code: 1odzA) มีคารอยละ
ความเหมือนเทากับ 28 และ 30 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนคารอยละความเหมือนที่สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับลําดับกรดอะมิโนบางสวนของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ตามลําดับ โดยทัว่ไป การคัดเลือก template  
ที่มีคารอยละความเหมือนมากกวา 25 เปอรเซ็นต จะทําใหโมเดลที่ไดมคีวามนาเชื่อถือในระดับที่
ยอมรับไดตามกฎของ Doolittle (Doolittle’s rule of thumb) (Balaji, 2006) เนื่องจากโปรตีนจะม ี
homology กัน ดังนั้น โปรแกรมจึงคัดเลือก template 2bvyA และ template 1odzA เปนโมเดลตน 
แบบในการจําลองโครงรางสามมิติ ทําใหไดโมเดลโครงรางสามมิติจากลําดับกรดอะมิโนบางสวน
ของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  
B. circulans NT6.7 ดังแสดงในภาพที่ 23 เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนของยีนที่ควบคมุการผลิต
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการ
ทดลอง เปนลําดับกรดอะมิโนบางสวน ดังนั้น เพื่อเปนการเปรียบเทียบความเหมือนและความ
แตกตางของลาํดับกรดอะมิโนบางสวนที่ได กับลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของเอนไซมเบตา-
แมนนาเนส จงึนําลําดับกรดอะมิโนจาก B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 
(ABC61374.1) ซ่ึงเปนลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนที่มีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโน
บางสวนจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 มากที่สุด มาสรางโมเดลโครง
รางสามมิติดวยโปรแกรม Swiss-Model ผลจากการคัดเลอืก template เพื่อใชเปนโมเดลตนแบบใน
การจําลองโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของ 
B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) แสดงดังตารางที่ 14  โดยพบวา 
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Cellvibrio japonicus (PDB code: 1odzA) และ 
Cellvibrio japonicus (PDB code: 1r7oA) มีคารอยละความเหมือนเทากับ 27 และ 29 เปอรเซ็นต ซ่ึง
เปนคารอยละความเหมือนทีสู่งที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของ  
B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) ตามลําดับ ดังนั้น โปรแกรมจึง
คัดเลือก template 1odzA และ template 1r7oA เปนโมเดลตนแบบในการจําลองโครงรางสามมิติ ทํา
ใหไดโมเดลโครงรางสามมิติ ดังแสดงในภาพที่ 23  
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ตารางที่ 13  ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. amyloliquefaciens  
      NT6.3 และ B. circulans NT6.7 กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมลูของโปรตีน (PDB)   
      จากโปรแกรม Swiss-Model 

 

Model 
Template (PDB code)/ 

Source 
E-value %Identity 

Modelled 
residue range 

B. amyloliquefaciens NT6.3 
2bvyA /  

Cellulomonas fimi 
3.18e-14 28 33 – 238 

B. circulans NT6.7 
1odzA /  

Cellvibrio japonicus 
2.89e-16 30 30 – 233  

 
ตารางที่ 14  ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนจาก B. subtilis A33  
                   (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) กับลําดบักรดอะมิโนในฐานขอมูล    
                  ของโปรตีน (PDB) จากโปรแกรม Swiss-Model 
 

Model 
Template (PDB code)/ 

Source 
E-value %Identity 

Modelled 
residue range 

B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
1odzA /  

Cellvibrio japonicus  
3.63e-14 27 26 – 266 

B. subtilis G1 (ABC61374.1) 
1r7oA / 

Cellvibrio japonicus 
2.84e-16 29 30 – 270  

 
หมายเหตุ  ตารางที่ 13 และ 14 ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 20 กันยายน 2550 
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            ก.                ข. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    

ค.                ง. 
 
ภาพที่ 23  โมเดลที่ไดจากลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ 

B. amyloliquefaciens NT6.3 (ก) B. circulans NT6.7 (ข) B. subtilis A33 (ABB91433.1) (ค)     
และ B. subtilis G1(ABC61374.1) (ง) โดยโปรแกรม Swiss-Model 

   บริเวณสีแดง     คือ โครงสรางทุติยภูมิแบบ α - helix 
   บริเวณสีเหลือง คือ โครงสรางทุติยภูมแิบบ β - strand 

    บริเวณสีเทา      คือ  บริเวณที่เปน loop
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จากผลของโมเดลโครงรางสามมิติที่ไดในภาพที่ 23 ซ่ึงเปนโมเดลจากลําดับกรดอะมิ 
โนบางสวนของยีนที่ควบคมุการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 
และ B. circulans NT6.7 และโมเดลจากลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของเอนไซมเบตา-แมน
นาเนสจาก B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) พบวา โมเดลโครง
รางสามมิติที่ได ประกอบดวยโครงสรางทุติยภูมแิบบ α-helix และ β-strand ซ่ึงเชื่อมตอกันดวย
บริเวณที่เปน loop มีการมวนพับของโครงรางสามมิติเแบบ (β/α)8-barrel หรือเรียกวา TIM-barrel 
ซ่ึงเปนลักษณะการมวนพับแบบที่อนุรักษของเอนไซมในกลุมไกลโคไซดไฮโดรเลสสกุลที่ 26 
 

3.2 การวิเคราะหโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens 
NT6.3 และ B. circulans NT6.7 เพื่อหาบริเวณเรง 
 

รูปแบบการมวนพับของโปรตีนที่ปรากฏในธรรมชาตินัน้ คอนขางมีปริมาณจํากดั 
โครงรางสามมิติของโปรตีนจึงมีการอนุรักษมากกวาลําดับเบส ทําใหเกิดการวิเคราะหความเหมือน
ของโครงรางสามมิติของโปรตีนที่สนใจกับ tamplate ซ่ึงเปนโปรตีนที่ทราบโครงสรางแลว ในการ
วิเคราะหเพื่อหาบริเวณเรงจากโครงรางสามมิติของโปรตีนที่สนใจนั้น ตองใชการอางอิงจาก
template ในฐานขอมูลของโปรตีน ในการคัดเลือก template นอกจากจะพิจารณาจากคารอยละความ
เหมือนที่สูงกวา 25 เปอรเซ็นตแลว ยังตองคํานึงถึงคา resolution ควบคูไปดวย เนื่องจากคา 
resolution จะเปนคาที่บงบอกถึงความละเอียดของโครงสราง ซ่ึงจะวัดเปนระยะอังสตรอม (Å) หาก
คา resolution ต่ํา หมายถึง resolution ที่ดี ทําใหทราบรายละเอียดในโครงสรางอยางถูกตองมากกวา
คา resolution สูง ผลการคัดเลือก template เพื่อใชอางอิงในการวิเคราะหโครงรางสามมิติของ
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 เพื่อหาบริเวณ
เรงโดยการสืบคนขอมูลในฐานขอมูลของโปรตีนวันที่ 25 กันยายน 2550  แสดงดังตารางที่ 15  

