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บทคัดยอ 
ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการศึกษาหนาท่ีของโดเมนจับไคตินที่ปลายเอ็นของเอ็นไซมไคติเนส เอ ของเช้ือ

แบคทีเรีย Vibrio harveyi โดยทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ขนาด 372 bp ท่ีถอดรหัสใหโดเมนจับไคติน

เรียกวา ChBDVhChiA ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 124 ตัว เขาไปในพลาสมิด pETBlue-1 ไดเปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นนํารี

คอมบิแนนทพลาสมิด pETBlue-1/ChBDVhChiA เขาสูแบคทีเรียเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21Turner 

(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดปริมาณมาก หลังจากทําบริสุทธ์ิโปรตีนดวยวิธี

ทางโครมาโตกราฟฟสองข้ันตอนคือ Ni-NTA affinity chromatography ตามดวย gel filtration chromatography 

ไดโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิประมาณ 10 mg ตอเช้ือแบคทีเรีย 1 ลิตร ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค CD  

spectroscopy และ FL spectroscopy พบวา ChBDVhChiA มีโครงสรางทุติยภูมิหลักเปน β-rich ซึ่งสอดคลองกับ

โครงสรางสามมิติที่ไดรายงานไวแลวและ ChBDVhChiA มีโครงรูปท่ีเหมาะสม การศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและ

ไคโตซานดวยเทคนิค polysaccharide binding assay พบวาเอ็นไซม VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไค

ตินไดทุกชนิดแตดวยความสามารถในการจับที่ไมเทากัน โดยเอ็นไซมทั้งโมเลกุลสามารถจับกับไคตินไดสูงกวาโดเมน

จับไคตินประมาณ 10 เทา การท่ี ChBDVhChiA จับกับไคโตซานไดนอยมากแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน N-acetamido ท่ี

ตําแหนง C2 ของวงแหวนนํ้าตาล GlcNAc มีความสําคัญอยางย่ิงตอสัมพรรคภาคการจับ การวิเคราะหคาคงที่การแตก

ตัวของการจับ (Kd) แสดงสัมพรรคภาพของการจับของ ChBDVhChiA จากมากไปนอยดังนี้ colloidal β chitin > 

colloidal α chitin >  crystalline β chitin > crystalline α chitin >> chitosan นอกจากนี้ผลการวิเคราะห

ดวย 1H-15N  HSQC NMR spectroscopy แสดงใหเห็นวา ChBDVhChiA  ไมมีสัมพรรคภาคตอน้ําตาลสายสั้น โดย

สรุปงานวิจัยครั้งน้ีไดคนพบวา ChBDVhChiA มีหนาที่จับกับไคตินสายยาวและหมูฟงกชัน  C2-N-acetamido บนหนวย

น้ําตาล GlcNAc เปนตัวกําหนดสัมพรรคภาพในการจับของ ChBDVhChiA กับสายไคติน 
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ABSTRACT 

 

In this study, we carried out functional characterization of the chitin binding domain of Vibrio 

harveyi chitinase A. The ChBD gene fragment of 327 bp encoded the chitin binding domain, 

namely ChBDVhChiA, with 124 amino acids was successfully cloned into pETBlue-1 expression 

vector. The construct pETBlue-1/ChBD was then transformed into E. coli 

BL21Turner(DE3)pLacI host cells. The transformed E. coli cells were shown to produce high 

level of the recombinant protein and after two-step purification using Ni-NTA affinity 

chromatography, followed by gel filtration chromatography, 10 mg of the purified protein 

per one liter of bacterial culture was obtained. Secondary structure analysis by CD 

spectroscopy and FL spectroscopy showed that the ChBDVhChiA domain is β-strand rich, 

corresponding to the 3D-structure reported previously and folded properly. Studies of 

binding properties using polysaccharide binding assay showed that both VhChiA and 

ChBDVhChiA bound to all tested chitin, but with different binding capacities. The intact enzyme 

exhibited the binding activity about 10 fold greater than that of the truncated domain. The 

ChBDVhChiA showed slight binding activity against chitosan, which reflected that the functional 

C2-N-acetamido groups on the GlcNAc rings are crucial for the binding affinity of this domain. 

Analysis of the binding dissociation constant (Kd) indicated the strength of the binding affinity 

of ChBDVhChiA following the order: colloidal β chitin > colloidal α chitin >  crystalline β chitin > 

crystalline α chitin >> chitosan. In addition, the analytical results obtained from 1H-15N  HSQC 

NMR spectroscopy showed that ChBDVhChiA  had not affinity towards short-chain sugars. In 

conclusion, this research uncovered the physiological function of the chitin binding domain of 

VhChiA to be responsible for interacting with long-chain chitin and the C2-N-acetamido 

functionality on the GlcNAc units determines the affinity of binding between the ChBDVhChiA domain 

and the chitin chain.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 

 

 

 

สารบัญ 
หนา 

กิตติกรรมประกาศ            ก 

บทคัดยอภาษาไทย                  ข 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ                ค 

สารบัญ                 ง 

สารบัญภาพ                 จ 

สารบัญตาราง                ฉ 

บทที่  1 บทนํา  

ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวิจัย               1 

วัตถุประสงคของการวิจัย                  5 

ขอบเขตของการวิจัย                 6 

ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย                 6 

บทที่  2 วิธีดําเนินการวิจัย                 7 

บทที่  3 ผลการวิจัยและขอวิจารณ               10 

บทที่  4 บทสรุป 

สรุปผลการวิจัย                 19 

ขอเสนอแนะ               19 

บรรณานุกรม            20 

ภาคผนวก  

 ก ผลงานเผยแพร                    23 

 ข ประวัติผูวิจัย                 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



จ 

 

 

 

สารบัญภาพ 

          หนา 

รูปที่ 1.1 วิถีการสลายการใชไคตินโดยแบคทีเรีย         2 

รูปที่ 1.2 โครงสรางสามมิติของ VhChiA          4 

รูปที่ 1.3 แบบจําลองโครงสรางสามมิติของไคตเินส เอ จากแบคทีเรีย V. harveyi           5 

ที่แสดงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ีบริเวณดานนอกโมเลกุลของไคติเนส 

รูปที่ 3.1 การวิเคราะหโครงสรางของเอ็นไซม VhChiA       10 

รูปที่ 3.2 แผนภาพแสดงการโคลนช้ินสวนของยีน ChBD เขาไปใน pETBlue-1 expression vector   11 

รูปที่ 3.3 Agarose gel electrophoresis แสดง PCR product ของ ChBDVhChiA    12 

รูปที่ 3.4 การทําบริสุทธ์ิโดเมนจับไคติน ChBDVhChiA        13 

รูปที่ 3.5 สเปคตรมัของ ChBDVhChiA ท่ีวิเคราะหดวย circular dichroism (CD) spectroscopy  13 

รูปที่ 3.6 การวิเคราะหโครงสรางทุติยภูมิดวยวิธี FL spectroscopy     14  

รูปที่ 3.7 การจับกับไคตินและไคโตซานของ VhChiA และ ChBDVhChiA     15 
รูปที่ 3.8 กราฟแสดงผลของ pH ตอความสามารถในการจับของ VhChiA และ ChBDVhChiA    16 

กับ colloidal β-chitin   

รูปที่ 3.9 รูปแสดงการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินชนิดตาง ๆ และไคโตซาน    16 

