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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองสิ้นสุด ปีงบประมาณ 2562 
 
ชื่อแผนงานวิจัย  วิจัยพัฒนาระบบการผลิตพืชเพ่ือรองรับการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ 
ชื่อโครงการวิจัย  ผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศต่อจุลินทรีย์ดินที่มีประโยชน์เพื่อเพ่ิมศักยภาพ 

 การผลิตพืชในพ้ืนที่ลุ่มน้้าปาย 
ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) การศึกษาศักยภาพของจุลินทรีย์ผลิตเอ็นไซม์ Cellulase และ Chitinase ที่แยกได้ 
     จากพ้ืนทีไ่ด้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศบริเวณลุ่มน้้าปาย  

(ภาษาอังกฤษ) The potential study of cellulase and chitinase-producing microorganisms  
   isolated from the areas affected by climate change around the Pai River. 
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บทคัดย่อ 
การคัดเลือกจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส และไคติเนส จากดินบริเวณลุ่มน้้าปาย บนอาหารสูตร

คัดเลือกที่มีเซลลูโลส และไคตินเป็นองค์ประกอบ ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ การเกิดวงใสรอบโคโลนี และการ
วิเคราะห์ปริมาณน้้ าตาลรีดิวซ์  สามารถคัดเลือกได้ เชื้อ Bacillus velezensis ไอโซเลท 2CMC-1.1 ซึ่ งมี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดี น้ามาท้าการโคลนยีน cellulase สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน
ส่วนของยีน cellulase ที่มีขนาดประมาณ 1,500 bp เมื่อน้าไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์แล้วเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน endoglucanase gene ของเชื้อ 
Bacillus velezensis (Accession no. KY427020.1) ที่ identity 99 เปอร์เซ็นต์ ท้าการแปรรหัสเป็นล้าดับของ
กรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน cellulase family glycosylhydrolase (Bacillus) 
(Accession No. WP_025851060.1) ที่ identity 99 เปอร์เซ็นต์ เมื่อทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีน พบว่า 
รีคอมบิแนนท์ เอนไซม์  cellulase ที่ ได้มีขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน การโคลนยีนไคติ เนสจากเชื้อ 
Paenibacillus xylanilyticus ไอโซเลท 1Ch 2.4 ซึ่งมีขนาดประมาณ 2,103 bp เมื่อน้าไปวิเคราะห์ล้าดับ    
นิวคลิโอไทด์แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน 
chitinase type II gene ของเชื้อ Paenibacillus xylanilyticus (Accession no. MN597082.1) ที่  identity 
98 เปอร์เซ็นต์ สามารถแปรรหัสเป็นล้าดับของกรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
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chitinase (Paenibacillus sp.) (Accession No. WP_095290735.1) ที่ identity 98 เปอร์เซ็นต์ เมื่อทดสอบการ
แสดงออกในระดับโปรตีน พบว่า รีคอมบิแนนทเ์อนไซม์ chitinase ที่ได้มีขนาดประมาณ 74 กิโลดาลตัน 
 
ค าส าคัญ     เซลลูเลส ไคติเนส รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ จุลินทรีย์   
รหัสการทดลอง 03-26-60-01-02-00-03-60 
ส้านักวิจยัพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร รังสิต ธัญบุรี ปทุมธานี 12110 ประเทศไทย 
Biotechnology Research and Development Office, Department of Agriculture, Rangsit, Thanyaburi, Patumthani, 12110, Thailand

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014
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Abstract 
Cellulase and Chitinase-producing microorganisms isolated around the Pai river on the 

selection media containing cellulose and chitin compounds were identified. Enzyme activity 
detection, clear zone formation around the colony and reducing sugar content analysis were 
detected produced by the Bacillus velezensis 2CMC-1.1 isolate. The isolate was identified as 
the best cellulase-producing isolate. The 1,500 bp full-length gene of B. velezensis isolate 
2CMC-1.1 cellulase gene was obtained by PCR. The cellulase gene sequence comparison with 
the nucleotide database in GanBank showed sequence similarity to B. velezensis endoglcanase 
gene (GenBank accession number KY427020.1) at 99% identity. The amino acid sequence 
showed similarity to B. velezensis cellulase family glycosylhydrolase (Bacillus) (GenBank 
accession number WP_025851060.1) at 99% identity. For the expression analysis at the protein 
level, a sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) system for the 
analysis of recombinant cellulase molecular weight is approximately 55 kDa. The 2,103 bp full-
length chitinase gene of Paenibacillus xylanilyticus isolate 1Ch 2.4 was obtained by gene 
cloning. The chitinase gene sequence comparison with the nucleotide database in GanBank 
showed sequence similarity to P. xylanilyticus chitinase type II gene (GenBank accession number 
Accession no. MN597082.1) at 98% identity. The amino acid sequence showed similarity to B. 
velezensis chitinase (Paenibacillus sp.) (GenBank accession number WP_095290735.1) at 98% 
identity. For the expression analysis by SDS-PAGE system for the analysis of recombinant 
chitinase molecular weight is approximately 74 kDa.  
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014
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ค าน า 

 

 การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ (Climate change) สาเหตุหลักเกิดมาจากสภาวะโลกร้อน (Global 
warming) ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดล้อม เกิดภัยธรรมชาติที่รุนแรงมากขึ้น และส่งผล
กระทบโดยตรงต่อภาคการเกษตร ท้าให้ศักยภาพในการผลิตลดลง เนื่องจากสภาพภูมิอากาศเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพล
ต่อกระบวนการทางสรีระวิทยาของพืช รวมถึงการระบาดของโรคและแมลงศัตรู  สภาพภูมิอากาศที่เปลี่ยนแปลง
ไปยังส่งผลกระทบโดยตรงต่อการเปลี่ยนแปลงของแหล่งที่อยู่อาศัย ชนิด และประชากรของจุลินทรีย์ดินที่มี
ประโยชน์ทางการเกษตร จุลินทรีย์บางชนิด/สายพันธุ์ อาจมีการปรับตัวเพ่ือให้สามารถทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม
ได้ นอกจากนี้การท้าเขตกรรม และการใช้สารเคมีก้าจัดศัตรูพืชยังส่งผลท้าให้จุลินทรีย์ดินที่มีประโยชน์ทาง
การเกษตรหลายชนิดมีการเปลี่ยนแปลง  

งานวิจัยนี้มุ่งเน้นการศึกษาจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ cellulase (เซลลูเลส) และ 
chitinase (ไคติเนส) บริเวณลุ่มน้้าปาย ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่ได้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ โดย
การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส และไคติเนส ซึ่งเป็นชนิด/สายพันธุ์ที่ผ่านการ
ปรับตัวให้มีชีวิตอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปเพื่อน้ามาใช้ในการเพ่ิมศักยภาพการผลิตพืช และยังเป็น
แนวทางในการใช้เอนไซม์เซลลูเลส และ ไคติเนส (Ridout et al., 1988 ; Millati et al., 2005) ในการย่อยสลาย 
และเพ่ิมมูลค่าวัสดุเหลือใช้จ้าพวกเซลลูโลส (เปลือกหรือแกนสับปะรด ทลายปาล์ม น้้ากากส่าจากโรงงานสุรา เศษ
ไม้ขี้เลื่อยจากโรงงานท้าไม้ ของเสียจากโรงงานท้ากระดาษ ของเหลือใช้หลังจากการเก็บเกี่ยว เช่น กากถั่วเหลือง 
ฟางข้าว ร้าข้าว ชานอ้อย ขี้เลื่อย ซังและเปลือกข้าวโพด) และของเหลือทิ้งไคติน (เปลือกกุ้ง และกระดองปูที่มี
จ้านวนมากจากอุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้้า) ให้สามารถน้ามาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆต่อไป โดยจุลินทรีย์ที่สร้าง
เอนไซม์เซลลูเลส อาทิเช่น Geobacillus pallidus  G. debilis  (Lynd et al., 2002) Bacillus subtilis (Koide 
et al., 1986) เอนไซม์ไคติเนส พบได้ทั่วไปในแบคทีเรีย Aeromonas sp. และ Bacillus sterothermophilus 
(Ueda and Arai, 1992) เป็นต้น ซึ่ งนับเป็นการใช้ประโยชน์จากความสามารถของจุลินทรีย์ในการย่อย
สารประกอบเหล่านี้ให้มีประสิทธิภาพสูงสุด ให้สามารถกลับมาใช้ประโยชน์ได้คุ้มค่ามากยิ่งขึ้น 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือการศึกษาสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
และไคติเนส ในสภาพพ้ืนที่ที่ได้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในพ้ืนที่ลุ่มน้้าปาย และการ
โคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส และไคติเนส จากจุลินทรีย์ในพื้นท่ีลุ่มน้้าปาย เพ่ือเป็นแนวทางในการ 
ใช้ประโยชน์ในด้านการเกษตรต่อไป
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วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์และสารเคมี 

1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer) 
2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (Thermal Cycle 9700) 
2. เครื่องวิเคราะห์ล้าดับพันธุกรรม ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่้าได้ (Refrigerated Centrifuge) 
4. อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
5. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (incubator shaker)  
6. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 
7. ชุดถ่ายภาพเจล Gel Documentation 
8. อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ ไมโครปิเปต ขนาด P1,000 P200  

P20 และ P2 ไมโครลิตร 
9. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  
10. สารเคมีที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  
11. สารเคมีที่ใช้ในการท้า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
12. สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน T&A Cloninng Kit ® (RBC Bioscience) 
13. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN)  
14. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  (Fermentas) 

16. เชื้อแบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน (Competent Cells) Escherichia coli สายพันธุ์ DH5, BL21(DE) 
17. Expression Vector : aLICator LIC Cloning and Expression system (Thermo Scientific) 
18. HisPur Ni-NTA Purification Kit (Thermo Scientific) 
19. สารเคมีส้าหรับใช้กับเครื่องวิเคราะห์ล้าดับพันธุกรรม ABI Prism 310 
20. ไพรเมอร์ส้าหรับใช้ในปฏิกิริยา PCR ได้แก่  
 - ไพรเมอร์ 16S rDNA :  27F (forward), 1492R (reverse)     

       - ไพรเมอร์ยีน Cel_eglS_F 5’ ATGAAACGGTCAATTTCTATTTTTATTACGTGTTTATTG 3’ 
                Cel_eglS_R 5’ CTAATTGGGTTCTGTTCCCCAAATCAGTTTTCCTTGATG 3’ 
         Chi2_F 5’ ATGTCATATAAAGCCAAACCCATGGATTTCAA 3’ 

             Chi2_R 5’ TTACGGTTGAAGCTGCCACAATGCAGCCACATTG 3’ 
 - ไพรเมอร์ T&A Cloninng vector : M13-F (forward), M13-R (reverse)        
 - ไพรเมอร์ aLICator LIC Cloning and Expression system : LIC Forward, LIC Reverse     
21.  การวิเคราะห์ข้อมูลล้าดับเบสด้วยโปรแกรมส้าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
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 - โปรแกรม BLAST จาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ 
 - โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
 - โปรแกรม DNAStar software analysis ( DNASTAR, Inc, USA ) 

 - โปรแกรม CromasPro version 1.33 จาก http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 
 - โปรแกรม NEBcutter2 จาก http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 
 22. อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรต่างๆ ได้แก่ YA medium, Nutrient agar (NA), Luria-Bertani (LB), LB- 
Ampicillin/IPTG/X-Gal  
 
วิธีการ 

1. การศึกษาเชื้อจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ Cellulase และ Chitinase จากดินบริเวณลุ่มน้ าปาย 
เก็บตัวอย่างดินจากดินบริเวณลุ่มน้้าปาย จ้านวน 4 แหล่ง ได้แก่ พ้ืนที่ป่าปลายน้้า พ้ืนที่เกษตรปลายน้้า 