 
จากตารางที่ 15 พบขอมูลโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH26 

จํานวน 6 โครงสราง โดยเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Cellvibrio japonicus (PDB code: 1odz) มี
คารอยละความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน เมื่อเปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 สูงที่สุด เทากับ 27 และ 30 เปอรเซ็นต ตาม 
ลําดับ และมีคา resolution ต่ําที่สุดเทากับ 1.4 Å ดังนั้น จึงคัดเลือก template 1odz ในการอางอิงเพื่อ
วิเคราะหหาบริเวณเรงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ         
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7   

 



ตารางที่ 15  ผลการคัดเลือก template ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสในไกลโคไซดไฮโดรเลสสกุลที่ 26 (GH26) จากฐานขอมูลโปรตีน  
 

PDB code Source 
Resolution 

(Å) 
คารอยละความเหมือน (%identity ) เมื่อ

เปรียบเทียบกับ B. amyloliquefaciens NT6.3 

คารอยละความเหมือน (%identity ) เมื่อ

เปรียบเทียบกับ B. circulans NT6.7 

1odz Cellvibrio japonicus 1.40 27 30 
1gvy Cellvibrio japonicus 1.70 27 29 
1gw1 Cellvibrio japonicus 1.65 27 29 
1j9y Cellvibrio japonicus 1.85 27 30 
2bvt Cellulomonas fimi ATCC484 2.90 27 26 
2bvy Cellulomonas fimi ATCC484 2.25 27 26 

 
หมายเหตุ ทําการสืบคนขอมูลเมื่อวันที่ 25 กันยายน 2550 
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การหาบริเวณเรงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากลําดบักรดอะมิโนบางสวนของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยอางอิงจากบริเวณเรงของ template 1odz 
ใชโปรแกรม DSViewerPro เวอรช่ัน 5.0 ในการวิเคราะห โดยการเปดไฟลขอมูลของ template 1odz 
(นามสกุล .pdb) เพื่อเรียกดูเรซิดิวที่เกีย่วของกับการทํางานของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส ไดแก 
 เรซิดิว MAN1425 และ BMA1426 ซ่ึงเปนบริเวณที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแมนแนนที่เปนสาร
ตั้งตนของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากการวิเคราะหเรซิดิวดังกลาว พบกรดอะมิโนซึ่งเปนบริเวณ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนน ประกอบดวย Glu121, His143, Glu212, Tyr285, Glu320, 
Ala325, Trp360, Arg361 และ His377 
 

เนื่องจากโมเดลโครงรางสามมิติของ template 1odz นั้น มีบริเวณลําดับกรดอะมิโนที่
ถูกสรางเปนโมเดลอยูในชวงตั้งแตเรซิดิวของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 5 ถึง 385 ซ่ึงเปนโมเดลที่ถูก
สรางอยางสมบูรณจากลําดบักรดอะมิโนแบบครบทั้งยนี สวนโมเดลโครงรางสามมิติของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 นั้น เปนโมเดลที่ถูกสรางจากลําดับกรด 
อะมิโนบางสวน ดังนั้น โมเดลที่ถูกสรางจึงเปนโมเดลบางสวน โดยบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลจาก 
B. amyloliquefaciens NT6.3 อยูในชวงของลําดับกรดอะมิโนตั้งแตเรซดิิวที่ 33 ถึง 238 สวน 
B. circulans NT6.7 อยูในชวงของลําดับกรดอะมิโนตั้งแตเรซิดิวที่ 30 ถึง 233 และเมือ่นําลําดับ
กรดอะมิโนบางสวนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ไปเปรียบเทียบกบั
ลําดับกรดอะมิโนจาก template 1odz โดยการทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustalW ใน
การจัดตําแหนงของลําดับกรดอะมิโนที่ความเหมือนกนัใหมาอยูใกลกนัเพื่อเปรียบเทียบบริเวณเรง 
ผลที่ไดแสดงดังภาพที่ 24 และ 25  ตามลําดับ และผลจากการทํา multiple alignment เพื่อเปรียบ 
เทียบบริเวณเรงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนจาก B. subtilis 
A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) กับ template 1odz แสดงดังภาพที่ 26 และ 
27 ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

      

82 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24  ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. amyloliquefaciens NT6.3 เปรียบเทียบกับ  

    template 1odz  
    กําหนดให ตัวอักษรสีน้ําเงิน แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ template 1odz 
        ตัวอักษรสีแดง แทนบรเิวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ B. amyloliquefaciens    

       NT6.3  
                     บริเวณสีเหลือง แทนตําแหนงของบริเวณเรง (active site) 

       *  แทนดวย identical sequence 
          :  แทนดวย conserved substitution 
                      .   แทนดวย semi-conserved substitution 
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ภาพที่ 25  ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. circulans  NT6.7 เปรียบเทียบกบั  
                  template 1odz 

    กําหนดให ตัวอักษรสีน้ําเงิน แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ template 1odz 
         ตัวอักษรสีแดง แทนบรเิวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ B. circulans NT6.7  
                      บริเวณสีเหลือง แทนตําแหนงของบริเวณเรง (active site) 

        *  แทนดวย identical sequence 
           :  แทนดวย conserved substitution 
                       .   แทนดวย semi-conserved substitution 
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ภาพที่ 26  ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. subtilis A33 (ABB91433.1) เปรียบเทียบกับ  

    template 1odz  
    กําหนดให ตัวอักษรสีน้ําเงิน แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ template 1odz 

 ตัวอักษรสีแดง แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ B. subtilis A33          
(ABB91433.1)                     

          บริเวณสีเหลือง แทนตําแหนงของบริเวณเรง (active site) 
        *  แทนดวย identical sequence 

           :  แทนดวย conserved substitution 
                       .   แทนดวย semi-conserved substitution 
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ภาพที่ 27  ตําแหนงบริเวณเรง (active site) ของ B. subtilis G1 (ABC61374.1) เปรียบเทียบกับ  

    template 1odz  
    กําหนดให ตัวอักษรสีน้ําเงิน แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ template 1odz 

ตัวอักษรสีแดง แทนบริเวณที่ถูกสรางเปนโมเดลของ B. subtilis G1 
(ABC61374.1)                       
บริเวณสีเหลือง แทนตําแหนงของบริเวณเรง (active site) 