รูปที่ 3.10 แผนภาพแสดงสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA ที่ซอนทับกับสเปคตรัมของ    18 
1H-15N ChBDVhChiA/(GlcNAc)5 complex 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 

 

 

 

สารบัญตาราง 

หนา 

ตารางท่ี 3.1 คาจลนพลศาสตรของการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินและไคโตซาน     17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

บทที่  1 

บทนํา 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

ไคติน (chitin) เปนชีวโพลีเมอรสายตรงประกอบดวยน้ําตาลหนวยยอย ๆ ของ N-acetyl glucosamine มา

เรยีงตอกันดวยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ β1→4 ไคตินจัดเปนองคประกอบหลักในโครงสรางภายนอกของ

สิ่งมีชีวิตชั้นต่ําตาง ๆ ไดแก กุง ปู แมลง และองคประกอบหลักของเสนใยเชื้อราเกือบทุกชนิด ในธรรมชาติพบไค

ตินปริมาณมากที่สุดเปนอันดับที่สองรองจากเซลลูโลส โดยมีการประมาณปรมิาณของไคตินที่ถูกสรางขึ้นโดย

สิ่งมีชีวิตในโลกนี้มีมากถึง 1 หมื่นลานตันตอป (Gooday, 1994) ดังนั้นจึงไดมีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพ่ือนํา

ไคตินไปใชใหเกิดประโยชนทั้งทางดานการแพทย การเภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ํา

เสีย และอื่น ๆ  เนื่องจากไคตินไมสามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ดังนั้นไคตินจึงจัดเปนกากของเสยีปริมาณ

มากที่ถูกปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตและแปรรูปอาหาร เชน อาหารทะเลแชแข็ง อาหารทะเลอัด

กระปอง เปนตน กากของเสียนี้ไดกอใหเกิดปญหามลภาวะกับสิ่งแวดลอมขางเคียงเปนอยางมาก ดังนั้นจึงมี

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการยอยสลายไคตินพื่อนําผลิตผลท่ีไดไปใชใหเกิดประโยชน เชน เปนแหลง

อาหารในภาคเกษตรกรรมการเลี้ยงสัตว เชน กุง ปลา หมู ในขณะนี้การยอยสลายไคตินโดยการใชเอ็นไซมเปนที่

ไดรับความสนใจเน่ืองจากมีขอดีหลายประการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทางเคมี ทั้งในแงของการประหยัดคาใชจาย 

ปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดรวดเร็วและสมบูรณและไมกอใหเกิดสารพิษตกคางหลังปฏิกิริยาการยอยสลาย ในธรรมชาติไค

ตินถูกยอยสลายดวย chitinolytic bacteria โดยแบคทีเรียกลุมนี้หลั่งเอ็นไซมไคติเนส (EC3.2.1.14) ออกมายอย

ไคตินใหเปนน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดสายสั้นๆ ซึ่งจะถูกยอยตอไปจนไดผลิตผลสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุลคู

ที่เรียกวาไคโตไบโอสหรือ (GlcNAc)2 ที่จะถูกสงเขาสูเซลลผานชองที่ผนังเซลลที่เรยีกวาไคโตพอริน ขั้นตอนตอมา

แบคทีเรยีจะสรางเอ็นไซมเอ็นอะซิทิลกลูโคซามินิเดส (EC 3.2.1.52) ใน periplasm มายอยน้ําตาลโมเลกุลคูให

เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือเอ็น-อะซิติลกลูโคซามีนหรือ (GlcNAc) ซึ่งจะถูกเปลี่ยนใหเปนกลูโคซามีนโดยปฏิกิริยา 

deacetylation โดยเอ็นไซม deacetylase น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนี้จะถูกนําเขาสูเซลลแลวถูกเปลี่ยนเปนรูป 

glucosamine-phosphate และถูกเมทาบอไลทตอไปในวิถีไกลโคไลซีสของแบคทีเรียแลวสรางเปนพลังงาน ATP 

ในกับเซลล รูปที ่1.1 แสดงวิถีการสลายไคตนิที่ตองการเอ็นไซมไคติเนสและไคโตไบเอส  
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รูปที่ 1.1 วิถีการสลายการใชไคตินโดยแบคทีเรีย (แหลงที่มา: Sylvia et al., 2005) 

 

ตามหลักเกณฑที่เสนอโดย Henrissat (Henrissat & Bairoch, 1993) ที่อาศัยความใกลเคียงของ

ลําดับของกรดอะมิโนเปนหลัก ไดจําแนกเอ็นไซมไคติเนสออกเปน 2 กลุม คอื (1) ไคติเนสแฟมิลี 18 พบใน

สิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตแบคทีเรยี ไปจนถึงพืชและสัตว เอ็นไซมในกลุมนี้โครงสรางหลักคือมีบริเวณเรง

ประกอบดวย 2 motifs มาประกอบเปนโดเมนเรงปฏิกิริยาที่เรียกวา (α/β)8-TIM barrel domain และมี

กลไกการเรงปฏิกิริยาแบบ ‘substrate-assisted’ mechanism (Papanikolau et al., 2001; Bortone, 

et al., 2002; Sasaki et al., 2002) และ (2) ไคติเนสแฟมิลี 19 พบเฉพาะในพืชและแบคทีเรียแกรมบวก 

เชน Streptomyces spp. (Cohen-Kupiec & Chet 1998; Ohno et al., 1996) ลักษณะของเอ็นไซมไค

ติเนสในกลุมนี้คือมีบริเวณเรงเปนแบบ bilobal α+β folding motif และมีกลไกการเรงปฏิกิริยาแบบ 

‘inversion hydrolytic’ mechanism (Robertus & Monzingo, 1999) 

เชื้อแบคทีเรียในทะเล (marine bacteria) แฟมิลี Vibrionaceae เปนแบคทีเรยีที่ผลิตเอ็นไซมไค

ติเนส เอ ซึ่งเปนสมาชิกของไคติเนสแฟมีลี 18 ในปริมาณมาก แบคทีเรียกลุมนี้จะผลิตและหลั่งเอ็นไซมออก

นอกเซลลเพื่อยอยสลายไคตนิที่เปนองคประกอบของเศษซากทับถมจากเปลือกกุง เปลือกปู สาหราย และได

อะตอม เปนตน แลวสรางเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เปนแหลงพลังงานหลักใหกับเซลลแบคทีเรยีเอง 
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(Yu et al. 1991; Montgomery & Kirchman, 1993; Bassler et al., 1991) ดังนั้นแบคทีเรียเหลานี้ถือวา

เปนแหลงเอ็นไซมไคนิเนสท่ีสามารถนํามาประยุกตใชในขบวนการยอยสลายทางชีวภาพของกากไคตินไดเปน

อยางดี มีงานวิจัยหลายชิ้นรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีและชีววิทยาเชิงโมเลกุลและองคประกอบ

ของยีนไคติเนสในแบคทีเรีย (Watanabe et al., 1990) และมีการศึกษาเกี่ยวกับโครงสรางสามมิติของ

เอ็นไซมไคติเนส เอ ในแบคทีเรยีชนิดตาง ๆ เชน Serratia marcescens (Perraki et al., 1994) และ 

Bacillus circulans (Watanabe et al., 2001) การรูโครงสรางสามมิติทําใหเขาใจกลไกการทํางานการของ