พ้ืนที่เกษตรต้นน้้า และ พ้ืนที่ป่าธรรมชาติต้นน้้าบ้านแม่นะ ท้าการแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ Cellulase บน
อาหาร Cellulose Congo red Agar เอนไซม์ Chitinase บนอาหาร Chitin Selective Agar (Gomez et al., 2004) 
โดยใช้เทคนิค dilution spread plate บ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3-7 วัน แยกเชื้อให้บริสุทธิ์ เก็บ
เชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้บนอาหารแข็ง และอาหารเหลวที่มีกลีเซอรอลเพ่ือใช้ในการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

1.1 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ Cellulase  
- การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ Cellulase โดยวิธี bioassay plate technique 
ท้าการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณลุ่ม

น้้าปาย จ้านวนทั้ง 4 แหล่ง น้าไปทดสอบการผลิตเอนไซม์ Cellulase โดยการเลี้ยงกระตุ้นในอาหารเหลว 
enrichment medium ที่มีเซลลูโลส 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นองค์ประกอบ น้าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที นาน 48-72 ชั่วโมง จากนั้นน้าเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยง 10,000 รอบต่อนาที แล้วน้า
ส่วนใส (supernatant) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในอาหารแข็ง 
Screening medium ซึ่งมี CMC-Na เป็นองค์ประกอบ เจาะรูขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14-16 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาย้อมด้วยสีย้อม congo red 0.1 เปอร์เซ็นต์ นาน 15 
นาที ล้างสีส่วนเกินด้วยน้้ากลั่น 2-3 ครั้ง แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 1M NaCl ล้างด้วยน้้ากลั่น 2-3 ครั้ง บันทึกผลการ
เกิดปฏิกิริยาโดยการสังเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนี 
 - การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Dinitrosalicylic colorimetric method (DNS method) 

เตรียมเชื้อตั้งต้นโดยน้าเชื้อที่ใช้ศึกษามาเลี้ยงในอาหาร NB น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็ วรอบ  150 รอบ/นาที  นาน  48 ชั่ ว โมง น้ าเชื้ อที่ เลี้ ย งไว้  มาวัดการเจริญ เติบ โตด้ วย เครื่อ ง 
spectrophotometer แล้วจึงปรับค่า O.D.600 = 1 เพ่ือเตรียมเป็นเชื้อตั้งต้นให้เท่ากันทุกไอโซเลท และเติมเชื้อตั้ง
ต้น 300 ไมโครลิตร (O.D.600 = 1)  ลงในอาหารที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน้าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 180 รอบ/นาที นาน 72 ชั่วโมง ดูดน้้าใสส่วนบน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html
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ลงในหลอดทดลอง ตรวจเช็คปฏิกิริยาด้วยสารละลาย DNS reagent (DNS 10 กรัม, โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ
เข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร, โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทต 300 กรัม ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 1 
ลิตร) ทดสอบปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย DNS reagent 1 มิลลิลิตร และน้้ากลั่น 2 มิลลิลิตร น้าไปต้มในน้้า
เดือดนาน 5-8 นาที แล้วน้าไปแช่น้้าแข็ง จากนั้นจึงน้าไปวัดหาค่าน้้าตาลรีดิวซิงค์ เปรียบเทียบกับสารละลายน้้าตาล
มาตรฐาน  

1.2 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ Chitinase  
ท้าการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ Chitinase ด้วยวิธี bioassay plate technique โดยการ

เตรียมเชื้อตั้งต้น โดยน้าเชื้อที่ใช้ศึกษามาเลี้ยงในอาหาร NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาท ีนาน 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นน้าสารละลายเชื้อมาวัดการเจริญเติบโต
ด้วย เครื่อง spectrophotometer แล้วจึงปรับค่า O.D.600 = 1 เพ่ือเตรียมเป็นเชื้อตั้งต้นให้เท่ากันทุกไอโซเลท ดูด
สารละลายเชื้อ (cell suspension) ตั้งต้น ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบน paper disc ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง () 5 มิลลิเมตร ที่วางบนอาหาร Chitin Selective Agar น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
72 ชั่วโมง บันทึกผลประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ Chitinase โดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางวงใส (clear zone) 
แต่ละไอโซเลท 

1.3 การจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล 
1.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อจุลินทรีย์ 
ท้าการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ ในข้อ 1 โดยการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียใน

อาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) (เตรียม 1 ลิตร : NaCl 10 กรัม, Tryptone 10 กรัม, Yeast extract 5 
กรัม, ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ด้วย ddH2O) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขย่าที่ความเร็ว160 รอบ/นาที นาน 16 ชั่วโมง น้ามาปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนเซลล์แบคทีเรียใส่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เทส่วนใสทิ้ง เก็บส่วนที่เป็นตะกอนเซลล์แบคทีเรีย ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 
TE Buffer 2 ครั้ง เติม SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติม Proteinase K (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ผสมให้เข้ากันทุก 15 นาที เติม 2 
เท่า CTAB (บ่ม 65 องศาเซลเซียสก่อนใช้) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บ่ม 65 องศาเซลเซียสนาน 20 
นาที ผสมทุก 5 นาที เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ปั่นหวี่ยง 
14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ที่ 0 องศาเซลเซียส ดูดน้้าใสใส่หลอดใหม่ (ประมาณ 700 ไมโครลิตร) เติม 0.6 
เท่า ของ isoproponol และ 0.1 volume ของ 3 M NaOAC ผสมเบาๆ เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ทิ้งน้้าใส ล้างตะกอนด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ผสมเบาๆ 5 นาที ปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ทิ้งน้้าใส ระเหยแอลกอฮอล์ที่ตกค้างใน
หลอดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปั่นเหวี่ยงนาน 1 นาที เติม TE + RNase 15 ไมโครลิตร บ่มที่ 
65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ OD260/280 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยแยกบน 1 เปอร์เซ็นต์ 
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Agarose gel ใน 1XTBE buffer ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แช่แผ่นเจลในเอธิเดียม   
โบรไมด์ (ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร) นาน 5 นาที  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ ได้ด้วยเครื่อง Gel 
Documentation (BIORAD) บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 
 1.3.2 การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในส่วนบรเิวณ 16s rDNA โดยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 โดยใช้ universal primer (Lane, 1991; Alm et al., 1996)  
   Forward 27F      5’  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ 
   Reverse 1492R   5’  TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’     

เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยา PCR ต่อ 1 หลอด PCR ดังนี้  
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์ 27F (5 ไมโครโมลาร์)     1  ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์ 1492R (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร,Immulase)  0.15  ไมโครลิตร 
dH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

หลังจากนั้นน้าหลอด PCR เข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700)  
โดยมีอุณหภูมิ เวลา จ้านวนรอบของการท้าปฏิกริยา PCR ดังนี้ 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    55 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี

      4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส โดยวิธี Electrophoresis โดยผสมผลผลิต PCR 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร แยกผลผลิต PCR ใน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel นาน 
30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์  

1.3.3 การเตรียมผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์ และการตรวจวิเคราะห์ผล 
 เตรียมผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์โดย น้าผลผลิต PCR ที่เหลือจากจากข้อ 3.2 ปริมาตร 17 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc ปริมาตร 3.4 ไมโครลิตร และ 95 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 

จ้านวน 30 รอบ 
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ปริมาตร 85 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยเครื่อง Vortex นาน 10 วินาที บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 
15 นาที ระหว่างนี้น้ามาผสมโดยพลิกกลับหลอดไปมาทุก 5 นาที แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอน PCR ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 300 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้้าใสทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย ddH2O 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR บริสุทธิ์ โดยวิธี Electrophoresis บน 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
agarose gel (ผลผลิต PCR บริสุทธิ์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร)  
 1.3.4 การหาล าดับเบสในส่วนของบริเวณ 16s rDNA 
  1.3.4.1 การท้าปฏิกิริยา cycle sequencing 

เตรียมปฏิกิริยา cycle sequencing ในหลอด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้  
ผลผลิต PCR (ประมาณ 100 นาโนกรัม)    1  ไมโครลิตร  
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing V3.1   2  ไมโครลิตร 
Ready Reaction buffer     1 ไมโครลิตร 
Primer 27F (5 ไมโครโมลาร์)     1.6  ไมโครลิตร 
dH2O       4.4 ไมโครลิตร  
รวมปริมาตร      10  ไมโครลิตร  

จากนั้นน้าหลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) อุณหภูมิ เวลา 
จ้านวนรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 

  96 องศาเซลเซียส  1 นาที   จ้านวน 1 รอบ  
  96 องศาเซลเซียส  10 วินาที  
  50 องศาเซลเซียส  5 วินาที  จ้านวน 25 รอบ 
  60 องศาเซลเซียส  4 นาที  

4 องศาเซลเซียส   infinity (α)  
1.3.4.2 การล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน 
น้าปฏิกิริยา cycle sequencing จากข้อ 3.4.1 มาล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยน้า 

ปฏิกิริยาดังกล่าวใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร : 95 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 
64 ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ผสมโดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที) 
น้าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทน้้าใสทิ้ง ล้างตะกอนที่
ได้ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้้าใสทิ้ง ปล่อยตะกอนให้แห้งในที่มืด 

1.3.4.3 การเตรียมตัวอย่างเข้าเครื่อง ABI PRISM 310 DNA Sequencer 
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ละลายตะกอนที่ได้ด้วย Hidi formamide จ้านวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปั่นให้อยู่ที่ก้นหลอด 
แล้วดูดสารละลายทั้งหมดใส่หลอด septa น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ย้ายลงน้้าแข็งทันที  

1.3.4.4 การวิเคราะห์ล้าดับเบสด้วยเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer 
น้าตัวอย่างที่ได้จากข้อ 1.3.4.3 เข้าเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพ่ือวิเคราะห์

ล้าดับเบส แล้วน้าข้อมูลล้าดับเบสที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม NCBI ต่อไป 
 

2. การโคลนยีน และการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน  
2.1 การโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ Cellulase (endoglucanase gene)  

ท้าการเลี้ยงเชื้อในอาหาร LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าความเร็ว
รอบ 180 รอบ/นาที นาน 2-4 วัน น้าเชื้อที่เลี้ยงไว้ มาวัดการเจริญเติบโตด้วยเครื่อง spectrophotometer ปรับ
ค่า O.D.600 เท่ากับ 1 ดูดเชื้อไปเลี้ยงต่อในอาหารเหลวที่มี CMC-Na เพ่ือกระตุ้นการแสดงออกของยีน โดยใช้เชื้อ 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อ อาหารปริมาตร 30 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าความเร็วรอบ 
180 รอบ/นาที นาน 3-5 วัน สังเกตจนอาหารมีลักษณะใสขึ้นและน้าอาหารเหลวไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 
น้าเชื้อที่เลี้ยงใน Flask ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร น้าไปเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยง 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บ
ตะกอนที่ได้เพ่ือน้าไปสกัดดีเอ็นเอ 
 2.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ ท าเช่นเดียวกับข้อ 3.1 
 2.1.2 การเพิ่มปริมาณ endoglucanase gene จาก genomic DNA โดยเทคนิค PCR   

เพ่ิมปรมิาณดีเอ็นเอในส่วนของ endoglucanase gene ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
 Cel_eglS_F (forward) 5’ ATGAAACGGTCAATTTCTATTTTTATTACGTGTTTATTG 3’ 
 Cel_eglS_R (reverse) 5’ CTAATTGGGTTCTGTTCCCCAAATCAGTTTTCCTTGATG 3’ 

เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ต่อ 1 หลอด ดังนี้  
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ (forward) (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ (reverse) (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

จากนั้นน้าหลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีอุณหภูมิ เวลา 
จ้านวนรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR มีดังนี ้
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    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    62 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี

      4 องศาเซลเซียส  infinity ()  
 ตรวจวิ เคราะห์ ผลผลิต  PCR ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร โดยวิธี 
Electrophoresis บน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel นาน 30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์  
 2.1.3 การเตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์เพื่อการโคลนยีน 
 ท้าผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุด QIAquick Gel Extraction Kit โดยน้าผลผลิต PCR ที่เหลือจาก 
2.1.2 มาแยกใน 1.2 เปอร์เซ็นต์ low melting gel  ด้วยวิธี  gel electrophoresis แล้วย้อมด้วย Gel Star 
(Cambrex) หลังจากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการประมาณ 1,500 คู่ เบส บนเครื่อง Dark Reader 
Transilluminators ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้้าหนักเจลที่ได้ เติมสารละลาย QG 
Buffer ปริมาตร 3 เท่าของน้้าหนักเจล น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เขย่าแรงๆ ทุก 15 
นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol (แช่เย็น) ปริมาตร 1 เท่าของน้้าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูด
ถ่ายสารละลายทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที 
นาน 1 นาที เทน้้าใสส่วนล่างทิ้ง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทน้้าใสส่วนล่างทิ้ง ย้าย Binding Column วางลงบนหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB Buffer (บ่มที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 15-
30 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที น้าดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5 
เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis จะได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,245 คู่เบส และเก็บตัวอย่างดีเอ็น
เอที่ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

2.1.4 การเชื่อมต่อชิ้นยีนเข้ากับ Cloning vector 
 น้าชิ้นยีนซึ่งผ่านการท้าให้มีความบริสุทธิ์จากข้อ 4.1.3 มาท้าการเชื่อมต่อเข้ากับ T&A Cloning vector 
โดยใช้ชุด T&A Cloning Kit (RBC Bioscience)  
     Ligation Buffer A    1 ไมโครลิตร 
     Ligation Buffer B    1 ไมโครลิตร 
     T&A Cloning vector   2 ไมโครลิตร 
     T4 DNA Ligase     1 ไมโครลิตร 
     PCR product     2 ไมโครลิตร 
     ddH2O     3 ไมโครลิตร 
     ปฏิกิริยาทั้งหมด     10 ไมโครลิตร 

จ้านวน 40 รอบ 
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 ผสมปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น
น้าไปถ่ายฝากเข้ากับเซลล์แบคทีเรีย E. coli ได้ทันท ีน้า ligation ส่วนที่เหลือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
  2.1.5 การเตรียมคอมพิเทนต์เซลล์ และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli  
 เตรียมอาหารแข็ง LB - Ampicillin/IPTG/X-Gal โดยเตรียมอาหาร LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) ที่มีสารปฏิชีวนะ amplicilin ความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เทอาหารลงจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 10 - 15 มิลลิลิตร หลังจากอาหารแข็งแล้วเติม 
100 mM IPTG 100 ไมโครลิตร และ X-Gal (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร แล้วเกลี่ยจน

ผิวหน้าอาหารแห้ง  จากนั้นท้าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน้าปฏิกิริยา 
ligation ที่เตรียมไว้ 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้้าแข็ง
เป็นเวลา 30 นาที น้าไป Heat - shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที น้าไปแช่บนน้้าแข็ง
ทันทีเป็นเวลา 15 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน้าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้าตัวอย่างที่ได้รับการถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์
แบคทีเรียแล้วไปเกลี่ยบนอาหาร LB- Amplicilin/IPTG/X-Gal ที่เตรียมไว้ข้างต้น น้าบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน14-16 ชั่วโมง แล้วคัดเลือกโคโลนีสีขาวของเซลล์แบคทีเรีย E. coli ที่มีชิ้น insert ของยีน 
cellulase ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม amplicilin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที นาน 14 - 16 ชั่วโมง เพ่ือน้าไปใช้สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอใน
ขั้นตอนต่อไป 

2.1.6 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ   
   เก็บตะกอนเซลล์ที่เลี้ยงไว้ จากข้อ 2.1.5 โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือน้ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) ท้าการละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เติม Lysis Solution  250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันโดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับ
หลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์
ลงใน GeneJETTM spin column น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม 
Wash Solution 500 ไมโครลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
(ท้าซ้้า 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column วางบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
Elution Buffer 25 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 
1 นาที น้าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5 เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis และ
เก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 2.1.7 การเชื่อมต่อชิ้นส่วนของ endoglucanase gene เข้ากับ Expression Vector (aLICator LIC 
Cloning and Expression system) (Thermo Scientific) 

เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาดังนี้  
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ชิ้นดีเอ็นเอของยีน (100 นาโนกรัม)   1  ไมโครลิตร 
5X LIC Buffer     2 ไมโครลิตร  
T4 DNA Polymerase, 1U/ul   1 ไมโครลิตร  
ddH2O      6 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 5นาท ี
และหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 0.5 M EDTA ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เติม LIC Vector (60 นาโน
กรัม, 0.02 pmol DNA) ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 
1 ชั่วโมง เตรียมถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli ทันที  

2.1.8 การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3)  
ถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) เข้าไปเพ่ิมปริมาณใน competent cell (E. coli สายพันธุ์ 

BL21 (DE3)) โดยวิธี heat shock และเลี้ยงในอาหารแข็ง LB-ampicillin (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
(ท้าเช่นเดียวกับข้อ 2.1.5) และคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมาท้าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ท้าเช่นเดียวกับข้อ 2.1.6) เพ่ือ
ตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดสายผสมต่อไป 
 2.1.9 การตรวจสอบการปรากฏของยีนใน aLICator LIC Cloning and Expression system 

 การตรวจสอบการปรากฏของยีนในพลาสมิดดีเอ็นเอ ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์  
   LIC Forward 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

   LIC Reverse 5’ GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’ 
เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยา PCR ดังนี้  

พลาสมิดดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)   2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ LIC Forward (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ LIC Reverse (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase(0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

น้าส่วนผสมทั้งหมดผสมให้เข้ากัน จากนั้นน้าหลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอ thermal cycle 
โดยรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR มีดังนี ้
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  

จ้านวน 25 รอบ 
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    58 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  3 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี

    4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธี Electrophoresis ใน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel นาน 30 

นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ น้าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากนั้นน้าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation เทียบขนาดของดีเอ็นเอ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) พร้อมบันทึกภาพ และเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส 

 
 2.1.10 การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีน 
 กระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) โดยเตรียมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. 
coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 
180 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นดูดเซลล์ตั้งต้น 3 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว LB–Ampicillin 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที วัดความขุ่นของ

อาหาร จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.5 จากนั้นเปรียบเทียบการชักน้าการแสดงออกของยีนด้วย isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 3 mM IPTG และเลี้ยงต่อเป็นเวลา 6 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างเซลล์ทุก 2 ชั่วโมง จนครบ 6 ชั่วโมง น้าตัวอย่างแต่ละช่วงเวลาไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เพ่ือเก็บตะกอนเซลล์ แล้วน้ามาละลายด้วย 2x sample buffer ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปมาต้มในน้้าเดือดนาน 5 นาที วิเคราะห์ขนาดของ recombinant protein ด้วย 
10 เปอร์เซ็นต์ SDS–PAGE ใน Tris-glycine buffer (0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M Glycine, 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
SDS) โดยให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์คงที่ 120 โวลต์ เป็นเวลานาน 1.5 ชั่วโมง จากนั้นย้อมสีแผ่นเจลด้วย
สารละลาย PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) และล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้้ากลั่น 4-5 ครั้ง 
จนมองเห็นแถบโปรตีนชัดเจน บันทึกผลการการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ fusion protein ในแต่ละชั่วโมง  

 
2.2 การโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ Chitinase (chitinase gene) 

 ท้าการกระตุ้นการแสดงออกของยีน chitinase โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่มี colloidal chitin เป็น
องค์ประกอบ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า 180 รอบ/นาที m นาน 3-5 วัน น้าไปเข้าเครื่องหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บตะกอนที่ได้แล้วน้าไปสกัดดีเอ็นเอ  
 2.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ ด้าเนินการเช่นเดียวกับข้อ 2.1.1 
 2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน chitinase จาก genomic DNA โดยเทคนิค PCR   
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เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน chitinase ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
  Chi2_F 5’ ATGTCATATAAAGCCAAACCCATGGATTTCAA 3’ 

      Chi2_R 5’ TTACGGTTGAAGCTGCCACAATGCAGCCACATTG 3’ 
เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ต่อ 1 หลอด ดังนี้  

ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ (forward) (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ (reverse) (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

จากนั้นน้าหลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีอุณหภูมิ เวลา 
จ้านวนรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    62 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี

      4 องศาเซลเซียส  infinity ()  
 ตรวจวิ เคราะห์ ผลผลิต  PCR ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร โดยวิธี 
Electrophoresis บน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel นาน 30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์  
 2.2.3 การเตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์เพื่อการโคลนยีน  
 ท้าผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุด QIAquick Gel Extraction Kit น้าผลผลิต PCR ที่เหลือจาก 2.2.2 
มาแยกใน 1.2 เปอร์เซ็นต์ low melting gel ด้วยวิธี gel electrophoresis เตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์เช่นเดียวกับ
ข้อ 2.1.1 น้าดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5 เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis จะได้ชิ้น     
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,245 คู่เบส และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 2.2.4 การเชื่อมต่อชิ้นยีน chitinase เข้ากับ PCR Cloning vector 
 น้าดีเอ็นเอของยีน chitinase ซึ่งผ่านการท้าให้มีความบริสุทธิ์จากข้อ 4.2.3 มาเชื่อมต่อเข้ากับ T&A 
Cloning vector (RBC Bioscience) 
 เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยาดังนี้  

จ้านวน 40 รอบ 
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     Ligation Buffer A    1 ไมโครลิตร 
    Ligation Buffer B    1 ไมโครลิตร 
    T&A Cloning vector   2 ไมโครลิตร 
    T4 DNA Ligase     1 ไมโครลิตร 
    PCR product (จากข้อ 2.2.3)  2 ไมโครลิตร 
    ddH2O     3 ไมโครลิตร 
    ปฏิกิริยาทั้งหมด     10 ไมโครลิตร 
 ผสมทั้งหมดให้เข้ากัน น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน้าไปถ่าย
ฝากเข้ากับเซลล์ E. coli ทันที น้าปฏิกริยา ligation ส่วนที่เหลือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

  2.2.5 การเตรียมคอมพิเทนต์เซลล์ และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5   
 เตรียมอาหารแข็ง LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal เช่นเดียวกับข้อ 2.1.5 จากนั้นท้าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่

เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน้าปฏิกิริยา ligation ที่เตรียมไว้ 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด 
competent cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและแช่บนน้้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น้าไป Heat-shock 
ที่ อุณหภูมิ 42  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที น้าไปแช่บนน้้าแข็งทันทีเป็นเวลา 15 นาที เติม S.O.C. 
medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบ/
นาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้า competent cell ที่ ได้รับการถ่ายฝากยีนแล้วไปเกลี่ยบนอาหาร LB- 
Ampicillin /IPTG/X-Gal ที่เตรียมไว้ข้างต้น น้าบ่มที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส นาน14-16 ชั่วโมง คัดเลือก
โคโลนีสีขาวไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ผสม ampicillin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบ/นาที นาน 14-16 ชั่วโมง เพ่ือน้าไปใช้สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอต่อไป 
2.2.6 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ ท้าเช่นเดียวกับข้อ 2.1.6  
2.2.7 การตรวจสอบการปรากฏของยีน chitinase ใน Cloning vector โดยเทคนิค PCR 
น้าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้จากข้อ 2.2.6 ไปตรวจสอบการปรากฏของยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 

M13-F   5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3'   
    M13-R   5' TCACACAGGAAACAGCTATGAC 3'  

เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ดังนี้  
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ M13-F (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ M13-R (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase(0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
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ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

น้าส่วนผสมทั้งหมด ผสมตามสัดส่วนข้างบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นน้าหลอด
เข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    60 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี

    4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะห์ผล โดยน้าผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วยวิธี Electrophoresis บน 
1.5 เปอร์เซ็นต์ Agarose gel นาน 30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ ย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium 
bromide (ความเข้มข้น  0.5 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร) จากนั้ นน้ าไปตรวจดูแถบดี เอ็นเอด้วยเครื่อง Gel 
Documentation เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พร้อม
บันทึกภาพ และเก็บผลผลิต PCR ที่เหลือไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

2.2.8 การเชื่อมต่อชิ้นยีน chitinase เข้ากับ Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 
Expression system) (Thermo Scientific) 

เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาดังนี้  
ชิ้นดีเอ็นเอของยีน chitinase (100 นาโนกรัม) 1  ไมโครลิตร 
5X LIC Buffer     2 ไมโครลิตร  
T4 DNA Polymerase, 1U/ul   1 ไมโครลิตร  
ddH2O      6 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาทัง้หมด      10 ไมโครลิตร 

ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 5นาท ี
และหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 0.5 M EDTA ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เติม LIC Vector (60 นาโน
กรัม, 0.02 pmol DNA) ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 
1 ชั่วโมง เตรียมถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli ทันที  

2.2.9 การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3)  
ถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) เข้าไปเพ่ิมปริมาณใน competent cell (E. coli สายพันธุ์ 

BL21 (DE3)) โดยวิธี heat shock และเลี้ยงในอาหารแข็ง LB-ampicillin (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
(ท้าเช่นเดียวกับข้อ 2.2.5) และคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมาท้าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ท้าเช่นเดียวกับข้อ 2.2.6) เพ่ือ
ตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดสายผสมต่อไป 

จ้านวน 25 รอบ 
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 2.2.10 การตรวจสอบการปรากฏของยีนใน aLICator LIC Cloning and Expression system 
 การตรวจสอบการปรากฏของยีนในพลาสมิดดีเอ็นเอ ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์  

   LIC Forward 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 
   LIC Reverse 5’ GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’ 

เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยา PCR ดังนี้  
พลาสมิดดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)   2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ LIC Forward (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ LIC Reverse (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase(0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

น้าส่วนผสมทั้งหมดผสมให้เข้ากัน จากนั้นน้าหลอดเข้าเครื่องเ พ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle 
โดยรอบของการท้าปฏิกิริยา PCR มีดังนี ้
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จ้านวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    58 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  3 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาที 

    4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธี Electrophoresis ใน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel นาน 30 

นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ น้าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากนั้นน้าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation เทียบขนาดของดีเอ็นเอ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) พร้อมบันทึกภาพ และเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ    
-20 องศาเซลเซียส 

 
 

 2.2.11 การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีน 
 เตรียม เชื้ อตั้ งต้นของเซลล์  E. coli สายพันธุ์  BL21 (DE3) ที่ มี  recombinant plasmid ของยีน 
chitinase มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 

จ้านวน 25 รอบ 
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10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง 
จากนั้นดูดเซลล์ตั้งต้น 3 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที วัดความขุ่นของอาหาร จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.5 
จากนั้นชักน้าการแสดงออกของยีนด้วยสาร 3 mM IPTG และเลี้ยงต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างเซลล์ทุก 2 
ชั่วโมง จนครบ 6 ชั่วโมง น้าตัวอย่างแต่ละช่วงเวลาไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เพื่อ
เก็บตะกอนเซลล์ แล้วน้ามาละลายด้วย 2x sample buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วต้มในน้้า
เดือดนาน 5 นาที วิเคราะห์ขนาดของ recombinant protein ด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ SDS–PAGE ใน Tris-glycine 
buffer ให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์คงที่ 120 โวลต์ เป็นเวลานาน 1.5 ชั่วโมง จากนั้นย้อมสีแผ่นเจลด้วย
สารละลาย PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) และล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้้ากลั่น 4-5 ครั้ง 
จนมองเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ตรวจดูปริมาณของ fusion protein ในแต่ละชั่วโมง  
 
3. การทดสอบกิจกรรมของ Recombinant enzymes โดยวิธี Bioassay technique 

 เตรียมอาหารที่มีเซลลูโลส และไคติน เป็นองค์ประกอบ (100 มิลลิลิตร : เซลลูโลส/ไคติน 0.5 กรัม, agar 
2 กรัม และน้้ากลั่น) เทลงในจานเลี้ยงเชื้อปริมาตร 15 มิลลิลิตร เจาะรูบนอาหารโดยใช้ cork borer ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เก็บอาหารไว้ที่  4 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมใช้ทดสอบต่อไป ท้าการเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณเซลล์ของ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid DNA ในอาหาร LB-Ampicillin 
(100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 ลิตร ชักน้าการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG นาน 6 ชั่วโมง (ท้า
เช่นเดียวกับข้อ 4.1) เก็บตะกอนเซลล์โดยน้าปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (หลังจากนี้
วางบนน้้าแข็งทุกขั้นตอน) ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Lysis buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น้าไปเข้า
เครื่อง sonicator แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 6,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
เก็บเอาเฉพาะส่วนใส (crude enzyme) มาท้าการทดสอบโดยดูด crude enzyme ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้ว
หยดลงในอาหารอาหารวุ้นที่มีเซลลูโลส/ไคตินเป็นองค์ประกอบ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 
ตรวจสอบกิจกรรมการย่อย  ไคตินของเอนไซม์ chitinase โดยสังเกตจากการเกิดวงใส (clear zone) ส่วน
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารที่มีเซลลูโลส ตรวจสอบโดยการเททับด้วยสารละลาย congo red วางทิ้ง
ไว้ 15 นาที ล้างสีส่วนเกิน สังเกตดูการเกิดวงใส (clear zone) 

 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา เริ่มต้น ตุลาคม 2559   สิ้นสุด   กันยายน 2562   รวม  3  ปี 
ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การศึกษาเชื้อจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ Cellulase และ Chitinase จากดินบริเวณลุ่มน้ าปาย 
จากการด้าเนินการคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนสจากดินบริเวณลุ่มน้้าปาย 

จ้านวน 4 แหล่ง ได้แก่ พ้ืนที่ป่าปลายน้้า พ้ืนที่เกษตรปลายน้้า พ้ืนที่เกษตรต้นน้้า และ พ้ืนที่ป่าธรรมชาติต้นน้้า
บ้านแม่นะ ในช่วงฤดูกาลต่างๆ พบว่า สามารถคัดแยกจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนส  บนอาหาร 
selective medium ที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลส และไคติน ดังภาพที่ 1 โดยสามารถคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ได้
ทั้งสิ้น 296 ไอโซเลท แบ่งเป็นจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส จ้านวน 198 ไอโซเลท และจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์
ไคติเนส จ้านวน 98 ไอโซเลท ดังตารางที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนสของเชื้อจุลินทรีย์ โดยสังเกตการสร้างวงใสรอบโคโลนีบนอาหาร
สังเคราะห์ ก.) อาหารสังเคราะห์ที่มี cellulose เป็นองค์ประกอบ ข.) อาหารสังเคราะห์ที่มี chitin เป็นองค์ประกอบ 

 
ตารางท่ี 1 แสดงจ้านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จากดินบริเวณลุ่มน้้าปาย จ้านวน 4 แหล่ง 

สถานที่เก็บ จ านวนเชื้อ (ไอโซเลท) 
Chitin medium CMC medium 

ป่าปลายน้้า 20 43 
พ้ืนที่เกษตรปลายน้้า 23 43 
พ้ืนที่เกษตรต้นน้้า  29 56 
ป่าธรรมชาติต้นน้้า 26 56 

ก 

ข 
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รวมทั้งสิ้น 98 198 
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การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ Cellulase  
น้าเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้บนอาหาร selective medium ที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ จ้านวนทั้งสิ้น 

198 ไอโซเลท เมื่อน้ามาท้าการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ Cellulase ได้ดี โดยการ
น้ามาทดสอบเลี้ยงกระตุ้นการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในอาหารเหลว enrichment medium แล้วน้าส่วนใส 
(supernatant) มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ Cellulase บนอาหาร Screening medium ที่มี CMC-
Na 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นองค์ประกอบ ทดสอบการท้างานของเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14-16 
ชั่วโมง พบว่า สามารถคัดเลือกได้จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดี ดังภาพที่ 2 โดยให้ผลของปฏิกิริยา
การเกิดวงใสรอบโคโลนี ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง >20 มิลลิเมตร จ้านวน 20 ไอโซเลท และเมื่อน้าไปท้าการวิเคราะห์
ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่ เกิดจากการย่อยสลายเซลลูโลสโดยจุลินทรีย์  ด้วยวิธี Dinitrosalicylic colorimetric 
method (DNS method) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ค่าน้้าตาลรีดิวซ์ที่ความเข้มข้น 0, 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล้าดับ ดังภาพที่ 3 ก, ข ตารางที่ 2 พบว่า ไอโซเลท 2CMC-1.1 
ให้ค่าเส้นผ่านศูนย์กลาง เกิดวงใสรอบโคโลนี และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ดีที่สุด เท่ากับ 0.6380 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ดังตารางที่ 2 
 

 
ภาพที่ 2 กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตโดยเชื้อจุลินทรีย์ ให้ผลของปฏิกิริยาการเกิดวงใสบนอาหารแข็งที่มี
เซลลูโลส 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นองค์ประกอบ หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14-16 ชั่วโมง 
 
 

  

 

 

 

ภาพที่ 3 ก. ปริมาณสารละลายน้้าตาลกลูโคสมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml ตามล้าดับ    

 
ก ข 

       0         0.2      0.4        0.6      0.8       1.0  

                                 (mg/ml) 
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          ข. กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ค่าน้้าตาลรีดิวซ์ 
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การจ้าแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล โดยการสกัดสารพันธุกรรมแล้วน้าไปเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในส่วนบริเวณ 16S ribosomal DNA เมื่อวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์แล้วเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศ NCBI พบว่า เชื้อไอโซเลท 2CMC-1.1 มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Bacillus 
velezensis  

 
ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์จ้าแนกชนิดโดยเทคนิคชีวโมเลกุล การผลิตเอนไซม์ Cellulase (สร้างวงใส) และ

ค่าการวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรดีิวซ์ ของเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 20 ไอโซเลท 

ไอโซเลท Genus/ species 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 

วงใส (มม.) 
Reducing sugar 

(mg/ml) 
1CMC-1.6 Bacillus cereus 20 0.5850 
2CMC-1.1 Bacillus velezensis 23 0.6380 
3CMC-2.4 Bacillus cereus 20 0.5541 
3CMC-2.6 Lysobacter enzymogenes 20 0.6191 
3CMC-2.7 Streptomyces 

pseudovenezuelae 

20 0.5707 
3CMC-3.5 Streptomyces cellostaticus 20 0.5357 
3CMC-4.2 Bacillus luciferensis 20 0.5329 
4CMC-2.3 Streptomyces 

coeruleorubidus 

20 0.4795 
4CMC-2.9 Duganella nigrescens 22 0.5361 
4CMC-3.5 Bacillus aryabhattai 20 0.4970 
4CMC-3.7 Pseudomonas nitroreducens 20 0.5274 
4CMC-3.9 Pseudomonas fluorescens 20 0.4325 
4CMC-3.13 Pseudomonas nitroreducens 23 0.5444 
4CMC-3.15 Bacillus cereus 20 0.5385 
4CMC-3.16 Streptomyces cinereospinus 20 0.6061 
4CMC-4.3 Pseudomonas brenneri 20 0.5265 
4CMC-4.14 Pseudomonas brenneri 20 0.5458 
7CMC-1.2 Pseudomonas brenneri 20 0.5140 
8CMC-3.4 Streptomyces griseovariabilis 20 0.5569 
8CMC-3.6 Streptomyces griseovariabilis 20 0.5624 
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การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ Chitinase จากดินบริเวณลุ่มน้ าปาย 
การคัดเลือกได้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ดี จากจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ จ้านวน

ทั้งสิ้น 98 ไอโซเลท สามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางวงใสรอบโคโลนี บนอาหารที่มีไคตินเป็น
องค์ประกอบ > 20 มิลลิเมตร ดังภาพที่ 4 จ้านวนทั้งสิ้น 7 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 1Ch 2.4, 3Ch-1.4, 6Ch-
2.1, 6Ch-2.2, 6Ch-2.4, 6Ch-3.5 และ 6Ch-4.2 ซึ่ง ไอโซเลท 1Ch 2.4 สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส ได้ดีที่สุด 
โดยให้ค่าการสร้างวงใสบนอาหารที่มีไคตินเป็นองค์ประกอบสูงสุด 23 มม. ดังตารางที่ 3  