       *  แทนดวย identical sequence 
          :  แทนดวย conserved substitution 
                      .   แทนดวย semi-conserved substitution 
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จากภาพที่ 24-27 พบวา ตําแหนงของบริเวณเรงเมื่อเปรียบเทียบกับ template 1odz โดย
การทํา multiple alignment ไดแก กรดอะมโิน Asp79, His101, Glu163 และ Tyr285 ใน 
B. amyloliquefaciens NT6.3 กรดอะมิโน Asp74, His96, Glu158 และ Tyr333 ใน B. circulans 
NT6.7 กรดอะมิโน Asp107, His129, Glu191และ Tyr266 ใน B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ 
กรดอะมิโน Asp111, His133, Glu195 และ Tyr270 ใน B. subtilis G1 (ABC61374.1) ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 16 แสดงใหเห็นการเปรียบเทียบบริเวณเรงบนโมเดลโครงรางสามมิติของ  

B. amyloliquefaciens NT6.3, B. circulans NT6.7, B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis 
G1 (ABC61374.1) กับ template 1odz ผลที่ไดจากการเปรียบเทียบ แสดงใหเหน็วาลําดับกรดอะมิโน
ของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  
B. circulans NT6.7 ที่ขาดไปบางสวน ไมมผีลตอกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงของเอนไซม เนื่องจาก 
พบกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 4 ตําแหนง จากลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของ B. subtilis 
A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) เชนเดยีวกับบริเวณเรงจากลาํดับกรดอะมิ
โนบางสวนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ดังนั้น จึงไดนําบริเวณเรงทั้ง 
4 ตาํแหนง มาวิเคราะหหาความเหมือน และความแตกตางบนโมเดลโครงรางสามมิติโดยการทํา 
model fit ในขั้นตอนตอไป 

 
ตารางที่ 16  ตําแหนงของบรเิวณเรงบนโมเดลของ B. amyliloquefaciens NT6.3, B. circulans 

NT6.7, B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) เปรียบเทยีบ
กับบริเวณเรงจากเอนไซมเบตา-แมนนาเนสของ Cellvibrio japonicus (PDB code: 1odz) 
ที่ใชเปน template 

 
บริเวณเรงจาก template 1ODZ 

Model 
Glu121 His143 Glu212 Tyr285 

B. amyliloquefaciens NT6.3 Asp89 His101 Glu163 Tyr238 
B. circulans NT6.7 Asp74       His96 Glu158 Tyr233 
B. subtilis A33(ABB91433.1) Asp107 His129 Glu191 Tyr266 
B. subtilis G1(ABC61374.1) Asp111 His133 Glu195 Tyr270 
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3.3 การเปรียบเทยีบโครงรางสามมิติโดยการทาํ model fit  
 

การเปรียบเทยีบโครงรางสามมิติ และการวิเคราะหลําดบักรดอะมิโนโดยการทํา model 
fit เปนการเปรียบเทียบโครงรางสามมิติระหวางโปรตีน 2 โมเลกุล ซ่ึงสามารถบอกความสัมพันธใน
แงของววิัฒนาการระหวางกลไกการเกดิปฏิกิริยาสําหรับเอนไซมในกลุมของไกลโคไซดไฮโดรเลส
ได ซ่ึงในการทดลองสวนนีจ้ะใชโปรแกรม SPDBV เวอรชัน 3.7 ในการเปรียบเทียบโครงรางสาม
มิติ ระหวางโมเดลของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากลําดับกรด 
อะมโินบางสวน กับโมเดลทีไ่ดจากลําดับกรดอะมิโนแบบครบทั้งยีนของ B. subtilis A33 
(ABB91433.1) และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) โดยจะแบงการเปรียบเทียบโมเดลออกเปน  
6 กลุม ไดแก model fit ระหวางโครงรางสามมิติของ B. amyloliquefaciens NT6.3 กับ B. circulans 
NT6.7, B. amyloliquefaciens NT6.3 กับ B. subtilis A33 (ABB91433.1), B. amyloliquefaciens 
NT6.3 กับ B. subtilis G1 (ABC61374.1), B. circulans NT6.7 กับ B. subtilis G1 (ABC61374.1),  
B. circulans NT6.7 กับ B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ B. subtilis A33 (ABB91433.1) กับ  
B. subtilis G1 (ABC61374.1) เพื่อวเิคราะหหาความเหมือนและความแตกตางของโครงรางสามมิติ 
และตําแหนงของบริเวณเรงบนโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

 
การวิเคราะหตาํแหนงของบรเิวณเรงบนโครงรางสามมิติดวยโปรแกรม SPDBV 

เวอรชัน 3.7 โดยการเปดไฟลขอมูลของโมเดลที่ไดจาก Swiss-Model (นามสกุล .pdb) จากนั้นเลือก
ตําแหนงของบริเวณเรงทีไ่ดจากผลการทดลองในขอ 3.2 เพื่อใหโปรแกรมแสดง side chain บน
โครงรางสามมิติ ผลจากการศึกษาตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลโครงรางสาม
มิติของ B. amyloliquefaciens NT6.3, B. circulans NT6.7, B. subtilis A33 (ABB91433.1) และ  
B. subtilis G1(ABB91433.1) แสดงดังตารางที่ 17-20 และภาพที่ 28-31 ตามลําดับ  
 

จากตารางที่ 17-20  และภาพที่ 28-31 ทําใหทราบถึงตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณ
เรงบนโมเดลโครงรางสามมิติ วาอยูบนโครงสรางทุติยภมูิ หรือ บริเวณที่เปน loop เมื่อทราบ
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลทั้งหมดแลว จะนําโมเดลทั้งหมดที่ได มาเปรียบ 
เทียบกนัทีละคู เพื่อเปนการวิเคราะหหาความเหมือน และความแตกตางระหวางโครงรางสามมิติ 
และกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง โดยการทํา model fit ซ่ึงจะใชหลักการ alignment ของโครงสราง
ทุติยภูมิ (secondary structure alignment) โดยโปรแกรมจะทํา alignment เพื่อเปรียบเทยีบความ
เหมือนของลําดับกรดอะมิโนที่อยูในชวงเรซิดิวที่ถูกสรางเปนโมเดล ผลจากการทํา model fit แสดง
ดังภาพที่ 32-37 และขอมูลจากการทํา secondary structure alignment แสดงในภาคผนวก ค  
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ตารางที่ 17  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. amyloliquefaciens NT6.3 

 
กรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง ตําแหนงบนโมเดลนับจากปลาย N-terminal 

Asp79 helix ที่3 
His101 loop ระหวาง β-strand ที่ 5 กับ helix ที่ 4 
Glu163 loop ระหวาง helix ที่ 5 กับ helix ที่ 6 
Tyr238 loop สวนปลาย C-terminal 