เอ็นไซมโดยละเอียดและเปนแนวทางในการกลายพันธุเอ็นไซมใหไดโมเลกุลใหม ๆ ที่มีคุณสมบัติที่เหมาะสม

ในการนําไปใชประโยชน เชน การพัฒนาวัคซนีปองกันโรคติดเชื้อรา (Wang et al., 1997; Lorito et al., 

1998) การพัฒนาปรับปรุงสายพันธุพืชเศรษฐกิจตาง ๆ ไดแก ขาว ขาวโพด ถั่ว ออย ใหมีคุณสมบัติในการ

ตอตานโรคราตาง ๆ และทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน การกําจัดกากของเสียไคตนิและนําผลิตผลจากการยอย

ไคตินไปใชประโยชนทางดานการแพทยและการเกษตร  

ในการศกึษากอนหนานี้ผูวิจัยคนพบเชื้อแบคทีเรียในทะเลสายพันธุ V. carchariae (ตอมาไดมีการ

จําแนกเชื้อนี้เปน V. harveyi) ทีผ่ลิตเอ็นไซมไคตเินส เอ เรียกวา VhChiA ในปริมาณมาก (Suginta et al., 

2000; Suginta, 2007) การศกึษาโครงสรางและหนาที่พบวาเอ็นไซมนี้ประกอบดวยหนวยยอยเดียวมี

น้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 63 kDa เอ็นไซม VhChiA มีลักษณะเปนเอ็นโดไคติเนสโดยสลายพันธะไกลโคซิดิกที่

ตําแหนงตาง ๆ ภายในสายไคตินโพลีเมอรใหไดผลิตผลคือไคโตโอลิโกเมอรที่มีความยาวตั้งแต 2-6 หนวย 

และผลิตผลของการยอยสุดทายคือไคโตไบโอส จากการศกึษาคุณสมบัติทางจลศาสตรของเอ็นไซมพบวามีสัม

พรรคภาพ (affinity) ตอไคโตโอลิโกแซคคารไรดสายยาวเนื่องจากบริเวณเรงของเอ็นไซมมีบริเวณจับกับ

น้ําตาล GlcNAc ไดหกหนวยยอย (Suginta et al., 2005)  สวนการศึกษาทางโครงสรางพบวาเอ็นไซม V. 

harveyi chitinase มโีครงสรางคลายไคติเนสจาก Serratia marcescens (SmChiA) (Perrakis et al., 

1994; Songsiriritthigul et al., 2008) ที่ประกอบดวย 1) โดเมนจับไคติน (ChBD) ที่ดานปลาย N-

terminus มีลักษณะเปน β-rich fold (กรดอะมิโนที่ 22-138) ตอดวย hinge ตั้งแตกรดอะมิโน 139-159 

ที่เชื่อมกับโดเมนที่ 2 คือ โดเมนเรงปฏิกิริยา (CatD) ที่มีลักษณะเปน (α/β)8 TIM barrel ที่ประกอบดวย

สายบีตา 8 สาย (B1-B8) และเกลียวอัลฟาอีก 8 สาย (A1-A8) โดเมนนี้แยกออกเปนสองสวนคือ CatI 

(กรดอะมิโนที่ 548-588) และ CatII (160-460) โดย CatI และ CatII ถูกแทรกดวยโดเมนเล็กที่ประกอบดวย 

α+β fold (กรดอะมิโนที่ 461-547) สวนบรเิวณเรงมีตําแหนงที่ conserve ที่เรยีกวา DxxDxDxE motif 

โดยมีกรดอะมิโนเรงปฏิกิริยาคือ Glu315 อยูที่ตําแหนงทายสุดของ motif นี้ โครงสรางสามมิติของ VhChiA 

แสดงในรปูที่ 1.2 
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รูปที่ 1.2 โครงสรางสามมิติของ VhChiA (Songsiriritthigul et al., 2008)  

 

การศึกษาโครงสรางเชิงซอนของ VhChiA กลายพันธุ E315M กับน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสพบวา

น้ําตาลจับไดเต็มที่ในบรเิวณเรงโดยมีโครงสรางแบบงอ ซึ่งอธิบายวาบริเวณเรงของเอ็นไซมมีมีลักษณะเปน

รองยาวลึกและมีบริเวณจับกับน้ําตาลหกตําแหนงคือ (-4)(-3)(-2)(-1)(+1)(+2) งานวิจัยที่เกี่ยวของจาก

เอ็นไซมไคติเนส เอ ของ Serratia marcescens (SmChiA) พบวากรดอะมิโนหลายตัวที่บริเวณเรงของ

เอ็นไซมมีลักษณะ conserved และไมมีขั้ว ไดแก Typ167, Tyr170, Typ275, Phe396, Tyr418 และ 

Typ539 จากโครงสรางสามมิติของ SmChiA พบวากรดอะมิโนเหลานี้มีทําหนาที่จับกับสับสเตรท (Aronson 

et al., 2003)  สวนงานวิจัยเกี่ยวกับ VhChiA ไดทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่บริเวณเรงคอื Trp168 Tyr171 

Trp275 Trp397 และ Trp570 โดยเทคนิค site-directed mutagenesis ใหได single mutant 5 ตัวคือ 

W168G Y171G W275G W397Fและ W570G มี double mutant 1 ตัว คือ W397F/W570G) มี triple 

mutant 1 ตัวคือ W397F/W570G/ W275G และมี quadruple mutant 1 ตัวคือ 

W397F/W570G/W275G/Y171G กรดอะมิโนเหลานี้จัดเรียงอยูในบริเวณจับกับสับสเตรททั้งสิ้น (Suginta 

et al., 2007) การทดสอบหาคา specific hydrolyzing activity ของไคติเนสกลายพันธุ พบวามีเอ็นไซม

กลายพันธุตัวเดียวคือ W397F ที่ใหคาแอคติวิตี้สูงกวาเอ็นไซมดั้งเดิมสวนเอ็นไซมกลายพันธุอื่นมีคาแอคติวิตี้

ลดลงอยางมาก การวิเคราะหหาน้ําตาลผลิตผลที่สรางขึ้นโดยวิธี TLC พบวาเมื่อกรดอะมิโนที่ตําแหนงรีดวิซ 

Trp275 ถูกเปลี่ยนเปน  Gly และ Trp397 เปลี่ยนเปน Phe ทําใหรูปแบบการสลายน้ําตาลสายสั้นเปลี่ยนไป

อยางสิ้นเชิงแสดงวากรดอะมิโนทั้งสองมีความสําคัญตอการเลือกจับของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด 

ไดมีการตั้งสมมติฐานวาในรายงานวิจัยอื่น ๆ วาโดเมนจับไคติน (chitin binding domain, ChBD) 

ของไคติเนสมีความสําคัญตอการนําไคตนิสายยาวเขาสูบริเวณเรง ดังนั้นโดเมนนี้นาจะมีกรดอะมโินที่ผิวที่ทํา
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หนาที่จับกับสายไคตนิได (Hult et al., 2005; Imai et al., 2002; Sonsiriritthigul et al., 2008) งานวิจัย

ตอมาของผูวิจัยไดวิเคราะหโครวสรางสามมิติของเอ็นไซม VhChiA เทียบกับเอ็นไซม SmChiA และBcChiA1 

พบวามีกรดอะมิโนที่ conserved ที่ผิวของโดเมน ChBD คือ  Ser33 Trp70 Trp231 และ  Tyr245 โดยที่