เมื่อน้าจุลินทรีย์ไอโซเลท 1Ch 2.4 ไปจ้าแนกชนิด โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 
ribosomal DNA แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวสารสนเทศ NCBI พบว่า เชื้อไอโซเลท 1Ch 2.4 มีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อ Paenibacillus xylanilyticus 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสที่ผลิตโดยเชื้อจุลินทรีย์ และให้ผลของปฏิกิริยาการเกิดวงใสบน
อาหารแข็งที่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ หลังจากบ่มให้เอนไซม์ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 
ชั่วโมง 
 

ตารางท่ี 3 ผลการวิเคราะห์ปฏิกิริยาการสร้างวงใสบนอาหารที่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ 

ไอโซเลท Genus/ species 
เส้นผ่านศูนย์กลางวงใส 

(มม.) 
1Ch 2.4 Paenibacillus xylanilyticus  23 
3Ch-1.4 Paenibacillus xylanilyticus 20 
6Ch-2.1 Duganella nigrescens 22 
6Ch-2.2 Paenibacillus terrigena 20 
6Ch-2.4 Paenibacillus kobensis 20 
6Ch-3.5 Streptomyces bambusae  21 
6Ch-4.2 Cellulosimicrobium cellulans 20 
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2. การโคลนยีน และการแสดงออกในระดับโปรตีน 
2.1 การโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ Cellulase  

 การเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลวที่มี CMC-Na เพ่ือกระตุ้นการผลิตเอนไซม์ Cellulase เมื่อน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เขย่า 180 รอบ/นาที นาน 3-5 วัน จะสามารถสังเกตเห็นอาหารมีลักษณะใสขึ้น เนื่องจากมีกิจกรรม
ของเอนไซม์ Cellulase ดังภาพที่ 1 เมื่อน้าเชื้อที่เลี้ยงใน Flask ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร น้าไปเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยง 
8,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 นาที เก็บตะกอนที่ได้แล้วน้าไปสกัดดีเอ็นเอ ดังภาพที่ 5 
 

 

ภาพที่ 5 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ Cellulase ก่อนและหลังการย่อย Cellulose ของเชื้อจุลินทรีย์ ที่เลี้ยง
ในอาหารเหลวที่มี CMC-Na เป็นองค์ประกอบ นาน 3-5 วัน 

 
การสังเคราะห์  Cellulase gene จาก genomic DNA ด้วยวิธี  PCR Amplification โดยน้าไพรเมอร์ที่

ออกแบบให้มีความจ้าเพาะกับยีน มาทดสอบกับกรดนิวคลีอิกของเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค PCR ได้ชิ้นส่วนของ 
Cellulase gene ที่มีขนาดประมาณ 1,500 bp ดังภาพที่ 6 จากนั้นท้าการโคลนชิ้นยีนเข้าสู่เวคเตอร์พาหะ (T&A 

cloning vector) และถ่ายชิ้นส่วนของยีนเข้าสู่เซลล์ E. coli (DH5α) คัดเลือกโคลนที่มีชิ้นยีน และเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณเซลล์ในอาหารเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ ampicillin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือท้าการสกัดพลาสมิดดี
เอ็นเอได้ ดังภาพที่ 7 ตรวจสอบการปรากฎของชิ้นยีนด้วยเทคนิค PCR พบว่าเมื่อน้าผลผลิต PCR มาแยกบน 1.5 
เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นน้าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาด
ของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) สามารถตรวจพบชิ้นยีนที่มี
ขนาดประมาณ 1,500 bp ดังภาพที่ 8 และเมื่อวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของ Cellulase gene ที่โคลนได้ ไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน endoglucanase 
gene ของเชื้อ Bacillus velezensis (Accession no. KY427020.1) ที่  identity 99 เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่  9 
และเมื่อแปรรหัสเป็นล้าดับของกรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน  cellulase family 
glycosylhydrolase [Bacillus] (Accession No. WP_025851060.1) ที ่identity 99 เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่ 10 

ก่อน 

กระตุน้เอนไซม ์

หลงั 

กระตุน้เอนไซม ์

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
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ภาพที่ 6  ผลผลิต PCR ของยีน Cellulase Lane M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-2; ผลผลิต PCR ขนาด
ประมาณ 1,500 bp 
 

 

ภาพที่ 7  แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมของ T&A Cloning vector ที่มียีน Cellulase M; DNA Marker 1 kb, Lane 

1-2; พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมที่มียีน Cellulase ซึ่งได้รับการถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ DH5 
 
 

การเชื่อมต่อชิ้นยีน cellulase เข้าสู่ protein expression vector และถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้าน 
ท้าการเชื่อมต่อชิ้นยีน  cellulase เข้ากับ Protein Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 

Expression system) ซึ่งมีแผนที่แสดงต้าแหน่งของยีน cellulase ดังภาพที่ 8 โดยออกแบบไพรเมอร์ที่มีต้าแหน่ง
ของปลาย 5’ ที่สามารถเชื่อมต่อกับส่วนของเวคเตอร์ แล้วจึงถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน cellulase 
เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน ได้พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 
5.7 กิโลเบส และสามารถตรวจพบการปรากฏของยีน cellulase ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมด้วยเทคนิค PCR ดัง
ภาพที ่9 

M      1       2     

M      1      2  
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ภาพที่ 8 แผนที่ต้าแหน่งของยีน cellulase ที่สอดแทรกอยู่ภายใน Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 
Expression system) 
 
 

 
ภาพที่ 9  การตรวจสอบการปรากฏของยีน Cellulase ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใช้เทคนิค PCR  Lane M; 
DNA Marker 1 kb, Lane 1-5; ผลผลิต PCR จากไพรเมอร์ยีน  Cellulase, Lane 6-10; ผลผลิต PCR จาก     
ไพรเมอร์เวคเตอร์ (LIC Forward, LIC Reverse) 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cellulase gene 

 

primer vector primer gene 

M     1    2     3     4    5     6    7      8    9    10    
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Bacillus velezensis strain RS1 endoglucanase (eglS) gene, complete cds  

Sequence ID: KY427020.1Length: 1500Number of Matches: 1 

Range 1: 1 to 1499GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2675 bits(1448) 0.0 1482/1499(99%) 0/1499(0%) Plus/Plus 

Query  1     ATGAAACGGTCAATTTCTATTTTTATTACGTGTTTATTGATTACGGTATTGACAATGGAC  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 

Sbjct  1     ATGAAACGGTCAATTTCTATTTTTATTACGTGTTTATTGATTACGGTATTGACAATGGGC  60 

 

Query  61    GGCTTGCAGGCTTCGCCGGCATCTGCAGCAGGGACAAAAACGCCAGCAGCCAAGAATGGA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||  

Sbjct  61    GGCTTGCAGGCTTCGCCGGCATCTGCAGCAGGGACAAAAACGCCAGTAGCCAAGAATGGG  120 

 

Query  121   CAGCTTAGCATAAAAGGAACACAGCTCGTAAACCGGGACGGCAAAGCGGTACAATTGAAA  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   CAGCTTAGCATAAAAGGAACACAGCTCGTAAACCGGGACGGCAAAGCGGTACAATTGAAA  180 

 

Query  181   GGGATCAGTTCTCATGGATTGCAATGGTATGGCGATTTTGTCAATAAAGACAGCTTAAAA  240 

             ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   GGGATCAGTTCACATGGATTGCAATGGTATGGCGATTTTGTCAATAAAGACAGCTTAAAA  240 

 

Query  241   TGGCTGAGAGACGATTGGGGCATAACCGTTTTCCGCGCGGCGATGTATACCGCAGATGGC  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||| 

Sbjct  241   TGGCTGAGAGACGATTGGGGCATAACCGTTTTCCGCGCGGCGATGTATACGGCAGACGGC  300 

 

Query  301   GGTTATATTGACAACCCTTCCGTGAAAAATAAAGTAAAAGAAGCGGTTGAAGCGGCAAAA  360 

             ||||||||||| || || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301   GGTTATATTGATAATCCGTCCGTGAAAAATAAAGTAAAAGAAGCGGTTGAAGCGGCAAAA  360 

 

Query  361   GAACTTGGGATATATGTCATCATTGACTGGCATATCTTAAATGACGGCAACCCAAACCAA  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   GAACTTGGGATATATGTCATCATTGACTGGCATATCTTAAATGACGGCAACCCAAACCAA  420 

 

Query  421   AACAAAGAGAAGGCAAAAGAATTTTTTAAGGAAATGTCAAGTCTTTACGGAAACACGCCA  480 

             || ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   AATAAAGAGAAGGCAAAAGATTTTTTTAAGGAAATGTCAAGTCTTTACGGAAACACGCCA  480 

 

Query  481   AACGTCATTTATGAAATTGCAAACGAACCAAACGGTGATGTGAACTGGAAGCGGGATATT  540 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 

Sbjct  481   AACGTCATTTATGAAATTGCAAACGAACCAAACGGTGATGTGAACTGGAAGCGTGATATT  540 

 

Query  541   AAACCGTATGCGGAAGAAGTGATTTCCGTTATCCGCAAAAATGATCCAGACAACATCATC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   AAACCGTATGCGGAAGAAGTGATTTCCGTTATCCGCAAAAATGATCCAGACAACATCATC  600 

 

Query  601   ATTGTCGGAACCGGTACATGGAGCCAAGATGTGAATGATGCAGCCGATGATCAGCTAAAA  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   ATTGTCGGAACCGGTACATGGAGCCAAGATGTGAATGATGCAGCCGATGATCAGCTAAAA  660 

 

Query  661   GATGCAAACGTCATGTACGCGCTTCATTTTTATGCCGGCACACACAGCCAATCTTTACGG  720 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 

Sbjct  661   GATGCAAACGTCATGTACGCGCTTCATTTTTATGCCGGCACACACGGCCAATCTTTACGG  720 

 

Query  721   GATAAAGCAAACTATGCACTCAGTAAAGGAGCGCCTATTTTCGTGACGGAATGGGGAACA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   GATAAAGCAAACTATGCACTCAGTAAAGGAGCGCCTATTTTCGTGACGGAATGGGGAACA  780 

 

Query  781   AGCGACGCGTCTGGAAATGGCGGTGTATTCCTTGACCAGTCGCGGGAATGGCTGAATTAT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   AGCGACGCGTCTGGAAATGGCGGTGTATTCCTTGACCAGTCGCGGGAATGGCTGAATTAT  840 

 

Query  841   CTCGACAGCAAGAACATCAGCTGGGTGAACTGGAATCTTTCTGATAAGCAGGAATCATCC  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   CTCGACAGCAAGAACATCAGCTGGGTGAACTGGAATCTTTCTGATAAGCAGGAATCATCC  900 

 

 

ภาพที่ 10 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับส่วนของยีน 
endoglucanase (eglS) gene ของเชื้อ Bacillus velezensis (Accession no. KY427020.1) ที่  identity 99 
เปอร์เซ็นต์ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014&from=1&to=1499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY427020.1?report=graph&rid=3DDJJVJ0014%5bKY427020.1%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=0:1573&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
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Query  901   TCAGCGTTAAAGCCGGGAGCATCTAAAACAGGCGGCTGGCCGCTTACAGATTTAACTGCT  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 

Sbjct  901   TCAGCGTTAAAGCCGGGAGCATCTAAAACAGGCGGCTGGCCGCTTACAAATTTAACTGCT  960 

 

Query  961   TCAGGAACATTCGTAAGAGAAAACATTCTCGGCAACAAAGATTCAACGAAAGAACGCCCT  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  961   TCAGGAACATTCGTAAGAGAAAACATTCTCGGCAACAAAGATTCAACGAAAGAACGCCCT  1020 

 

Query  1021  GAAACGCCAGCACAAGATAACCCCGCACAGGAAAACGGCATTTCTGTACAATACAAAGCA  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1021  GAAACGCCAGCACAAGATAACCCCGCACAGGAAAACGGCATTTCTGTACAATACAAAGCA  1080 