 
ตารางที่ 18  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. circulans NT6.7 
 

กรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง ตําแหนงบนโมเดลนับจากปลาย N-terminal 
Asp74 loop ระหวาง β-strand ที่ 1 กับ helix ที่ 2 
His96 loop ระหวาง β-strand ที่ 2 กับ β-strand ที่ 3 

Glu158 loop ระหวาง β-strand ที่ 5 กับ β-strand ที่ 6 
Tyr233 loop สวนปลาย C-terminal 

 
ตารางที่ 19  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis A33 
                    (ABB91433.1) 
 

กรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง ตําแหนงบนโมเดลนับจากปลาย N-terminal 
Asp107 loop ระหวาง β-strand ที่ 1 กับ helix ที่ 3 
His129 loop ระหวาง β-strand ที่ 2 กับ helix ที่ 4 
Glu191 loop ระหวาง β-strand ที่ 5 กับ helix ที่ 5 
Tyr266 loop สวนปลาย C-terminal 

 
ตารางที่ 20  ตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis G1    

      (ABC61374.1) 
 

กรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง ตําแหนงบนโมเดลนับจากปลาย N-terminal 
Asp111 loop ระหวาง β-strand ที่ 1 กับ helix ที่ 3 
His133 loop ระหวาง β-strand ที่ 2 กับ helix ที่ 4 
Glu195 loop ระหวาง β-strand ที่ 3 กับ β-strand ที่ 4 
Tyr270 loop สวนปลาย C-terminal 
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Tyr233 

Glu158 

Asp74 His96 

Tyr238 

Glu163 

Asp79 

His101 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28  ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. amyloliquefaciens NT6.3      
     บริเวณสีมวง  คือ ปลาย N-terminal 
        บริเวณแดง   คือ ปลาย C-terminal 

 
     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 29  ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. circulans NT6.7 
     บริเวณสีมวง  คือ ปลาย N-terminal 
        บริเวณแดง   คือ ปลาย C-terminal 
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Tyr270 

Glu195 

Asp111 

His133 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 30  ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
                 บริเวณสีมวง  คือ ปลาย N-terminal 
        บริเวณแดง   คือ ปลาย C-terminal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 31  ตําแหนงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงบนโมเดลของ B. subtilis G1(ABC61374.1) 
                  บริเวณสีมวง  คือ ปลาย N-terminal 
         บริเวณแดง   คือ ปลาย C-terminal 

Tyr266 

Glu191 

Asp107 

His129 
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จากภาพที่ 32ก – 37ก พบวา บริเวณโครงสรางที่เปน α-helix และβ-strand สวนใหญจะเกดิ
การซอนทับกนัอยางเหมาะสม โดยโครงรางสามมิติที่มาจากลําดับกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกัน
มาก จะเกิดการซอนทับกันพอดี สวนโครงรางสามมิติที่มีลําดับกรดอะมิโนแตกตางกัน จะเกดิการ
เหล่ือมซอนกนัของโมเลกุล ตัวอยางเชน model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ  
B. subtilis A33 (ABB91433.1) ซ่ึงมีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนกับ B. amyloliquefaciens 
NT6.3 มากทีสุ่ด จะเกิดการซอนทับกันของโมเลกุลในโครงรางสามมิติไดพอดี มากกวา model fit 
ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 กับ B. subtilis G1 (ABC61374.1) ซ่ึงมีความเหมือนของลําดับ
กรดอะมิโนกบั B. circulans NT6.7 มากทีสุ่ด เปนตน สวนบริเวณที่มคีวามแตกตางกันอยางชดัเจน
ในการทํา model fit คือ บริเวณที่เปน loop ซ่ึงเปนบริเวณที่ไมสามารถทํานายโครงสรางทุติยภูมิของ
โปรตีนได จึงทําใหบริเวณทีเ่ปน loop นั้นมีความผันแปรคอนขางมาก และทําใหเกดิความยืดหยุน
ขึ้นในโมเลกุล ในขณะที่โครงสรางทุติยภูม ิไดแก α-helix และβ-strand นั้น เปนโครงสรางที่มี
ความแนนอนคอนขางสูง ดังนั้น ความแตกตางที่เกดิขึ้นจากการซอนทบักันของบริเวณ loop ที่พบ 
จึงไมสงผลตอโครงรางสามมิติโดยรวมของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส นอกจากนี้ พบวา การนํา
ลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ไดจากการ
ทดลองมาสรางเปนโมเดลนัน้ ไมไดสงผลกระทบตอโครงรางสามมิติของเอนไซม เนื่องจาก โครง
รางสามมิติของเอนไซม ยังคงมี homology กับโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส ที่ได
จากลําดับกรดอะมิโนแบบสมบูรณในฐานขอมูล เมื่อพิจารณาถึงการทํา model fit ของกรดอะมิโนที่
เปนบริเวณเรงจากภาพที่ 32ข-37ข พบวาตาํแหนงของกรดอะมิโน histidine (His) glutamic acid 
(Glu) และ tyrosine (Tyr) เกดิการซอนทับกันพอดใีนโครงรางสามมิติ ในขณะที่กรดอะมิโน 
aspartic acid (Asp) จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 ไมสามารถซอนทับไดพอดกีับกรดอะมิโน 
aspartic acid จากโครงรางสามมิติอ่ืน ๆ เมื่อพิจารณาขอมลูจากการทํา secondary structure 
alignment จึงพบวา การทีก่รดอะมิโน aspartic acid จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 เกิดการเรยีง
ตัวแตกตางไปจากโครงรางสามมิติอ่ืน ๆ  เนื่องจาก กรดอะมิโน aspartic acid นั้น อยูบนโครงสราง
ที่เปน α-helix (ตารางที่ 17) ในขณะที่กรดอะมิโน aspartic acid ในโครงรางสามมิติอ่ืน ๆ ที่นํามา
เปรียบเทียบนัน้ อยูบน loop ดังนั้น จึงทําใหกรดอะมิโน aspartic acid จาก B. amyloliquefaciens 
NT6.3 ไมสามารถซอนทับไดพอดีกับกรดอะมิโน aspartic acid อ่ืน ๆ ที่เปนบริเวณเรงของเอนไซม
เบตา-แมนนาเนส แตความแตกตางที่เกดิขึน้ในบริเวณเรงดังกลาว ไมไดสงผลใหโครงรางสามมิติ
จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 เปล่ียนแปลงไปแตอยางใด เนื่องจากผลของ model fit จากโครง
รางสามมิติดังที่ไดกลาวไวในตอนตน ยังคงมี homology ตอกัน  
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           ก.                                                      ข.  