กรดอะมิโน Trp70 จะอยูนอกสุดและ Trp231 จะอยูดานในสุดของโดเมนติดกับปลายดานรีดิวซ (รูปที่ 1.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.3 แบบจําลองโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากแบคทีเรีย V. harveyi ที่แสดงตําแหนงของ

กรดอะมิโน Ser33 Trp70 Trp231 และ Tyr245 ที่บริเวณดานนอกโมเลกุลของไคติเนส (แหลงที่มา 

Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 

การทดลองศึกษาผลของการกลายพันธุตอการจับกับสับสเตรทโดยวิธี polysaccharide binding 

assay พบวาเอ็นไซมกลายพันธุ W70A จับกับ colloidal chitin ไดนอยที่สุด สวนเอ็นไซม W231A จับไค

ตินไดมากที่สุดโดยเอ็นไซมที่ศึกษาทั้งหมดมีลําดับของการจับไคตินเมื่อเทียบกับไคติเนสดั้งเดมิดังนี้คือ

W231A>S33W >WT≅ W231F>S33A>Y245W>W70A ผลการทดลองการดังกลาวไดขอสรุปวา Trp70 

ซึ่งอยูที่ปลายดานเอ็นของโดเมนจับไคตินมบีทบาทสําคัญตอการจับกับไคตนิสายยาว สวนกรดอะมิโน 

Trp231 และ Tyr245  ซึ่งอยูใกลกับโดเมนเรงปฏิกิริยาชวยในการสลายแตไมมีผลตอการจับกับไคตินสาย

ยาว  

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือทําการโคลน ทําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์ของโดเมนจับไคตินรูปธรรมชาติของแฟมิลี-18 ไค

ติเนสของ V. harveyi ในระบบ E. coli 

2. เพ่ือศกึษาหนาที่ในการจับไคตินของโดเมนจับไคตินรูปธรรมชาติ 

3. เพ่ือศกึษาโครงสรางของโดเมนจับไคตนิรูปธรรมชาติโดยวิธี CD/FL spectroscopy 
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1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีขอบเขตเร่ิมตนดวยการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่สรางโดเมนจับไคตนิจากเอ็นไซมไคติเนส ของ

แบคทีเรยี V. harveyi ดวยเทคนิค PCR เขาสู expression vector ชนดิตาง ๆ เชน pET series หรือ pQE 

series แลงทาํการแสดงออกของโดเมนจับไคตินใน E. coli สายพันธุที่เหมาะสม หลังจากทําการตรวจสอบ

ความถูกตองของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดแลว การทดลองในขั้นตอนตอมาคือการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

แสดงออกของยีนเพื่อผลิตรีคอมบิแนนโปรตีนในปริมาณมาก ๆ หลังจากนั้นเปนขั้นตอนของการทําบริสุทธ์ิ

โดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟ ในขั้นตอนสุดทายคือการศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตรของการจับกับไค

ตินและไคโตโอลิโกแซคคารไรดโดยเทคนิค polysaccharide binding assay และการหาโครงสรางทุติยภูมิ

ของโดเมนจับไคตนิโดยวิธี CD/FL spectroscopy 

1.4.ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1. เปนองคความรูใหมในการวิจัยเนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมผีูใดดําเนินงาน 

มากอน ผลงานวิจัยสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติและเผยแพรในรูป 

โปสเตอรหรือการบรรยายในที่ประชุมระดับชาติได 

2. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาเคมี มหาวิทยาลัย 

เทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีท่ีจะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง

ระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอื่น ๆ ในประเทศไทย 

3. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยสอดคลองกับแนวทางการพัฒนากระบวนการ 

สลายไคตินโดยวิธีทางชีวภาพ ซึ่งมุงเปาไปยังกระบวนการผลิตที่มีใหคุณคาทางการคาสูง 

หนวยงานที่จะนาํผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. หนวยงานภาครัฐที่ทํางานเกี่ยวของกับการเกษตร เชน กรมพัฒนาสงเสริมการเกษตร 

2. หนวยงานภาคอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับการกําจัดมลภาวะที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดลอม 

3. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

2.1. การโคลนยีน 

ทําการโคลนชิ้นสวนของยีนที่ผลิตโดเมนจับไคตินของเอ็นไซมไคติเนส เอ โดยวิ ธี  PCR 

amplification โดยใชยีน ChiA ที่แยกออกมาไดจากเชื้อ V. harveyi ที่ไดทําการศึกษามากอนหนานี้แลว

เปนดีเอ็นเอตนแบบ (Pantoom et al., 2009) ยีนท่ีโคลนประกอบดวยกรดอะมิโน histidine หกตัวตาม

ดวยกรดอะมิโน Ala22-His138 เรียกชิ้นสวนของยีนที่โคลนวา ChBDVhChiA สวน โอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชเปน

ไพรเมอรในการทํา PCR มีลําดับดังนี้ 5’-ATGCACCATCACCATCACCATGCTCCAACCGCACCAAGTAT 

CGATATG-3’ สําหรับ forward primer และ reverse primer มีลําดับดังนี้ 5’-TTAGTGTGAG 

CCGTCTGTATCTG-3’ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนที่จะถูกสังเคราะหเปน hexahistidine tag หลังจาก

นั้นนํา PCR product มาเชื่อมโดยตรงเขากับพลาสมิด pETBlue-1 expression vector สรางเปนรีคอม

บิแนนทพลาสมิดที่เรียกวา pETBlue-1/ChBDVhChiA แลวนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน E. 

coli สายพันธุ DH5α ตอจากนั้นทําการตรวจสอบวายีนที่โคลนเขาไปถูกตองหรือไมโดยวิธี colony PCR 

โดยใชไพรเมอรคูเดิม ตอจากนั้นทําการสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดออกมาแลวสงหาลําดับนิวคลีโอไทด

ของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดโดยวิธี  automated DNA sequencing (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA) 

อีกครั้งหนึ่ง 

2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์โปรตีน   

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ผานการทดสอบวามีชิ้นของยีน ChBD ที่ถูกตองมา transform เขาไป

ใน E. coli สายพันธุ BL21 Turner (DE3)pLacI แลวเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ประกอบดวย LB และ 

100 μg.mL-1 ของ ampicillin (LB/Amp) เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่ 37oC วันตอมาทําการเลือกโคโลนีเดี่ยวที่

สมบูรณมาเลี้ยงตอในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 10  mL เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่ 37oC หลังจากนั้นทํา

การถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 4x500 mL โดยใชอัตราสวน 1:100 (เชื้อ:อาหารเลี้ยงเชื้อ) 

เลี้ยงเชื้อที่ 37 oC จนได OD600 ประมาณ 0.6-1.0 ทําการเหนี่ยวนําเซลลใหสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนดวย

การเติม 1.0 mM isopropyl thio-beta-D-galactoside (IPTG) ที่ 20 oC เปนเวลา 16 ชั่วโมง  หลังจากนั้น

ปนเก็บเซลลดวยความเร็ว 6,500 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 oC ทําการละลายเซลลดวย 30 mL ของ

solubilizing buffer (20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride 

(PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme) ตอจากนั้นทําการสลายเซลลที่ 0-4 oC ดวยเทคนิค ultrasonication 