 

Query  1081  GGGGATGGGGGTGTGAACAGCAACCAAATCCGCCCGCAGCTTCACGTAAAAAATAACGGC  1140 

             ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 

Sbjct  1081  GGGGATGGGGGTGTGAATAGCAACCAAATCCGCCCGCAGCTTCACATAAAAAATAACGGC  1140 

 

Query  1141  AATGCGACGGTTGATTTAAAAGATGTCACTGCCCGTTACTGGTATAACGCGAAAAACAAG  1200 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct  1141  AATGCGACGGTTGATTTAAAAGATGTCACTGCCCGTTACTGGTATAACGCGAAAAACAAA  1200 

 

Query  1201  GGCCAAAACTTTGACTGTGACTACGCGCAGATTGGATGCGGCAATCTGACCCACAAATTT  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1201  GGCCAAAACTTTGACTGTGACTACGCGCAGATTGGATGCGGCAATCTGACCCACAAATTT  1260 

 

Query  1261  GTGACGCTGCATAAACCTAAGCAAGGTGCAGATACCTATCTGGAACTGGGTTTTAAAACA  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1261  GTGACGCTGCATAAACCTAAGCAAGGTGCAGATACCTATCTGGAACTGGGTTTTAAAACA  1320 

 

Query  1321  GGAACGCTGTCACCGGGAGCAAGCACAGGGAATATTCAGCTTCGTCTTCACAATGATGAC  1380 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1321  GGAACGCTGTCACCGGGAGCAAGCACAGGGAATATTCAGCTTCGTCTTCACAATGATGAC  1380 

 

Query  1381  TGGAGTAGTTATGCACAAAGCGGTGATTATTCCTTTTTTCAATCAAATACGTTTAAAACA  1440 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1381  TGGAGTAGTTATGCACAAAGCGGTGATTATTCCTTTTTTCAATCAAATACGTTTAAAACA  1440 

 

Query  1441  ACGaaaaaaaTTACATTATATCATCAAGGAAAACTGATTTGGGGAACAGAACCCAATTA  1499 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1441  ACGAAAAAAATTACATTATATCATCAAGGAAAACTGATTTGGGGAACAGAACCCAATTA  1499 

 
ภาพที่ 10 (ต่อ) ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับส่วน
ข อ ง ยี น  endoglucanase (eglS) gene ข อ ง เชื้ อ  Bacillus velezensis (Accession no. KY427020.1) ที ่
identity 99 เปอร์เซ็นต์ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
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MULTISPECIES: cellulase family glycosylhydrolase [Bacillus]  

Sequence ID: WP_025851060.1Length: 499Number of Matches: 1 

Range 1: 1 to 499GenPeptGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Positives Gaps 

992 bits(2565) 0.0 494/499(99%) 496/499(99%) 0/499(0%) 

Query  1    MKRSISIFITCLLITVLTMGGLQASPASAAGTKTPAAKNGQLSIKGTQLVNRDGKAVQLK  60 

            MKRSISIFITCLLITVLTMGGLQASPASAAGTKTP AKNGQLSIKGTQLVNRDGKAVQLK 

Sbjct  1    MKRSISIFITCLLITVLTMGGLQASPASAAGTKTPVAKNGQLSIKGTQLVNRDGKAVQLK  60 

 

Query  61   GISSHGLQWYGDFVNKDSLKWLRDDWGITVFRAAMYTADGGYIDNPSvknkvkeaveaak  120 

            GISSHGLQWYGDFVNKDSLKWLRDDWGITVFRAAMYTADGGYIDNPSVKNKVKEAVEAAK 

Sbjct  61   GISSHGLQWYGDFVNKDSLKWLRDDWGITVFRAAMYTADGGYIDNPSVKNKVKEAVEAAK  120 

 

Query  121  eLGIYVIIDWHILNDGNPNQNKEKAKEFFKEMSSLYGNTPNVIYEIANEPNGDVNWKRDI  180 

            ELGIYVIIDWHILNDGNPNQNKEKAK+FFKEMSSLYGNTPNVIYEIANEPNGDVNWKRDI 

Sbjct  121  ELGIYVIIDWHILNDGNPNQNKEKAKDFFKEMSSLYGNTPNVIYEIANEPNGDVNWKRDI  180 

 

Query  181  KPYAEEVISVIRKNDPDNIIIVGTGTWSQDVNDAADDQLKDANVMYALHFYVGTHGQSLR  240 

            KPYAEEVISVIRKNDPDNIIIVGTGTWSQDVNDAADDQLKDANVMYALHFY GTHGQSLR 

Sbjct  181  KPYAEEVISVIRKNDPDNIIIVGTGTWSQDVNDAADDQLKDANVMYALHFYAGTHGQSLR  240 

 

Query  241  DKANYALSKGAPIFVTEWGTSDASGNGGVFLDQSREWLNYLDSKNISWVNWNLSDKQESS  300 

            DKANYALSKGAPIFVTEWGTSDASGNGGVFLDQSREWLNYLDSKNISWVNWNLSDKQESS 

Sbjct  241  DKANYALSKGAPIFVTEWGTSDASGNGGVFLDQSREWLNYLDSKNISWVNWNLSDKQESS  300 

 

Query  301  SALKPGASKTGGWPLTDLTASGTFVRENILGNKDSTKERPETPAQDNPAQENGISVQYKA  360 

            SALKPGASKTGGWPLT+LTASGTFVRENILGNKDSTKERPETPAQDNPAQENGISVQYKA 

Sbjct  301  SALKPGASKTGGWPLTNLTASGTFVRENILGNKDSTKERPETPAQDNPAQENGISVQYKA  360 

 

Query  361  GDGGVNSNQIRPQLHIKNNGNATVDLKDVTARYWYNAKNKGQNFDCDYAQIGCGNLTHKF  420 

            GDGGVNSNQIRPQLHIKNNGNATVDLKDVTARYWYNAKNKGQNFDCDYAQIGCGNLTHKF 

Sbjct  361  GDGGVNSNQIRPQLHIKNNGNATVDLKDVTARYWYNAKNKGQNFDCDYAQIGCGNLTHKF  420 

 

Query  421  VTLHKPKQGVDTYLELGFKTGTLSPGASTGNIQLRLHNDDWSSYAQSGDYSFFQSNTFKT  480 

            VTLHKPKQG DTYLELGFKTGTLSPGASTGNIQLRLHNDDWSSYAQSGDYSFFQSNTFKT 

Sbjct  421  VTLHKPKQGADTYLELGFKTGTLSPGASTGNIQLRLHNDDWSSYAQSGDYSFFQSNTFKT  480 

 

Query  481  TKKITLYHQGKLIWGTEPN  499 

            TKKITLYHQGKLIWGTEPN 

Sbjct  481  TKKITLYHQGKLIWGTEPN  499 

 
ภาพที่ 11 การเปรียบเทียบล้าดับของอะมิโนแอซิดของยีน cellulase ที่ได้จากการโคลนเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน NCBI 
ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับยีน cellulase family glycosylhydrolase [Bacillus] (Accession No. WP_025851060.1) ที ่
identity 99 เปอร์เซ็นต์ 
 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014&from=1&to=499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=3DBB93WR014&id=WP_025851060.1&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=0:523&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
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การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของ recombinant enzyme cellulase   

 การถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน cellulase เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือ
การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เปรียบเทียบการชักน้าการแสดงออกของยีนด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มข้น 3 mM 
เป็นเวลานาน 6 ชั่วโมง เก็บเซลล์ทุก 2 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบการ
แสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 โดยรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ cellulase ที่ได้มีขนาดประมาณ 55 กิโลดาล
ตัน ดังภาพที่ 12  

 
 

 
ภาพที่ 12 การแสดงออกของโปรตีน fusion protein (ลูกศรชี้) ที่ได้รับการชักน้าการแสดงออกของยีน  cellulase 
โด ย  3mM IPTG Lane M; protein marker Lane 1; E. coli BL21 (DE3) Lane 2-5; E. coli BL21 (DE3) 
ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน  cellulase ที่ได้รับการกระตุ้นนาน 0, 2, 4, และ 6 ชั่วโมง 
ตามล้าดับ 
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2.2 การโคลนยีน Chitinase   
 การสังเคราะห์และเพ่ิมปริมาณยีน chitinase จากเชื้อไอโซเลท 1Ch 2.4 ที่มีประสิทธิภาพในการผลิต
เอนไซม์ chitinase ได้ดี ด้วยวิธี PCR Amplification โดยน้าไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มีความจ้าเพาะกับยีน chitinase 
มาทดสอบกับกรดนิวคลีอิกของเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค PCR ได้ชิ้นส่วนของยีน chitinase ที่มีขนาดประมาณ 
2,103 bp ดังภาพที่ 13 จากนั้นท้าการโคลนชิ้นยีน chitinase เข้าสู่เวคเตอร์พาหะ (T&A cloning vector) ) และ

ถ่ายชิ้นส่วนของยีนเข้าสู่เซลล์ E. coli (DH5α) คัดเลือกโคลนที่มีชิ้นส่วนของยีน chitinase สอดแทรกอยู่ (โคโลนี
ลักษณะสีขาว) ดังภาพที่ 14  
 

 

ภาพที่ 13  ผลผลิต PCR ของยีน chitinase Lane M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-3; ผลผลิต PCR ขนาด
ประมาณ 2,103 bp 

 

 

ภาพที่ 14 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ E. coli (DH5α) (สีขาว) ที่มีการถ่ายฝากของยีน chitinase เข้าสู่เวคเตอร์พาหะ 

T&A cloning vector

2,103 bp 

M          1           2           3    



35 

 

การเชื่อมต่อชิ้นยีน chitinase เข้าสู่ protein expression vector และถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้าน 
ท้าการเชื่อมต่อชิ้นยีน chitinase เข้ากับ Protein Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 

Expression system) ซึ่งมีแผนที่แสดงต้าแหน่งของยีน chitinase ดังภาพที่ 15 แล้วจึงถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสมของยีน chitinase เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน ได้  
พลาสมิดดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 6.6 กิโลเบส และสามารถตรวจพบการปรากฏของยีน chitinase ในพลาสมิด
ดีเอ็นเอสายผสมด้วยเทคนิค PCR และเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ในอาหารเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือท้าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ ดังภาพที่ 16 และตรวจสอบการปรากฎของชิ้นยีนด้วย
เทคนิค PCR พบว่าเมื่อน้าผลผลิต PCR มาแยกบน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ย้อมเจลด้วย
สารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นน้าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย
เครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 
marker (Fermentas) สามารถตรวจพบชิ้นยีนที่มีขนาดประมาณ 2,103 bp ดังภาพที่ 17 และเมื่อวิเคราะห์ล้าดับ
นิวคลิโอไทด์ของยีน chitinase ที่โคลนได้ ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิ
วคลี โอไทด์ส่ วนของยีน  chitinase type II gene ของเชื้ อ  Paenibacillus xylanilyticus (Accession no. 
MN597082.1) ที่ identity 98 เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่ 18 และเมื่อแปรรหัสเป็นล้าดับของกรดอะมิโน พบว่า มี
ความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน chitinase (Paenibacillus sp.) (Accession No. WP_095290735.1) ที ่
identity 98 เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่ 19 

 
 

 

ภาพที่ 15 แผนที่ต้าแหน่งของยีน chitinase ที่สอดแทรกอยู่ภายใน Expression vector 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014
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ภาพที่ 16 พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน chitinase ที่แทรกอยู่ใน Expression Vector (aLICator LIC Cloning 
and Expression system) Lane M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-5; พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน chitinase ที่
แทรกอยู่ใน Expression Vector  
 

 
ภาพที่ 17  การตรวจสอบการปรากฏของยีน chitinase ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใช้เทคนิค PCR  Lane 
M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-2; ผลผลิต PCR จากไพรเมอร์ยีน chitinase, Lane 3-4; ผลผลิต PCR จากไพร
เมอร์เวคเตอร์ (LIC Forward, LIC Reverse) 
 

M   1    2    3    4   5 

M    1    2      3    4  
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Paenibacillus xylanilyticus strain W4 chitinase type II gene, complete cds  