 
ภาพที่ 32  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
                 ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
                 ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 
                 กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 
                   สีเขียว คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans NT6.7 
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  ก.                                                                   ข. 

 
ภาพที่ 33  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis A33  

    (ABB91433.1)  
                  ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
                  ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 
                  กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 
                    สีเขียว คอื โมเดล และกรดอะมิโนของ B. subtilis A33 
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  ก.                                                               ข. 
 

ภาพที่ 34  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans G1  
 (ABC61374.1) 

                  ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
                  ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 
                  กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. amyloliquefaciens NT6.3 
                    สีเขียว คอื โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans G1 
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       ก.                                                            ข. 
 

ภาพที่ 35  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans NT6.7 และ B. circulans G1  
                 (ABC61374.1) 

ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
                  ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 
                  กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans NT6.7 
                    สีเขียว คอื โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans G1 
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  ก.                       ข. 
 
ภาพที่ 36  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans NT6.7 และ B. circulans A33  
                 (ABB91433.1) 

    ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
                 ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 
                 กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans NT6.7 
                   สีเขียว คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans A33 
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         ก.                                                  ข. 
 
ภาพที่ 37  ผลจากการทํา model fit ระหวาง B. circulans A33 (ABB91433.1) และ B. circulans G1  

 (ABC61374.1) 
ก.  model fit ของโครงรางสามมิติ 
ข.  model fit ของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรง 

                  กําหนดให สีแดง คือ โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans A33 
                     สีเขียว คอื โมเดล และกรดอะมิโนของ B. circulans G1 
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จากการที่เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
NT6.7 อยูใน GH26 และตระกูล GH-A นั้น ทําใหทราบถึงกลไกการทาํงานของเอนไซมวาเปนแบบ 
retention คือ มีกรดอะมิโนที่มีหมูคารบอกซิล 2 ตัว ทําหนาที่เปน acid/base catalyst และ
nucleophile ในการสลายพนัธะไกลโคซิดิก เมื่อพจิารณาถึงกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 พบกรดอะมิโนที่มีหมูคารบอกซิล 2 ตัว 
ไดแก Asp79 และ Glu163 ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ Asp74 และ Glu191 ใน  
B. circulans NT6.7 ซ่ึงตรงกับตําแหนงของ Glu121 และ Glu212 จาก template 1odz  ซ่ึงเปน
เอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Cellvibrio japonicus ที่ใชอางอิงในการหาบริเวณเรง สอดคลองกับ
การทดลองของ David et al. (1996) ที่ไดศึกษากลไกการทํางานของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
(MANA) จาก Pseudomonas fluorescens ssp. cellulosa โดยการศกึษาบริเวณเรงดวยการทํา 
Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) พบวามีเรซิดิวของกรดอะมิโน glutamic acid และ aspartic 
acid ที่เปนบริเวณอนุรักษสําหรับเอนไซมใน GH26 ทั้งหมดที่ถูกนํามาวิเคราะห นอกจากนี้ การ
วิเคราะห HCA ยังพบวาเอนไซมใน GH26 มีความสัมพันธกับตระกลู GH-A ซ่ึงมีโครงสรางเปน
แบบ (β/α) 8 – barrel  
 

กรดอะมิโน Glu212 จาก template 1odz ทําหนาที่เปน acid/base catalyst ในการเรง
ปฏิกิริยาการสลายพันธะไกลโคซิดิก (Michael et al., 2003) เมื่อพิจารณาตําแหนงของกรดอะมิโนที่
มีหมูคารบอกซิลในบริเวณเรงของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ที่ตรงกับ
ตําแหนงของกรดอะมิโน Glu212 จาก template 1odz  พบกรดอะมิโน Glu163 และ Glu158 ตาม 
ลําดับ จึงคาดวา กรดอะมิโน Glu163 และ Glu158 มีความสําคัญโดยทําหนาที่เปน acid/base catalyst 
เพื่อเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะไกลโคซิดิก ซ่ึงสอดคลองกบัการทดลองของ Hogg et al. (2001) ที่
ไดศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส (Man26A) จาก Pseudomonas cellulosa  
(Cellvibrio japonicus) โดยการทํา X-ray crystallography มีคา resolution เทากับ 1.85 Å  ซ่ึงพบวา 
Glu212 ทําหนาที่เปน acid/base catalyst ในการสลายพนัธะไกลโคซิดิกเชนเดียวกนั 
 

กรดอะมิโน Glu320 ที่พบใน template 1odz ซ่ึงทําหนาที่เปน nucleophile นั้น ไมตรง
กับตําแหนงของกรดอะมิโนจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 เนื่องจาก 
ลําดับกรดอะมิโนที่ถูกสรางเปนโมเดลของ B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 
นั้นสั้นกวาใน template 1odz จึงไมพบตําแหนงของกรดอะมิโนที่ตรงกับ Glu320 ของ template 
1odz แตตําแหนงของกรดอะมิโนที่มีหมูคารบอกซิลที่พบภายในบริเวณที่ถูกใชสรางโมเดลของ 
template 1odz ที่ตรงกับตําแหนงของกรดอะมิโนจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans 
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NT6.7 ไดแก Glu121 (Asp79 ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ Asp74 ใน B. circulans NT6.7) 
ซ่ึงพบวากรดอะมิโนที่ตําแหนงนี้ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus สายพันธุตาง ๆ ใน 
GH26 ที่ไดจากการสืบคนขอมูลจากฐานขอมูล NCBI รวมถึงเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 นั้น เกิดการ mutate ไปเปนกรดอะมิโน
aspartic acid ซ่ึงมีความเปนไปไดวา เชื้อ Bacillus จะเลอืกใชรหัส (codon preference) ของกรดอะมิ
โน aspartic acid ที่ตําแหนงนี้ มากกวากรดอะมิโน glutamic acid ดังนั้น จึงคาดวากรดอะมิโน 
Asp79 จาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ Asp74 จาก B. circulans NT6.7 มีความสําคัญโดยทํา
หนาที่เปน nucleophile ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ (Hogg et al., 2001) ที่พบวา กรดอะมิโน 
aspartic acid สามารถทําหนาที่เปน nucleophile แทนกรดอะมิโน glutamic acid ได  
 