(หัว probe ขนาด 1.5 cm; 50% duty cycle; คาความแรงของแอมปริจูด 30%; เวลา 30 s; 10 ครั้ง) แลว

ปนแยกเอาเศษเซลลออกดวยความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 40 นาที นําสวนใสที่ไดหลังการปน
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มาผานการทําบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโตรกราฟฟแบบจับจําเพาะโดยใช Ni-NTA agarose resin เปนตัวจับ 

หลังจากนั้นลางคอลัมนดวย 10 mM imidazole ตามดวย 20 mM imidazole แลวทําการชะเอาโปรตีนที่

จับอยูกับ Ni2+ ดวย 250 mM imidazole นํา fraction ที่มีรีคอมบิแนนทโปรตีนมารวมกันแลวทําบริสุทธ์ิ

ดวยวิธีโครมาโตกราฟฟแบบเลือกขนาดโดยการผานตัวอยางโปรตีนลงในคอลัมน  HiPrep 16/60 

Sephacryl S-100 HR column ที่ตอกับเครื่อง AKTAPrime FPLC purifier system (GE Healthcare, 

Munich, Germany) หลังจากนั้นนํา fraction ที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของโปรตีนดวยวิธี SDS-

PAGE แลวจึงทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีน ChBDVhChiA ขนาด 14 kDa เขาดวยกันแลวนํามาผาน 

membrane filtration (Mr 10 000 cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) เพื่อทําใหโปรตีน

เขมขนขึ้น  ทําการวัดหาความเขมขนของโปรตีนดวยการวัดการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 

nm (A280) แลวนําโปรตีนมาศึกษาหรือเก็บที่ -80°C ใน 15% (w/v) กลีเซอรอล จนกวาจะนํามาใชงาน

ตอไป 

2.3. การศึกษาโครงสรางทุติยภูมิโดยวิธี Circular dichroism (CD) spectroscopy 

ทาํการหา CD spectra ของโปรตีนที่ผลิตไดจากเคร่ือง Jasco J-720 spectrometer ที่อุณหภูมิ 

25°C ใช quartz cuvette ปริมาตร 700 µL มี path length เทากับ 1 mm ทําการ scan หา CD 

spectrum ที่ชวงความยาวคลื่น 200-260 nm ความเขมขนของ ChBDVhChiA ที่ใช 10 μM  ทําการ 

normalize CD spectra ของโปรตีนตัวอยางดวย CD spectreum ของ 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 แลว

แปลงขอมูลดิบที่ไดใหเปนคา mean residue molar ellipticity (MRE) โดยใชสมการขางลาง 

[θ] = m◦/([protein]M · l · n) 

โดยที่ [θ] คือ MRE ในหนวย deg· cm2/dmol คา n คือจํานวนของกรดอะมิโนในสายโพลีเพป

ไทด คา m° คือคา ellipticity ที่วัดได คา M  คือน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน และคา l คือคาระยะทางที่แสง

ผานในหนวย centimeters จากชิ้นสวนของยีนที่โคลนไดจะสรางสายโพลีเพปไทดของโดเมน ChBDVhChiA ที่

มีจํานวนกรดอะมิโนทั้งหมด 124 ตัว 

2.4. การศึกษาการเปลี่ยนโครงรูปของโปรตีนโดยวิธี Fluorescence (FL) spectrophotometry 

ทําการศึกษาโครงรูปของโปรตีน ChBDVhChiA โดยวิธี fluorescence spectroscopy ดวยเคร่ือง 

LS-55 fluorescence spectrometer (Perkin-Elmer, Bangkok, Thailand) โดยใสสารละลายโปรตีน

ปริมาตร 500 µL ที่ประกอบดวย 14 µg ของ ChBDVhChiA ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM Tris-HCl 

pH 8.0 ลงใน quartz cuvette วัดหาการเปลี่ยนแปลงคา intrinsic tryptophan fluorescence intensity 

โดยตั้งคา excitation wavelength เปน 295 nm และคา emission wavelength ใหอยูในชวง 300-500 

nm คาความกวางของ emission slit เทากับ 5 nm และตั้งคาอุณหภูมิในการวัดเทากับ 25oC หลังจากนั้น

นําสเปคตรัมของ native protein มาเปรียบเทียบกับสเปคตรัมของโปรตีนที่ทําใหเสียสภาพโดยการตมที่ 
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100 oC เปนเวลา 10 นาทีหรือการเติม 8 M urea ทําการหักลางคา fluorescence intensity ของโปรตีน

ทั้งชุดขอมูลดวยคาของบัพเฟอรแลววิเคราะหผลการทดลอง 

2.5. การทํา polysaccharide binding assay 

ทําการทดลองศึกษาความสามารถในการจับของโดเมน ChBDVhChiA กับไคตินชนิดตาง ๆ ไดแก 

colloidal α chitin, colloidal β-chitin, crystalline α chitin, crystalline β-chitin และ crystalline 

chitosan โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกับเอ็นไซม VhChiA ดั้งเดิม ในปฏิกิริยาปริมาตร 500 μL 

ประกอบดวย 10% (w/v) chitin และ 5 µg VhChiA หรือ 50 µg ChBDVhChiA ในสารละลายบัพเฟอร 100 

mM sodium acetate, pH 5.0 ทําการบมปฏิกิริยาที่ 0°C ในกระติกน้ําแข็งพรอมกับการเขยาที่ 700 rpm 

เมื่อเวลาผานไปที่ 0, 2.5, 5, 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที ทําการปนเก็บตะกอนที่ประกอบดวยเอ็นไซมที่

จับกับไคติน (chitin-bound enzyme หรือ Eb) โดยใชความเร็วในการปนที่ 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4° 

และเวลา 10 นาที และสวนใสเปนสวนของเอ็นไซมที่ไมจับกับไคติน (free enzyme หรือ Ef) ทําการหา

ความเขมเขนของเอ็นไซมในสวน Ef ดวยวิธีของ Bradford (1976)  สวนการทดลองหาคา binding 

isotherm ทําการทดลองเหมือนขางบนแตใชความเขมเขนของโปรตนีในปฏิกิริยาตางกันตั้งแต 0-5 μM 

2.6. การศึกษาผลของ pH ตอปฏิกิริยาการจับกับไคตินสายยาว 

ปฏิกิริยาปริมาตร 500 μL ประกอบดวย 10% (w/v) colloidal β-chitin และ 5 µg ของ 

VhChiA หรือ 50 µg ของ ChBDVhChiA ใน citric acid/sodium phosphate buffer โดยปรับ pH ของ

สารละลายใหอยูในชวง 3-8 ทําการบมปฏิกิริยาบนน้ําแข็ง และเขยาใหเขากันดวยความแรง 700 rpm เปน

เวลา 1h หลังจากนั้นปนตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 rpm นําสวนใสมาวัดหาปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู

ในแตละคา pH ที่ทดสอบ 
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บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 

3.1. การวิเคราะหโครงสรางของเอ็นไซม 

ในขั้นตอนแรกทําการวิเคราะหองคประกอบของสายโพลีเพปไทดที่สรางจากยีน ChiA ในจีโนมของ

เชื้อแบคทีเรียในทะเล Vibrio haveyi พบวาโปรตีนมีจํานวนกรดอะมิโนทั้งสิ้น 158 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 

62.7 kDa (Suginta et al., 2004) ภายในสายโพลีเพปไทดประกอบดวย 5 สวนคือ 1) signal sequence 