Sequence ID: MN597082.1Length: 2103Number of Matches: 1 

Range 1: 1 to 2103GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

3685 bits(1995) 0.0 2067/2103(98%) 0/2103(0%) Plus/Plus 

Query  1     ATGTCATATAAAGCCAAACCCATGGATTTCAAAAAAGTCGGTAAGGTTCTCCTCGGTGTG  60 

             ||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     ATGTCATATAAAGCCAAACACATGGGTTTCAAAAAAGTCGGTAAGGTTCTCCTCGGTGTG  60 

 

Query  61    GTCCTGCTCTTATCAGTCATCATCCCTTCATTTACACTTCAATCTCGAACGGCCGAAGCA  120 

             |||||||||||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    GTCCTGCTCTTATCTGTCATCATCCCTTCATTTACCCTTCAATCTCGAACGGCCGAAGCA  120 

 

Query  121   GCAGATGCCTATAAAATTGTTGGTTACTATCCTGCCTGGGCGGCATACGGACGAAACTAC  180 

             ||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   GCAGAAGCCTATAAAATTGTCGGTTACTATCCTGCCTGGGCGGCATACGGACGAAACTAC  180 

 

Query  181   AATGTGACGGATATTGATCCCACCAAGGTGACGCATATCAACTATGCCTTTGCTGATATT  240 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 

Sbjct  181   AATGTGACGGATATTGATCCCACCAAGGTGACGCATATCAACTATGCCTTTGCCGATATT  240 

 

Query  241   TGTTGGAACGGCATTCATGGGAATCCAGACCCTTCGGGCCCCAATCCGGTGACTTGGAGC  300 

             |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   TGTTGGAACGGCATTCATGGAAATCCAGACCCTTCGGGCCCCAATCCGGTGACTTGGAGC  300 

 

Query  301   TGCCAGAATGAGAAGAGCCAGACAATCAATGTACCGAATGGAACGATTGTTCTCGGAGAC  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301   TGCCAGAATGAGAAGAGCCAGACAATCAATGTACCGAATGGAACGATTGTTCTCGGAGAC  360 

 

Query  361   CCCTGGATCGACACAGGCAAACAATTTGCCGGGGACACATGGGATCAGCCCTATGCAGGG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   CCCTGGATCGACACAGGCAAACAATTTGCCGGGGACACATGGGATCAGCCCTATGCAGGG  420 

 

Query  421   AATATCAATCAGCTCAACAAGCTGAAGCAGGTCAATCCGAATCTGAAAACAATCATCTCC  480 

             ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   AATATTAATCAGCTCAACAAGCTGAAGCAGGTCAATCCGAATCTGAAAACAATCATCTCC  480 

 

Query  481   GTTGGAGGATGGACGTGGTCCAACCGTTTCTCTGATGTAGCCGCAACTTCAGCTACCCGT  540 

              ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  481   ATTGGAGGATGGACGTGGTCCAACCGTTTCTCCGATGTAGCCGCAACATCAGCTACCCGT  540 

 

Query  541   GAGGTCTTTGCCAACTCTGCCGTCGATTTCCTGCGGAAATACAACTTTGACGGAGTGGAT  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   GAGGTCTTTGCCAACTCTGCCGTCGATTTCCTGCGGAAATACAACTTTGACGGAGTGGAT  600 

 

Query  601   CTCGACTGGGAATACCCGGTATCAGGCGGGCTGGATGGTAACAGCAAGCGTCCAGAAGAT  660 

             || ||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   CTTGACTGGGAATATCCGGTATCAGGCGGGCTGGATGGCAACAGCAAGCGTCCAGAAGAT  660 

 

Query  661   AAGCAAAATTATACCCTTCTCCTAAGCAAAATCCGCGAGAAGCTGGATGCGGCAGAAGCC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   AAGCAAAATTATACCCTTCTCCTAAGCAAAATCCGCGAGAAGCTGGATGCGGCAGAAGCC  720 

 

Query  721   GTTGACGGCAAAGAGTACCTGCTTACGATTGCAAGCGGAGCATCTCCAACCTATGCTGCC  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   GTTGACGGCAAAGAGTACCTGCTTACGATTGCAAGCGGAGCATCTCCAACCTATGCTGCC  780 

 

Query  781   AATACGGAGCTTGCGAACATCGCTTCCATCGTTGACTGGATTAACATCATGACCTACGAT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   AATACGGAGCTTGCGAACATCGCTTCCATCGTTGACTGGATTAACATCATGACCTACGAT  840 

 

Query  841   TTTAACGGAGCCTGGCAGAAAATCAGTGCACACAATGCACCGCTGAATGCGGATCCTGCC  900 

             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   TTTAACGGAGCCTGGCAGAAAATCAGCGCACACAATGCACCGCTGAATGCGGATCCTGCC  900 

 

Query  901   GCTGCAAGTGCAGGGGTACCAGATAGCAATACTTTTAATGTGGCTGCCGGAGCCCAAGGG  960 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||  

Sbjct  901   GCTGCAAGTGCAGGGGTACCAGATAGCAATACTTTTAATGTGGCTGCCGGAGCACAAGGA  960 

 

Query  961   CATCTGAATGCAGGAGTACCGGCTGCCAAGCTGGTGCTGGGTGTTCCATTTTACGGTCGA  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  961   CATCTGAATGCAGGAGTACCGGCTGCCAAGCTGGTGCTGGGTGTTCCATTTTACGGTCGA  1020 

 

 

ภาพที่ 18 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับส่วนของยีน 
chitinase type II gene ของเชื้อ Paenibacillus xylanilyticus (Accession no. MN597082.1) ที่  identity 
98 เปอร์เซ็นต์ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R&from=1&to=2103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN597082.1?report=graph&rid=3D9NN9RJ01R%5bMN597082.1%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=0:2208&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
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Query  1021  GGCTGGGATGGATGTGCACAGGCGAATAACGGCCAGTATCAAACGTGTTCGGGTGGTTCT  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1021  GGCTGGGATGGATGTGCACAGGCGAATAACGGCCAGTATCAAACGTGTTCGGGTGGTTCT  1080 

 

Query  1081  TCTGTAGGAACTTGGGAGGCAGGCTCCTTTGATTTTTACGATCTGGAAGCGAACTACATT  1140 

             ||| |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  1081  TCTATAGGAACTTGGGAGGCAGGCTCCTTTGACTTTTACGATCTGGAAGCGAACTATATT  1140 

 

Query  1141  AATAAGAATGGATACACACGCTATTGGAACGACACAGCCAAAGTGCCGTTTCTCTATAAC  1200 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1141  AATAAGAATGGATACACACGCTATTGGAACGACACAGCCAAAGTGCCGTTTCTCTATAAC  1200 

 

Query  1201  GCCTCCAACAAGCGCTTCATCAGCTATGACGATGCGGAGTCCATTGGACACAAAACCGCA  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1201  GCCTCCAACAAGCGCTTCATCAGCTATGACGATGCGGAGTCCATTGGACACAAAACCGCA  1260 

 

Query  1261  TATATCAAGAGCAAAGGGCTTGGCGGAGCGATGTTCTGGGAGCTCAGTGGGGACCGCAAC  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1261  TATATCAAGAGCAAAGGGCTTGGCGGAGCGATGTTCTGGGAGCTCAGTGGGGACCGCAAC  1320 

 

Query  1321  AAGACACTCCAAAACAAGTTGAAATCGGATCTGTTAACCGGGGGTACAGTGCCTCCTGCG  1380 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1321  AAGACACTCCAAAACAAGTTGAAATCGGATCTGTCAACCGGGGGTACAGTGCCTCCTGCG  1380 

 

Query  1381  GATACGACGGCACCGAGTGTACCGGGTAATGCCCGTTCGACAGGAGTAACGGCAAGCTCC  1440 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1381  GATACGACGGCACCGAGTGTACCGGGTAATGCCCGTTCGACAGGAGTAACGGCAAGCTCC  1440 

 

Query  1441  GTAACCTTGGCCTGGAATGCTTCGACGGATAACGTTGGCGTTACCGGTTATAACGTCTAC  1500 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  1441  GTAACCTTGGCCTGGAATGCTTCGACGGATAACGTTGGCGTTACCGGCTATAACGTCTAC  1500 

 

Query  1501  AATGGCACTAGTCTCGTGACTTTCGTTACTGGAACAACTGCAACAATTAGCGGGCTTGCA  1560 

             ||||||||||| || ||||||| ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1501  AATGGCACTAGCCTAGTGACTTCCGTTACTGGAACAACCGCAACAATTAGCGGGCTTGCA  1560 

 

Query  1561  TCAGGTACTTCCTATACCTTCACGGTAAAAGCAAAGGATGCCGCAGGCAATCTATCCGCA  1620 

              ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1561  CCAGGTACTTCCTATACCTTTACGGTAAAAGCAAAGGATGCCGCAGGCAATCTATCCGCA  1620 

 

Query  1621  GCTAGTAATAGCGTTACAGTAAGCACTACGGTTCAGCCGGGGGGAGATACCCAAGCACCA  1680 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1621  GCTAGTAATAGCGTTACAGTAAGCACTACGGTTCAGCCGGGGGGAGATACCCAAGCACCA  1680 

 

Query  1681  ACCGTGCCGACCAACCTCACATCAACTGCCAAAACCTCATCTACGATTACCCTTAGCTGG  1740 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  1681  ACCGTGCCGACCAACCTCACATCAACTGCCAAAACCTCATCTACGATCACCCTTAGCTGG  1740 

 

Query  1741  GCGGCCTCCGAGGACAACGTTGGTGTAACCGGGTATGAGGTATACAACGGAACTGCTTTG  1800 

             || ||||||  ||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1741  GCAGCCTCCACGGACAACGTTGGTGTAACCGGATATGAGGTATACAACGGAACTGCTTTG  1800 

 

Query  1801  GTGACAACCGTTAGTGGAACATCGGCAACTGTTACGGGCCTAACGGCAGACACCTCTTAT  1860 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1801  GTGACAACCGTTAGTGGAACATCGGCAACTGTTACGGGTCTAACGGCAGACACCTCTTAT  1860 

 

Query  1861  ACGTTTACAGTAAAAGCGAAGGATGCGGCAGGCAACCTGTCTGCTGCGAGCAGTGCCTTG  1920 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1861  ACGTTTACAGTAAAAGCGAAGGATGCGGCAGGTAACCTGTCTGCTGCGAGCAGTGCCTTG  1920 

 

Query  1921  ACGGTGAAAACCGAAGTGGGTACGACGAATCCCGGCGTCTCCGCTTGGCAGGCAAATACG  1980 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1921  ACGGTGAAAACCGAAGTGGGTACGACGAATCCCGGCGTCTCCGCTTGGCAGGCAAATACG  1980 

 

Query  1981  GCTTATGTCGTAGGGCAGCTGGTTACGTATAATGGAAAAACGTATAAATGCCTGCAATCC  2040 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1981  GCTTATGTCGTAGGGCAGCTGGTTACGTATAATGGAAAAACGTATAAATGCCTGCAATCC  2040 

 

Query  2041  CATACCTCCTTAACGGGGTGGGAGCCTTCCAATGTGGCTGCATTGTGGCAGCTTCAACCG  2100 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2041  CATACCTCCTTAACGGGGTGGGAGCCTTCCAATGTGGCTGCATTGTGGCAGCTTCAACCG  2100 

 

Query  2101  TAA  2103 

             ||| 

Sbjct  2101  TAA  2103 
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ภาพที่ 18 (ต่อ) ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับส่วน
ของยีน  chitinase type II gene ของเชื้อ  Paenibacillus xylanilyticus (Accession no. MN597082.1) ที ่
identity 98 เปอร์เซ็นต์ 
 

chitinase [Paenibacillus sp. 7516]  

Sequence ID: WP_095290735.1Length: 700Number of Matches: 1 

Range 1: 1 to 700GenPeptGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Positives Gaps 

1258 bits(3256) 0.0 685/700(98%) 694/700(99%) 0/700(0%) 