สําหรับตําแหนงของกรดอะมิโน His143 จาก template 1odz ซ่ึงตรงกับกรดอะมิโน 
His101 และ His96 ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ตามลําดับ พบวา 
His143 เปนตําแหนงของกรดอะมิโนที่มีความอนุรักษสูง (highly conserved) สําหรับเอนไซมใน 
GH26 ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการจับกับสารตั้งตนทั้งที่เปนโพลีแซคคาไรด และโอลโิกแซคคาไรดที่ 
subsite -2 ผานทางพันธะไฮโดรเจนระหวางวงแหวน imidazole และหมูไฮดรอกซลิของน้ําตาล 
(Hogg et al., 2001) ดังนั้น คาดวากรดอะมโิน His101 และ His96 ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 
และ B. circulans NT6.7 มีหนาที่ในการจบักับสารตั้งตนที่เปนโพลีแซคคาไรด สวนตําแหนงของ
กรดอะมิโน Tyr285 จาก template 1odz ซ่ึงตรงกับกรดอะมิโน Tyr238 และ Tyr233 มีความสําคญั
ในการสรางพนัธะไฮโดรเจนกับกรดอะมโิน Asp79 และ Asp74 ที่ทําหนาที่เปน nucleophile ใน  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ตามลําดับ สอดคลองกับผลการทดลองของ 
(Hogg et al., 2001) ที่พบวากรดอะมิโน Tyr285 มีหนาที่ในการสรางพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิ
โน Glu320 ซ่ึงทําหนาที่เปน nucleophile ในปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิก นอกจากนีย้งั
มีหนาที่ในการจับกับสารตั้งตนที่ตําแหนง subsite -1 และยังสอดคลองกับการทดลองของ Nours et 
al. (2005) ที่พบวาตําแหนงของกรดอะมิโน Tyr248 จากโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนา 
เนส จาก Cellulomonas fimi (Tyr285 ใน Cellvibrio japonicus) มีหนาที่ในการสรางพันธะไฮโดร 
เจนกับกรดอะมิโน Glu285 ที่ทําหนาที่เปน nucleophile 
 

จากการทํา homology modeling เพื่อศึกษาโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนา 
เนสจาก B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ทําใหสามารถบอกถึงความแตกตาง
ในระดบัโมเลกุลระหวางเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus ทั้งสองสายพันธุวามีการจดั 
เรียงตัวของกรดอะมิโนที่เปนบริเวณเรงในตําแหนงของ nucleophile บนโครงรางสามมิติที่ตางกัน 
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โดยกรดอะมิโน aspartic acid ซ่ึงทําหนาที่เปน nucleophile ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 นั้นอยู
บนโครงสรางที่เปน α-helix ในขณะที่กรดอะมิโน aspartic acid จาก B. circulans NT6.7 อยูบน
โครงสรางที่เปน loop และยังพบวาตําแหนงของกรดอะมิโนที่เปน nucleophile ของ  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 นั้น มีความแตกตางจากจากกรดอะมิโนที่เปน 
nucleophile ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน GH26 จากแหลงอื่นๆ โดยเกิดการ mutate ไปเปน
กรดอะมิโน aspartic acid ในขณะที่กรดอะมิโนที่เปน nucleophile ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสใน 
GH26 จากแหลงอื่นๆ เปน glutamic acid ซ่ึงสามารถใชขอมูลดังกลาวเพื่อศึกษาเอนไซมเบตา-แมน
นาเนสจากเชื้อ Bacillus ทั้งสองสายพันธุตอไป 



สรุป 
 

การตรวจสอบชนิด และคณุสมบัติของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 โดยการโคลนดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอเรส พบชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 786 และ 771 คูเบส ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลในฐาน 
ขอมูลที่ NCBI ดวยโปรแกรม BLAST พบวาชิ้นดเีอ็นเอที่ไดจากการโคลน เปนลําดบัเบสบางสวน
ของยีนเบตา-แมนนาเนส ที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส (EC 3.2.1.78) ซ่ึงจัดอยูใน 
GH26 ตระกูล GH-A มีคารอยละความเหมอืนของลําดับเบส และลําดับกรดอะมิโนบางสวน เทากับ 
45.8 และ 67.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และจากการทํา PCR walking เพื่อหาลําดับเบสแบบครบทั้งยนี
ทางดานปลาย 5' และ 3' พบวา ไมสามารถหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีนจาก Bacillus ทั้งสองสาย
พันธุได 

 
การทํา homology modeling เพื่อทํานายโครงรางสามมิติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก 

B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ดวยการจําลอง และวิเคราะหขอมูลโครงราง
สามมิติดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร พบกรดอะมิโนที่คาดวาเปนบริเวณเรง 4 ตําแหนง ไดแก กรดอะ
มิโน Asp79, His101, Glu163 และ Tyr238 ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และกรดอะมิโน Asp74, 
His96, Glu158 และ Tyr233 ใน B. circulans NT6.7 โดยกรดอะมิโน Aspartic acid (Asp79 และ 
Asp74) ทําหนาที่เปน nucleophile รวมกับกรดอะมิโน Glutamic acid (Glu163 และ Glu158) ที่ทํา
หนาที่เปน acid/base catalyst โดยมีกรดอะมิโน Histidine (His101 และHis96) ทําหนาที่จับกับสาร
ตั้งตนที่เปนโพลีแซคคาไรด และกรดอะมิโน Tyrosine (Tyr238 และTyr233) ทําหนาที่ในการสราง
พันธะไฮโดรเจนกับ nucleophile ในปฏิกริิยาการสลายพันธะไกลโคซิดิก เพื่อเรงปฏิกิริยาการยอย
สลายแมนแนน ใน B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 ตามลําดับ ผลการทดลอง
ที่ไดจากการวจิัยนี้ สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับการศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก  
B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 เพือ่พิสูจนวา โครงรางสามมิติที่ไดจากการ
วิจัย มีความสมัพันธตอกิจกรรมของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส นําไปสูการประยุกตใชเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus ทั้งสองสายพันธุในการผลิตสารแมนโนโอลิโกแซคคาไรดตอไป
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อ LB  
 
     Bacto-tryptone    10.0    กรัม  
     Bacto-yeast extract      5.0   กรัม  
     NaCl     10.0    กรัม  
     น้ํากลั่น     1000    มิลลิลิตร 
 

 ปรับพีเอชใหได 7.5 โดยใช NaOH ความเขมขน 1 นอรมัล นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศา   
 เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที (ในกรณีที่เปนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งใหเติม 
 วุน 1.5% ของปริมาตรอาหาร)  

 
2.  อาหารเลี้ยงเชือ้ SOB  
 
     Bacto-tryptone    20.0    กรัม  
     Bacto-yeast extract    5.0   กรัม  
     NaCl     0.50   กรัม  
     น้ํากลั่น     1000   มิลลิลิตร  
      
     นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี 
 
3.  อาหารเลี้ยงเชือ้ SOC  
 
     อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC คืออาหารเลี้ยงเชื้อ SOB ที่มีน้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร  
     เตรยีมโดยเติมสารละลายกลูโคส ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยง 
     เชื้อ SOB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวธีิปลอดเชื้อ  
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สารเคมี 
 

1.  สารเคมีในการสกัดโครโมโซมดีเอ็นเอ 
       
     Lysis buffer: 50 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 0.1 M NaCl 
 
2.   สารเคมีในการสกัดพลาสมิด 
 

 2.1  TSE buffer: 1mM Tris-HCl pH 8.0, 300mM NaCl และ 10mM EDTA 
 2.2  TE buffer: 10mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1mM EDTA 
 2.3  Solution A: 10mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA และ 50mM NaCl, 20% (w/v) sucrose 
 2.4  Solution B: 0.2mM NaOH และ 1% (w/v) SDS 
 2.5  Solution C: 5M potassium acetate และ glacial acetic acid 
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1.  การตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณดีเอ็นเอ   
 

การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยการวดัคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต โดยทําการเจือ
จางสารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตรตอปริมาตรรวม 300 โครลิตร แลววัดคาการดดูกลืนแสงอัลตรา
ไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrometer (Bio Aqariust) แลว
คํานวณปริมาณดีเอ็นเอ ตามสูตร  

 

คาความเขมขนของดีเอ็นเอ (ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) = A260 × 50 × คาความเจือจาง 
 
การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ใชสารละลาย      

ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ผสมกับบัฟเฟอร loading dye ความเขมขน 6 เทา แลวตรวจสอบดีเอ็นเอ ดวย 
0.8% Agarose gel ใน 1X TBE buffer ความตางศักยคงที ่50 โวลต หรือ 100 โวลต เปนเวลา 80 นาที 
และ 40 นาที ตามลําดับ ยอมดวยสารละลายเอธิเดยีมโบรไมด (ethidium bromide) ความเขมขน 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10-15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น เปนเวลา 10 นาที ตรวจหาดีเอ็นเอ ซ่ึง
จะเห็นแถบเรอืงแสงเมื่ออยูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต จากเครื่อง UV-transilluminator (Vilber 
Lourmat) แลวบันทึกภาพโดยกลองถายภาพ 
 
2.  การโคลนยีน 
 

2.1 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอ โดยใช pure PCR NucleoSpin kit (Macherey Nagel) 
 

ขั้นแรกปรับปริมาตรดีเอ็นเอใหมากกวา 50 ไมโครลิตร ดวยบัฟเฟอร TE pH 7.5 
จากนั้นเติมบฟัเฟอร NT2 ปริมาตร 4 เทา ผสมใหเขากัน ดูดสารละลายทั้งหมดใสลงไปในหลอด 
Nucleospin แลวนําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลาย
สวนลางทิ้ง เตมิบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 11,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายสวนลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไป
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายสวนลางทิ้ง นํา Nucleospin 
สวนบน วางบนหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Elution buffer NE ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 1 นาที นําไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2.2 การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับดเีอ็นเอพาหะ 
 

ทําการเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอทีต่องการเขากับดีเอ็นเอพาหะ pGEM-T Easy Vector 
(บริษัท Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยใชสารเคมีและปริมาตรสารเคมีในปฏิกิริยาการ
เชื่อมตอดังแสดงในตารางผนวกที ่ข1  
 
ตารางผนวกที่ ข1  สารเคมีและปริมาตรสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยาการเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากับดีเอ็นเอ

พาหะ ( pGEM-T Easy Vector)  
 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2X Rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 5.0 
pGEM-T Easy Vector 1.0 
PCR product (purified) 3.0 
Control insert DNA - 
T4 DNA ligase (3 weiss units/μl) 1.0 
Sterilized deionized water - 
ปริมาตรรวม 10.0 

 
นําปฏิกิริยาทีท่ําการผสมแลวบมที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง 

เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการเชือ่มตอ  
 

2.3  การเตรียมเซลลคอมพีเทนต (competent cell) 
 

เตรียมเซลลคอมพีเทนทโดยวิธีแคลเซียมคลอไรด (calcium chloride method) โดยทํา
การเขี่ยเชื้อ Escherichia coli DH5α จํานวน 1 โคโลนีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 5 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาขามคืน (12-15 ช่ัวโมง) สภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 
รอบตอนาที จากนั้นดดูสารละลายเชื้อ E. coli DH5α ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ถายลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส สภาพเขยาที่ความเรว็รอบ 150 รอบ
ตอนาที จนเซลลเจริญถึงชวง log phase หรือวัดคาการดดูกลืนแสงที ่600 นาโนเมตรได 0.3-0.4 จึง
ถายเชื้อทั้งหมดลงในหลอดปนเหวี่ยงที่ฆาเชื้อแลวขนาด 50 มิลลิลิตรที่ผานการแชน้ําแข็งเปนเวลา 
10 นาที นําไปปนเหวี่ยงที ่4272 รอบตอนาที อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเท
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สวนใสทิ้ง เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ความเขมขน 30 มิลลิโมลาร ที่เย็นจํานวน 1/2 
ปริมาตรหรือ 10 มิลลิลิตร จากนั้นเขยาใหเปนเนื้อเดยีวกนั แชในน้ําแขง็เปนเวลา 20 นาที แลวแยก
เซลลคอมพีเทนทโดยการปนเหวี่ยงที ่4272 รอบตอนาที อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 
เทสวนใสทิ้ง เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 30 มิลลิโมลาร 1/10 ปริมาตร หรือ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรจากนั้นเขยาจนเปนเนือ้เดียวกันทําการบมที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
12-24 ช่ัวโมง จากนั้นทาํการแบงเซลลคอมพีเทนทลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ฆาเชื้อแลว
ปริมาตร 210 ไมโครลิตร ในกรณีที่ตองการเก็บไวใหเตมิสารละลายกลีเซอรอล (glycerol) ใหได
ความเขมขนสดุทายเปน 15 เปอรเซ็นต ในสารละลายเซลลคอมพีเทนท จากนั้นผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน แบงใสหลอด ไมโครเซนตริฟวจเก็บไวที ่-70 องศาเซลเซียส 