อยูดานปลายเอ็น (กรดอะมิโนที่ 1-21); 2) โดเมนจับไคติน ChBD (กรดอะมิโนที่ 22-138); 3) สวนของ hint 

(กรดอะมิโนที่ 139-158); 4) โดเมนเรงปฏิกิริยา CatD (กรดอะมิโนที่ 159-588); และ 5) โดเมนขนาดเล็ก

หรือ α+β small insertion domain ที่แทรกระหวางกลางโดเมนเรงปฏิกิริยา (กรดอะมิโนที่ 461-547) 

ดังแสดงในรูปที่ 3.1A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1. การวิเคราะหโครงสรางของเอ็นไซม VhChiA 

(A) โครงสรางของยีน ChiA ประกอบดวยสวนท่ีถอดระหัสเปน signal peptide (SP) โดเมนจับไคติน 

(ChBD) โดเมนเรงปฏิกิริยา (CatD) และโดเมนแทรก α+β insertion 

(B) แผนภาพแสดงการเคลื่อนตัวของเอ็นไซม VhChiA บนแผนไคตินและการนําไคตินสายเดี่ยวเขาสูบริเวณ

เรงของเอ็นไซม 
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สวนรูปที่ 3.1B แสดงโครงสรางสามมิติแบบผิว (surface representation) ของเอ็นไซม VhChiA จาก

รูปแสดงสมมติฐานการจับของเอ็นไซมกับสายไคติน โดยไคตินสายเดี่ยวแตกออกมาแผนไคตินโดยเอ็นไซม 

lytic polysaccharide monooxygenase ทําการสลายพันธะไฮโดรเจนที่ยึดสายไคตินแตละสายเอาไว ซึ่ง

โมเลกุลของเอ็นไซม VhChiA จะใชสวนของโดเมนจับไคตินเขาจับกับไคตินสายยาวที่ตําแหนงตาง ๆ โดย

ปลายของสายไคตนิจะถูกสงจากดานโดเมน ChBDVhChiA เขาสูบริเวณเรงที่อยูในโดเมน CatDVhChiA  แลวเกิด

การยอยสลายใหไดผลิตผลหลักคือไคโตไบโอส (GlcNAc)2 

3.2. การออกแบบไพรเมอรและการโคลนยีน  

หลังจากวิเคราะหโครงสรางแลว ขั้นตอนตอมาทําการออกแบบไพรเมอรแลวสังเคราะหชิ้นสวนของ

ยีน ChBD ขนาด 327 bp โดยเทคนิค PCR ชิ้นสวนของยีนนี้สรางโดเมน ChBDVhChiA ที่มี hexahistidine 

tag ตดิอยูท่ีดานปลายเอ็น รวมจํานวนกรดอะมิโนในสายโพลีเพปไทดทั้งหมดมี 124 ตัว แลวนําชิ้นสวนของ

ยีนที่ไดโคลนเขาสู pETBlue-1 expression vector ดังแสดงในรูปที่ 3.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 แผนภาพแสดงการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD เขาไปใน pETBlue-1 expression vector 
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เมื่อทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD เขาไปใน pETBlue-1 expression vector แลวทําการนํา 

construct ที่สรางขึ้นใหมที่เรียกวา pETBlue-1/ChBD เขาไปในเซลแบคทีเรียเจาบาน E. coli BL21 

Turner (DE3)pLacI รูปที่ 3.3 แสดง PCR product ขนาด 0.37 kbp ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดยวิธี PCR 

amplification (รูปที่ 3.3 ชองที่ 1) หลังจากทําการโคลนยีนแลวทํา colony PCR เพื่อตรวจสอบหายีนที่ได

อีกครั้งได ผลการทํา colony PCR ให PCR product (รูปที่ 3.3 ชองที่ 2) ขนาดเทากับชิ้นสวนของยีนกอน

ทําการโคลน ผลการทดลองแสดงไดทําการโคลนยีนที่ตองการเขาไปและสราง pETBlue-1/ChBD ไดสําเร็จ 

 
รูปที่ 3.3 Agarose gel electrophoresis แสดง PCR product ของ ChBDVhChiA ขนาด 0.37 kbp ชองที่ 

(1) แสดง PCR product ที่ไดกอนทําการโคลนยีน และชองที่ (2) แสดง PCR product ที่ไดจากการทํา 

PCR colony หลังการโคลนยีน  

 

3.3. การศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนและการทําบริสุทธิ์โปรตีน 

เม่ือทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ที่สรางโดเมนจับไคตินที่มีกรดอะมิโนทั้งสายจํานวน 124 ตัว

พรอมกับมีสวนของ hexahistidine (His6) ติดอยูท่ีปลายดานเอ็น (N-terminus) แลวศึกษาการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนทโปรตีนในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ BL21Turner(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli 

สามารถสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนไดออกมาปริมาณมาก เมื่อทําการสลายเซลลแลวนําสวน crude extract 

มาผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์โดย Ni-NTA affinity chromatography ตามดวยการทําบริสุทธ์ิคร้ังที่สองดวย 

gel filtration chromatography พบวาโปรตีนที่ผานการทําบริสุทธิ์สองขั้นตอนมีความบริสุทธ์ิมากกวา 

95% โดยสามารถผลิตโปรตีนได 10 mg ตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร รูปที่ 3.4A แสดงการวิเคราะหโปรตีน 

ChBDVhChiA โดยวิธี SDS-PAGE หลังการทําบริสุทธ์ิโปรตีนดวยการผาน Ni-NTA agarose affinity column 

โดยวิธี gravity flow สวนรูปที่ 3.4B แสดง chromatographic profile ของโปรตีน ChBDVhChiA ที่ชะออก

มากจากคอลัมน HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR ที่ตอกับ AKTAPrime FPLC purifier system 
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การวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวาโปรตีนเคลื่อนที่ไปบน SDS-PAGE gel มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 14 

kDa ซึ่งใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคาํนวณจากลําดับของกรดอะมิโนคือ 13.5 KDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 การทําบริสุทธิ์โดเมนจับไคติน ChBDVhChiA 

A. SDS-PAGE แสดงความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่ผาน Ni-NTA column และถูกชะดวย 250 mM imidazole 

ชองที่ 1: MW marker, 2: crude extract, 3 และ 4: unbound fractions, 5-13: eluted fractions 

B. การทําบริสุทธิ์โดเมนจับไคตินดวยวิธี gel filtration chromatography สวนรูปภาพเล็กแสดง SDS-PAGE 

ของ peak ที่ดูดกลืนแสงที่ A280 (ชองที่ 1-11 คือ fraction ที่ 17-27)  

3.4. การศึกษาโครงสรางทุติยภูมิและสถานภาพการมวนพับของโปรตีน 

หลงัจากทําบริสุทธิโปรตีนแลวทําการตรวจสอบหาโครงสรางทุติยภูมิของโดเมนจับไคตินดวยเทคนิค 

CD spectroscopy  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3.5 

 

 
รูปที่ 3.5 สเปคตรัมของ ChBDVhChiA ที่วิเคราะหดวย circular dichroism (CD) spectroscopy 
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ผลการทดลองแสดง CD spectrum ของโดเมนจับไคตินบริสุทธิ์โดยแสดงคา negative ellipticity ที่ความ