Query  1    MSYKAKPMDFkkvgkvllgvvlllsvIIPSFTLQSRTAEAADAYKIVGYYPAWAAYGRNY  60 

            MSYKAK MDFKKVGKVLLG+VLLLSVIIP+FT QSRTAEAADAYKIVGYYPAWAAYGRNY 

Sbjct  1    MSYKAKHMDFKKVGKVLLGLVLLLSVIIPTFTFQSRTAEAADAYKIVGYYPAWAAYGRNY  60 

 

Query  61   NVTDIDPTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWSCQNEKSQTINVPNGTIVLGD  120 

            NVTDIDPTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWSCQNEKSQTINVPNGTIVLGD 

Sbjct  61   NVTDIDPTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWSCQNEKSQTINVPNGTIVLGD  120 

 

Query  121  PWIDTGKQFAGDTWDQPYAGNINQLNKLKQVNPNLKTIISVGGWTWSNRFSDVAATSATR  180 

            PWIDTGKQFAGDTWDQPYAGNINQLNKLKQVNPNLKTIIS+GGWTWSNRFSDVAATSATR 

Sbjct  121  PWIDTGKQFAGDTWDQPYAGNINQLNKLKQVNPNLKTIISIGGWTWSNRFSDVAATSATR  180 

 

Query  181  EVFANSAVDFLRKYNFDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDAAEA  240 

            EVFANSAVDFLRKYNFDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDAAEA 

Sbjct  181  EVFANSAVDFLRKYNFDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDAAEA  240 

 

Query  241  VDGKEYLLTIASGASPTYAANTELANIASIVDWINIMTYDFNGAWQKISahnaplnadpa  300 

             DGKEYLLTIASGASPTYAANTELANIASIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHNAPLNADPA 

Sbjct  241  ADGKEYLLTIASGASPTYAANTELANIASIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHNAPLNADPA  300 

 

Query  301  aasaGVPDSNTFNVAAGAQGHLNAGVPAAKLVLGVPFYGRGWDGCAQANNGQYQTCSGGS  360 

            AASAGVPD+NTFNVAAGAQGHLNAGVPAAKLVLGVPFYGRGWDGCAQANNGQYQTCSGGS 

Sbjct  301  AASAGVPDTNTFNVAAGAQGHLNAGVPAAKLVLGVPFYGRGWDGCAQANNGQYQTCSGGS  360 

 

Query  361  SVGTWEAGSFDFYDLEANYINKNGYTRYWNDTAKVPFLYNASNKRFISYDDAESIGHKTA  420 

            S+GTWEAGSFDFYDLEANYINKNGYTRYWNDTAKVPFLYNASNKRFISYDDAESIGHKTA 

Sbjct  361  SIGTWEAGSFDFYDLEANYINKNGYTRYWNDTAKVPFLYNASNKRFISYDDAESIGHKTA  420 

 

Query  421  YIKSKGLGGAMFWELSGDRNKTLQNKLKSDLLTGGTVPPADTTAPSVPGNARSTGVTASS  480 

            YIKSKGLGGAMFWELSGDRNKTLQNKLKSDL TGGTVPPADTTAPSVPGNARSTGVTASS 

Sbjct  421  YIKSKGLGGAMFWELSGDRNKTLQNKLKSDLSTGGTVPPADTTAPSVPGNARSTGVTASS  480 

 

Query  481  VTLAWNASTDNVGVTGYNVYNGTSLVTFVTGTTATISGLASGTSYTFTVKAKDAAGNLSA  540 

            VTLAWNASTDNVGVTGYNVYNGTSLVT VTGTTATISGLASGTSYTFTVK+KDAAGNLSA 

Sbjct  481  VTLAWNASTDNVGVTGYNVYNGTSLVTSVTGTTATISGLASGTSYTFTVKSKDAAGNLSA  540 

 

Query  541  AsnsvtvsttvQPGGDTQAPTVPTNLTSTAKTSSTITLSWAASEDNVGVTGYEVYNgtal  600 

            ASNS+TVSTTVQPGGDTQAPTVPT+LTSTAKTSSTITLSWAAS DNVGVTGYEVYNGTAL 

Sbjct  541  ASNSITVSTTVQPGGDTQAPTVPTSLTSTAKTSSTITLSWAASTDNVGVTGYEVYNGTAL  600 

 

Query  601  vttvsgtsatvtgltaDTSYTFTVKAKDAAGNLsaassaLTVKTEVGTTNPGVSAWQANT  660 

            VTTVSGT+ATVTGLTADTSYTFTVKAKDAAGNLSAASSALTVKTEVGTTNPGVSAWQANT 

Sbjct  601  VTTVSGTTATVTGLTADTSYTFTVKAKDAAGNLSAASSALTVKTEVGTTNPGVSAWQANT  660 

 

Query  661  AYVVGQLVTYNGKTYKCLQSHTSLTGWEPSNVAALWQLQP  700 

            AYVVGQLVTYNGKTYKCLQSHTSLTGWEPSNVAALWQLQP 

Sbjct  661  AYVVGQLVTYNGKTYKCLQSHTSLTGWEPSNVAALWQLQP  700 

 

 

 

ภาพที่ 19 การเปรียบเทียบล้าดับของอะมิโนแอซิดของยีน chitinase ที่ได้จากการโคลนเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน NCBI 
ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับยีน chitinase [Paenibacillus sp.] (Accession No. WP_095290735.1) ที่ identity 98 
เปอร์เซ็นต ์
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014&from=1&to=700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=3DCDUP57014&id=WP_095290735.1&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=0:734&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014


40 

 

การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของ recombinant enzyme chitinase   

 การถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน chitinase เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือ
การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เปรียบเทียบการชักน้าการแสดงออกของยีนด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มข้น 3 mM 
เป็นเวลานาน 6 ชั่วโมง เก็บเซลล์ทุก 2 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบการ
แสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 โดยรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ chitinase ที่ได้มีขนาดประมาณ 74 กิโลดาล
ตัน ดังภาพที่ 9  

 

 
ภาพที่ 20  การแสดงออกของโปรตีน fusion protein (ลูกศรชี้) ที่ได้รับการชักน้าการแสดงออกของยีน 

ด้วย 3mM IPTG Lane M; protein marker Lane 1 - 4; E. coli BL21 (DE3) ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็น
เอสายผสมของยีน chitinase ที่ได้รับการกระตุ้นนาน 0, 2, 4, และ 6 ชั่วโมง ตามล้าดับ 
 

3. การทดสอบกิจกรรมของ crude protein โดยวิธี Bioassay technique 
การทดสอบกิจกรรมของ recombinant chitinase โดยวิธี Bioassay plate technique โดยใช้ crude 

protein หรือ crude enzyme ที่ได้จากการน้า recombinant E. coli ที่ได้รับการถ่ายยีน มากระตุ้นการท้างาน
ของยีนด้วย 3mM IPTG นาน 6 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาทดสอบในอาหารที่มี ไคตินเป็นองค์ประกอบ เปรียบเทียบกับ
ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ในปริมาตร 20 ไมโครลิตรเท่ากัน เมื่อน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง 
พบว่า เอนไซม์มีกิจกรรมที่ดีเมื่อเทียบกับชุดควบคุม E. coli BL21 (DE3) ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่งไม่พบกิจกรรม
การย่อยบนอาหารที่มไีคตินเป็นองค์ประกอบ ดังภาพที่ 21   

ส่วนการทดสอบกิจกรรมของ recombinant cellulase สามารถทดสอบในอาหารที่มีเซลลูโลสเป็น
องค์ประกอบ น้า recombinant E. coli ที่ได้รับการถ่ายยีน มาท้าการกระตุ้นการท้างานของยีนด้วย 3mM IPTG 
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นาน 6 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ในปริมาตร 20 ไมโครลิตรเท่ากัน เมื่อน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นย้อมด้วยสี congo red พบว่า เอนไซม์มีกิจกรรมที่ดีเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม E. coli BL21 (DE3) ที่ ไม่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่งไม่พบกิจกรรมการย่อยบนอาหารที่มี เซลลูโลสเป็น
องค์ประกอบ ดังภาพที่ 22   

 

 

ภาพที่ 21 เปรียบเทียบกิจกรรมของ recombinant chitinase (crude enzyme) ที่ได้จากการท้าพลาสมิดดีเอ็น

เอสายผสมของยีน chitinase โดยวิธ ีBioassay technique ในอาหารที่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ ที่สภาวะ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

 

ชุดควบคุม  
E. coli BL21 

recombinant cellulase 
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ภาพที่ 22 เปรียบเทียบกิจกรรมของ recombinant cellulase (crude enzyme) ที่ได้จากการท้าพลาสมิดดีเอ็น
เอสายผสมของยีน cellulase โดยวิธ ีBioassay technique ในอาหารที่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ ที่สภาวะ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนสจากดินบริเวณลุ่มน้้าปาย จ้านวน 4 แหล่ง 
ได้แก่ พ้ืนที่ป่าปลายน้้า พ้ืนที่เกษตรปลายน้้า พ้ืนที่เกษตรต้นน้้า และ พ้ืนที่ป่าธรรมชาติต้นน้้าบ้านแม่นะ ในช่วง
ฤดูกาลต่างๆ พบว่า สามารถคัดแยกจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนส บนอาหาร selective medium 
ที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลส และไคติน สามารถคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ได้ทั้งสิ้น 296 ไอโซเลท แบ่งเป็นจุลินทรีย์ที่
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส จ้านวน 198 ไอโซเลท และจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไคติเนส จ้านวน 98 ไอโซเลท  

การโคลนยีน chitinase สามารถเพ่ิมปริมาณในส่วนของยีน ที่มีขนาดประมาณ 2,103 bp เมื่อน้าไป
วิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิวคลีโอไทด์
ส่วนของยีน chitinase type II gene ของเชื้อ Paenibacillus xylanilyticus (Accession no. MN597082.1) 
ที่ identity 98 เปอร์เซ็นต์ เมื่อแปรรหัสเป็นล้าดับของกรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของ
ยีน chitinase (Paenibacillus sp.) (Accession No. WP_095290735.1) ที่ identity 98 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท้าการ
ทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของเอนไซม์ chitinase พบว่า รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ chitinase ที่ได้มี
ขนาดประมาณ 74 กิโลดาลตัน  

การโคลนยีน cellulase สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของยีน cellulase ที่มีขนาดประมาณ 1,500 
bp เมื่อน้าไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ส่วนของยีน endoglucanase gene ของเชื้อ Bacillus velezensis (Accession no. KY427020.1) ที ่
identity 99 เปอร์เซ็นต์ เมื่อแปรรหัสเป็นล้าดับของกรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน 
cellulase family glycosylhydrolase [Bacillus] (Accession No. WP_025851060.1) ที ่identity 99 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อท้าการทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของเอนไซม์ cellulase พบว่า รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ cellulase 
ที่ได้มีขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตัน ซึ่งตรวจพบกิจกรรมของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์  cellulase มีผลท้าให้ 
recombinant E. coli สามารถผลิตเอนไซม์ cellulase ได้ จึงเป็นแนวทางในการน้าไปใช้ประโยชน์ในด้านการเกษตร
ต่อไป   

 
 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. เชื้อ Bacillus velezensis ไอโซเลท 2CMC-1.1 และ Paenibacillus xylanilyticus ไอโซเลท 1Ch 2.4 
เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย cellulose และ chitin สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตเอนไซม์ 
cellulase และ chitinase ได้ด ี

2. รีคอมบิแนนท์ E. coli ของยีน cellulase และ chitinase สามารถน้าไปพัฒนาต่อยอดการพัฒนา
กรรมวิธีการผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ cellulase และ chitinase ให้มีประสิทธิภาพสูงยิ่งขึ้น เพ่ือเป็นแนวทางใน
การทดแทนสารชีวภาพ ในการประยุกต์ใช้ในด้านการเกษตร พลังงาน และอุตสาหกรรมอ่ืนๆที่เก่ียวข้องต่อไป  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN597082.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3D9NN9RJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095290735.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3DCDUP57014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427020.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=3DDJJVJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_025851060.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3DBB93WR014
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