 
2.4  การนําดีเอ็นเอลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 
 

ทําการเคลื่อนยายดเีอ็นเอลูกผสมเขาสูเซลลเจาบานโดยเติมดีเอ็นเอลูกผสมปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ในเซลลคอมพีเทนทปริมาตร 50 ไมโคร ลิตร ผสมเบา ๆ วางบนน้ําแข็ง 20 นาที จากนัน้
นําไปรับความรอนที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียสเปนเวลา 45-50 วินาท ี(ในสภาพนิ่ง) หลังจากนัน้
นํามาวางบนน้าํแข็ง 2 นาท ีเติมสารละลาย SOC ปริมาตร 950 ไมโครลิตร นําไปบมทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาท ีในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที จากนั้น
นําไปปนเหวีย่งที่ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย SOC 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีแอมพิซิลลินความ
เขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สาร isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) และสาร 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-β-D-thiogalactoside (X-GAL) และนําไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16-24 ช่ัวโมง  
 

2.5  การตรวจสอบดีเอ็นเอทีโ่คลนไดโดยวธีิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส  
 

ทําการสกัดดีเอ็นเอพลาสมิดอยางรวดเรว็ทาํโดยเก็บโคโลนีสีขาวหรือโคโลนีสีฟาออน
โดยขูดเซลลใสในหลอด microtube ที่มีน้ําปราศจากไอออนที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 20 ไมโคร 
ลิตร พันพาราฟลม แลวตมในน้ําเดือดอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไป
วางบนน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที (จนกวาจะใช) นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนเปนดเีอ็นเอตนแบบในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรส เพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอทีโ่คลนได โดยใชไพรเมอร 2 ชนิดคือไพรเมอร Sp6: 5'-ATTTAGG 
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TGACACTATAGAATAC-3' และไพเมอร T7: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG CG-3' 
สําหรับสารเคมีและปริมาตรสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส แสดงดังตารางผนวกที ่ข2  
 
ตารางผนวกที่ ข2  สารเคมี และปริมาตรสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส เพื่อการ   

   ตรวจสอบผลิตภัณฑปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส ที่แทรกอยูในดีเอ็นเอพาหะ 
 

สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10x Mg2+ free buffer 2.5 
10 mM dNTPs 0.5 
50kM MgCl2 0.5 
5 pmol/μl primer Sp6 3.0 
5 pmol/μl primer T7 3.0 
Sterilized deionized H2O 10.0 
pGEM-T Easy Vector + PCR product 5.0 
2U/μl DyNazymeTM II DNA Polymerase 0.5 
ปริมาตรรวม 25.0 
 

ทําการผสมสารเคมีตาง ๆ โดยปเปต จากนัน้ทําปฏิกิริยาในเครื่อง Thermal cycle (T-
gradient, Biometra) โดยสภาวะในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมีดังตอไปนี ้ขั้นที่ 1 อุณหภูม ิ
94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาท ีอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที จํานวน 40 รอบ 
และขั้นที ่3 อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนอะ
กาโรสเจล  
 
3.  สภาวะที่ใชในการทํา PCR walking 
 

3.1 สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 5' (5'-walking)   
 

3.1.1 สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 5'  ดวยคูไพรเมอร FP1 และ 
R1NT6.3 ไดแก ขั้นที่ 1 denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 
denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที annealing อุณหภูมิ 39.7 องศาเซลเซียส เวลา  
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1 นาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที จํานวน 34 รอบ และขั้นที่ 3 extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที จาํนวน 1 รอบ ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซ 
โพลีเมอเรสที่ไดดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับขนาดของ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ชนิด 100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (บริษัท 
Fermentus, Lithuania) 
 

3.1.2 สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 5'  ดวยคูไพรเมอร FP1 และ 
R1NT6.7 ไดแก ขั้นที่ 1 denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 
denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที annealing อุณหภูมิ 47.3 องศาเซลเซียส เวลา 1 
นาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที จาํนวน 34 รอบ และขั้นที่ 3 extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที จาํนวน 1 รอบ ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซ 
โพลีเมอเรสที่ไดดวยอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับขนาดของ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ชนิด 100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (บริษัท 
Fermentus, Lithuania) 
 

3.1.3 สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 5'  ดวยคูไพรเมอร RAPD 
analysis primer 1 - RAPD analysis primer 6 และ R1NT6.3/R1NT6.7 ไดแก ขั้นที่ 1 denaturation 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาท ีจํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 denaturation อุณหภูม ิ95 องศา
เซลเซียส เวลา 1 นาที annealing อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาท ีextension อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซยีส เวลา 2 นาที จาํนวน 44 รอบ ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ได
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกบัขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(DNA marker) ชนิด 100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (บริษัท Fermentus, Lithuania) 
 

3.2  สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 3' (3'-walking)   
 

3.2.1 สภาวะทีใ่ชในการหาลําดับเบสทางดานปลาย 3'  ดวยคูไพรเมอร BMF และ 
RAPD analysis primer 1 - RAPD analysis primer 6 ไดแก ขั้นที่ 1 denaturation อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
annealing อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 
นาที จํานวน 44 รอบ ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ไดดวยอะกาโรสเจล 
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อิเลคโตรโฟรีซีส เปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 
ชนิด 100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (บริษัท Fermentus, Lithuania) 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลจากการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ ค1  ตําแหนงของคูไพรเมอร BMR และ BMR จากบริเวณ consensus sequence ของ 
การทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustalW (1.83) 
กําหนดให บริเวณสีเหลือง คือ ไพรเมอร BMF 

    บริเวณสีเขยีว คือ ไพรเมอร BMR 



 

      

127 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค2  ตําแหนงของคูไพรเมอร MR และ MR จากบริเวณ consensus sequence ของการ 

ทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustalW (1.83) 
กําหนดให บริเวณสีเหลือง คือ ไพรเมอร MF 

     บริเวณสีเขยีว คือ ไพรเมอร MR 
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ภาพผนวกที่ ค3  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ   
                           B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. circulans NT6.7 

 กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  
        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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ภาพผนวกที่ ค4  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ  

              B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  

        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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ภาพผนวกที่ ค5  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ  

              B. amyloliquefaciens NT6.3 และ B. subtilis G1 (ABC61374.1)  
กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  

        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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ภาพผนวกที่ ค6  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. circulans  

             NT6.7 และ B. subtilis G1 (ABC61374.1) 
กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  

        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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ภาพผนวกที่ ค7  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. circulans  

              NT6.7 และ B. subtilis A33 (ABB91433.1) 
กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  

        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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ภาพผนวกที่ ค8  การทํา secondary structure alignment ระหวางลําดับกรดอะมิโนของ B. subtilis  
                           A33 (ABB91433.1)และB. subtilis G1 (ABC61374.1) 

กําหนดให h คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ α-helix  
        s คือโครงสรางระดับที่ 2 ของโปรตีน แบบ β-strand 
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