ยาวคลื่น 210-220 nm ซึ่งบงบอกวา ChBDVhChiA ประกอบดวยสายบีตา (β-strand) เปนหลักเมื่อเทียบกับ CD 

spectrum ของโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนมาตรฐาน (http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm) ซึ่ง

ผลการทดสอบมีความสอดคลองกับโครงสรางสามมิติที่ไดทําการศึกษามากอนหนานี้ (Songsiriritthigul et al., 2008) 

วาโดเมนจับไคตินของเอ็นไซม VhChiA ประกอบดวย β-rich fold เมื่อทําการวิเคราะหโครงสรางดวยวิ ธี 

fluorescence  (FL) spectroscopy (รูปที่ 3.6) โดยตรวจหาคา intrinsic fluorescence intensity ที่ปลอยออกมา

ในชวง emission wavelength ที่ 300-500 nm ทําการเปรียบเทียบ fluorescence spectrum ของโดเมนจับไค

ตินใน 3 สภาวะคอื สภาวะไมเสียสภาพ สภาวะเสียสภาพดวย 8M urea และสภาวะเสียสภาพดวยความรอน 100oC  

 
รูปที่ 3.6 การวิเคราะหโครงสรางทุติยภูมิดวยวิธี FL spectroscopy  

ผลการทดลองแสดง ChBDVhChiA ในสภาพ native ใหคา fluorescence intensity สูงที่สุดที่ความ

ยาวคลื่นที่ 340 nm แตเมื่อทําใหเสียสภาพดวย 8M urea และใหความรอน พบวาคา fluorescence 

intensity สูงขึ้นทั้งนี้เกิดจากโครงสรางเสียสภาพมีกรดอะมิโน Trp ที่เคยฝงตัวดานในโครงสรางสามารถ 

expose ได นอกจากการเพิ่ม intensity แลวยังพบวาโครงสรางเสียสภาพของโปรตีมีการเปลี่ยนแปลงคา 

maximum emission wavelength ไปอยูที่ 345 nm อีกดวย ผลการทดลองแสดงถึงความแตกตางของ

โครงสราง native กับโครงสรางเสียสภาพ ผลการทดลองที่ไดจาก CD และ FL ไดขอสรุปวารีคอมบิแนนท 

ChBDVhChiA ทีผ่ลิตโดย E. coli มีโครงสรางที่ถูกตองกับรูปธรรมชาติ 

3.5.  การศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและผลของ pH 

การทดลองตอมาคือการศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและไคโตซานของ ChBDVhChiA โดยหลักการ

ของ polysaccharide binding assay คือถาโปรตีนจับกับไคตินจะไดคอมเพล็กซที่ตกตะกอนลงมาหลังจาก

การปนเหวี่ยง สวนโปรตีนที่ไมจับกับไคตินจะลองลอยอยูในสวนใส ผูวิจัยไดทําการทดลองเปรียบเทียบ

คุณสมบัติการจับของเอ็นไซม VhChiA กับของ ChBDVhChiA ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปท่ี 3.7  
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รูปที่ 3.7 การจับกับไคตินและไคโตซานของ VhChiA และ ChBDVhChiA 

 

ผลการทดลองในรูปขางบนแสดงใหเห็นวาทั้ง VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไคตินชนิด

ตาง ๆ ได แต VhChiA แสดง %binding กับไคตินทุกชนิดสูงกวา ChBDVhChiA ประมาณ 10 เทา เมื่อ

เปรียบเทียบความสามารถในการจับกับไคตินชนิดตาง ๆ พบวา โปรตีนทั้งสองรูปสามารถจับกับไคตินไดแต

ใหผลการจับดีกับ colloidal form มากกวา crystalline form ทั้งนี้เปนเพราะโครงสราง crystalline มี

ลักษณะ compact มากเมื่อเทียบกับโครงสราง colloidal ที่เปนโครงสรางหลวม ๆ เนื่องจากพันธะ

ไฮโดรเจนที่ยึดวงแหวนน้ําตาล GlcNAc ที่ตําแหนงตาง ๆ ในสายโพลีแซคคารไรดใหอยูในรูปเกลียวหรือแผน

บีตาถูกทําใหแตกออกดวยกรด HCl นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีนทั้งสองชนิดจับกับไคตินที่มีโครงสรางแบบ β 

ไดดีกวาโครงสรางแบบ α ทั้งนี้โครงสรางของ α-chitin มีลักษณะแนนมากกวาโครงสรางของ β-chitin ผล

การทดลองที่แตกตางกันคือ VhChiA สามารถจับกับไคโตซานไดดวย %binding ประมาณ 35% แตโดเมน 

ChBDVhChiA จับกับไคโตซานไดนอยมากดวย %binding ประมาณ 2% การที่ %binidng ลดลงอยางมากเมื่อ

เปลี่ยนชนิดของโพลีแซคคารไรดจากไคตินเปนไคโตซานแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน C2-NHC=OCH3 มี

ความสําคัญอยางมากตอสัมพรรคภาพในการจับของโดเมนจับไคติน เมื่อศึกษาผลของ pH ตอความสามารถ

ในการจับพบวาชวง pH ท่ีใหคาการจับของทั้ง VhChiA และ ChBDVhChiA กับ colloidal β-chitin อยูที่ pH 

4-5 ถาคา pH มากขึ้นหรือนอยกวาชวง pH น้ีจะทําให %binidng ลดลง ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปที่ 

3.8 จากรูปแสดงใหเห็นวา %binidng ของ VhChiA สูงกวาของ ChBDVhChiA ในทกุคาของ pH ที่ทดสอบ 
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รูปที่ 3.8 กราฟแสดงผลของ pH ตอความสามารถในการจับของ VhChiA และ ChBDVhChiA กับ colloidal β-chitin 

 

3.6. การหาคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Equilibrium dissociation constant, Kd) 

การทดลองตอมาทําการหาคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Equilibrium dissociation constant, 

Kd) โดยวิธี Langmuir Binding Isotherm ในเบื้องตนทําการหา %binding ที่เวลาตาง ๆ ผลการทดลองใน

รูปที่ 3.8A แสดงปฏิกิริยาการจับไคตินเกิดขึ้น (สังเกตจากกราฟแสดง % free protein ลดลง) อยางรวดเร็ว

ในชวง 15 นาทีแรก และอัตราการจับคอย ๆ ลดลงและเขาสูสภาวะสมดุลภายใน 30-60 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.9 รูปแสดงการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินชนิดตาง ๆ และไคโตซาน  

(A)  ผลของการจับที่เวลาตาง ๆ 

(B) กราฟ equilibrium binding isortherm ของการจับ 

 

จากรูปที่ 3.9A การลดลงของ free protein แสดงถึงการจับของ ChBDVhChiA กับไคตนิโพลีเมอร การทดลอง

พบวาการจับเกิดขึ้นกับไคตินทุกชนิด สวนการทดสอบกับไคโตซานไมเห็นการลดลงอยางมีนัยในชวงเวลาที่ศึกษา 

การทดลองสวนที่สองทําปฏิกิริยาการจับระหวางไคตินชนิดตาง ๆ กับ ChBDVhChiA ที่ความเขมขนตาง ๆ  ที่เวลา 

15 นาที อุณหภูมิ 0°C แลวคํานวณหาคาความเขมขนของโปรตีน-ลิแกนด คอมเพล็กซจากสมการ [total 

protein] = [free protein] + [bound protein] กราฟความสัมพันธระหวาง [bound protein] และ [free 
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protein] แสดงในรูปที่ 3.9B จากรูปจะเห็นวากราฟมีลักษณะ hyperbolic ซึ่งแสดงการจับแบบจําเพาะและมี

ความอิ่มตัวที่ความเขมขนของโปรตีนสูง ๆ เมื่อ fit graph โดยใช non-linear one-site binding algorithm 

สามารถหาคาสูงสุดของการจับหรือ binding capacity (Bmax) และคาคงที่การแตกตัวของการจับหรือ 

equilibrium dissociation constant (Kd) ดังท่ีสรุปไวในตารางที่ 3.1   

 

ตารางที่ 3.1 คาจลนพลศาสตรของการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินและไคโตซาน 

Chitin substrates Bmax (µM) Kd (µM) 

Crystalline α-chitin  1.2 ± 0.2 4.6 ± 2.2 

Crystalline β-chitin 1.5 ± 0.5 4.0 ± 2.4 

Colloidal α-chitin  1.3  ± 0.2 2.2 ± 0.9 

Colloidal β-chitin 1.7 ± 0.1 1.8 ± 0.3 

Chitosan 1.0 ± 0.2 16.0 ± 2.4 

 
 

จากตารางจะเห็นวา Bmax ของ ChBDVhChiA มีคาสูงสุดกับ colloidal β chitin ตามดวย colloidal 

α chitin crystalline β chitin และ α chitin ตามลําดับ สวนไคโตซานใหคา Bmax ต่ําที่สุด เมื่อพิจารณา

คา Kd จะพบวามีคาจากนอยไปมากดังนี้ colloidal β chitin < colloidal α chitin <  crystalline β 

chitin < crystalline α chitin << chitosan ผลการทดลองแสดงสัมพรรคภาคในการจับกับไคตินของ

โดเมน ChBDVhChiA จากมากไปนอยตามลําดับ โดยโปรตีนแสดงสัมพรรคภาคสูงสุดกับ crystalline β chitin 

และสัมพรรคภาคต่ําสุดกับ chitosan ผลการวิเคราะหสัมพรรคภาพการจับโดยพิจารณาคา Kd มีความ

สอดคลองกับคา %binding จากการทดลองที่ไดจาก polysaccharide binding assay 

3.7. การศึกษาการจับกับน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดดวยเทคนิค 1H-15N-NMR spectroscopy 

ผลการทดลองที่ไดจาก polysaccharide binding assay และ Langmuir binding isotherm 

แสดงความจําเพาะในการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินสายยาว เพื่อเปนการทดสอบความสามารถในการจับ

ของ ChBDVhChiA กับน้ําตาลสายสั้น ผูวิจัยไดใชเทคนิค 1H-15N HSQC NMR spectroscopy ในการตรวจหา

คาการเปลี่ยนตําแหนงของสัญญาณ (chemical shift) เทียบกันระหวางสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA  

กับสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA/GlcNAc)5 complex ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3.10 
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รูปที่ 3.10 แผนภาพแสดงสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA ที่ซอนทับกับสเปคตรัมของ 1H-15N 

ChBDVhChiA/(GlcNAc)5 complex จากเทคนิค 1H-15N HSQC NMR spectroscopy ในการทดลองทําการ

เตรยีมโปรตีนในสารละลายบัพเฟอร 10 mM PBS, pH 7.0 และ 5% D2O 

 

จากรูปแสดงสัญญาณที่ไดจากสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA/GlcNAc)5 ซอนทับกับสัญญาณที่

ไดจากสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA เกือบสนิทโดยไมมีการกระจายตัวหรือใหสัญญาณที่แตกตางออกไป 

แสดงวาไมมีการจับกันของโดเมนจับไคตินกับน้ําตาลสายสั้น ผลการทดลองที่ไดใหขอสรุปวา ChBDVhChiA มี

ความจําเพาะตอไคตินสายยาวเพียงอยางเดยีวแตไมมคีวามจําเพาะตอน้ําตาลโอลิโกแซคคารไรด ซึ่ง

สอดคลองกับขอเสนอกอนหนาโดย Watanabe et  al (1990) และ Songsiriritthigul et al (2008) วา

โดเมนจับไคตินของเอ็นไซมไคตเินสทําหนาที่สงไคตนิโพลีเมอรใหกับโดเมนเรงปฏิกิริยาผานกลไกที่เรียกวา 

‘Slide and Bend’ และไมจับกับน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด (Pantoom et al, 2008) 
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บทที่ 4 

บทสรุป 

4.1. สรุปผลการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการศึกษาหนาที่ของโดเมนจับไคตินที่ปลายเอ็นของเอ็นไซมไคติเนส เอ ของเชื้อ

แบคทีเรีย Vibrio harveyi โดยทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ขนาด 372 bp ที่ถอดรหัสใหโดเมนจับไคติน

เรยีกวา ChBDVhChiA ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 124 ตัว เขาไปในพลาสมิด pETBlue-1 ไดเปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นนํารี

คอมบิแนนทพลาสมิด pETBlue-1/ChBDVhChiA เขาสูแบคทีเรียเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21Turner 

(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดปริมาณมาก หลังจากทําบริสุทธิ์โปรตีนดวยวิธี

ทางโครมาโตกราฟฟสองขั้นตอนคือ Ni-NTA affinity chromatography ตามดวย gel filtration chromatography 

ไดโปรตีนที่บริสุทธ์ิประมาณ 10 mg ตอเชื้อแบคทีเรีย 1 ลิตร ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค CD  

spectroscopy และ FL spectroscopy พบวา ChBDVhChiA มีโครงสรางทุติยภูมิหลักเปน β-rich ซึ่งสอดคลองกับ

โครงสรางสามมิติที่ศกึษาไวและ ChBDVhChiA มีโครงรูปที่เหมาะสม  

ผลการศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและไคโตซานดวยเทคนิค polysaccharide binding assay พบวา

เอ็นไซม VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไคตินไดทุกชนิดแตดวยความสามารถในการจับที่ไมเทากัน โดย

เอ็นไซมทั้งโมเลกุลสามารถจับกับไคตินไดสูงกวาโดเมนจับไคตินประมาณ 10 เทา การที่ ChBDVhChiA จับกับไคโตซาน

ไดนอยมากแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน N-acetamido (NHC=OCH3) ที่ตําแหนง C2 ของวงแหวนน้ําตาล GlcNAc มี

ความสําคัญอยางยิ่งตอสัมพรรคภาคการจับ การวิเคราะหคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Kd) แสดงสัมพรรคภาพของ

การจับของ ChBDVhChiA จากมากไปนอยดังนี้ colloidal β chitin > colloidal α chitin >  crystalline β chitin 

> crystalline α chitin >> chitosan และผลการวิเคราะหดวย 1H-15N  HSQC NMR spectroscopy แสดงให

เห็นวา ChBDVhChiA  ไมมีสัมพรรคภาคตอน้ําตาลสายสั้น โดยสรุปงานวิจัยคร้ังนี้ไดคนพบวา ChBDVhChiA มีหนาที่จับกับ

ไคตินสายยาวและหมูฟงกชัน  C2-N-acetamido บนหนวยน้ําตาล GlcNAc ทําหนาที่กําหนดสัมพรรคภาพในการจับ

ของ ChBDVhChiA กับไคตนิ 
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