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บทคดัย่อ 

งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SFR2 ของขา้วใน E. coli และ P. pastoris ส่วน

ทางดา้นปลายเอน็และปลายซีของโปรตีน SFR2 ถูกสร้างใน E. coli ดว้ยระบบของ pET32a ผลการทดลองพบวา่

มีเพียงกรดอะมิโน 260 ตวัทางดา้นปลายซีและกรดอะมิโน 174 ตวัทางดา้นปลายเอ็นเท่านั้นสามารถแสดงออก

ใน E. coli ไดส่้วนของ PEST sequence ท่ีพบในโปรตีน SFR2 ซ่ึงเป็นลาํดบัของกรดอะมิโนท่ีมีการเหน่ียวนาํให้

เกิดการยอ่ยสลายของโปรตีนโดยโปรติเอสถูกทาํให้เปล่ียนแปลงโดยเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตามิกเป็นกลูตามีน

โดยวธีิพีซีอาร์มิวตาเจนเนซิส อยา่งไรก็ตามเม่ือทาํให้มีการแสดงออกของโปรตีนพบวา่ SFR2 ท่ีมีการมิวเทตไม่

สามารถสร้างโปรตีนได ้ดงันั้นจึงเปล่ียนระบบจาก pET32a ไปเป็น pCold I และทาํให้มีการแสดงออกใน E. 

coli เช่นเดิม ผลการทดลองพบว่าโปรตีน SFR2 ไม่สามารถแสดงออกไดโ้ดยใช้ pCold I เช่นกนั เน่ืองจาก

ขอ้จาํกดัของการยอ้มสี Coomassie blue ในการตรวจสอบโปรตีนบน SDS-PAGE จึงได้ทาํการตรวจสอบ

โปรตีนโดยเทคนิคเวสเทิร์นบลอทเพื่อตรวจสอบหาโปรตีน SFR2 โดยการใช้โปรตีนส่วนปลายซีของ SFR2 

เป็นแอนติเจนเพื่อสร้างแอนติเซรัม ผลการทดลองพบการแสดงออกของโปรตีน SFR2 แต่มีในปริมาณเพียง

เล็กนอ้ย ดงันั้นระดบัอาร์เอน็เอของ SFR2 จึงถูกตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิคนอร์ทเทิร์นบลอทพบวา่ ระดบัอาร์เอ็น

เอของส่วนทางดา้นปลาย 5’ (ปลายเอ็นของโปรตีน) แสดงความสัมพนัธ์กบัผลการทดลองท่ีแสดงบนแผน่เมม

เบรนคือระดบัอาร์เอน็เอนอ้ยจึงส่งผลใหมี้การแสดงออกของโปรตีนท่ีนอ้ยดว้ย อยา่งไรก็ตามผลการทดลองของ

ระดบัอาร์เอ็นเอทางปลาย 3’ (ปลายซีของโปรตีน) ไม่ไดแ้สดงออกในทิศทางเดียวกนั  โปรตีน SFR2 ถูกนาํมา

ผลิตใน P. pastoris อยา่งไรก็ตามผลการทดลองใน SDS-PAGE ไม่ไดบ้่งบอกอยา่งชดัเจนวา่มีการแสดงออกของ 

SFR2 หรือไม่ ในส่วนของการติดตามตาํแหน่งของโปรตีนพบว่า โปรตีน SFR2 มีการเคล่ือนท่ีไปท่ีคลอโร 

พลาสของเซลลห์วัหอมและสาหร่ายหางกระรอก 
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Abstract 

The rice sensitive to freezing2 (SFR2) gene was cloned and expressed in E. coli and P. 

pastoris. The SFR2 proteins with N-terminal and C-terminal deletions were expressed in E. coli 

with the pET32a system. Results indicated that only 260 amino acids of the C-terminal and 174 

amino acids of the N-terminal regions could be produced in E. coli. A PEST sequence, a region 

known to target its protein to proteolysis was found in the rice SFR2 protein. The PEST 

sequence in SFR2 was mutated by changing glutamic acids to glutamine. Then the mutated gene 

was expressed in E. coli. However, Coomassie blue stained SDS-PAGE could not detect any 

expressed SFR2 protein. The expression vector was changed to pCold I and again the SFR2 gene 

deletion were expressed in E. coli. The results still showed no detectable protein on SDS-PAGE. 

Because of the limitation of Coomassie blue staining, western blot analysis was done. The C-

terminal region of SFR2 protein (28_SFR2) was used as antigen to produced rabbit antisera. 

With this antisera, it was shown that the SFR2 protein could be expressed in E. coli, but only in 

very small amounts which were not detected by Coomassie blue stained SDS-PAGE. To 

determine the reasons, the RNA levels were investigated. The amount of RNA of the 5’s region, 

encoding the N-terminal region, correlated with the western blot results that the lower RNA 

levels showed low protein levels. In contrast, the RNA encoding the C-terminal region did not 

show the same correlation. 

P. pastoris was also used as expression host but no detectable protein can be found on 

SDS-PAGE even with the SFR2 with codons optimized for P. pastoris expression. For protein 

localization using GFP and GUS protein as reporter protein indicated that SFR2 protein localized 

to chloroplast of hydrilla and onion cells. 
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รูปที่ 3.23 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2  

โดยใช ้Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3)      41 

รูปที่ 3.24 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน SFR2 โดยวิธีเวสเทิร์นบลอท 

บนแผน่เมมเบรน PVDF         42 

รูปที่ 3.25 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 26_SFR2_syn โดยใช ้P. pastoris SMD1168H 44 

รูปที่ 3.26 ตรวจสอบระดบัของอาร์เอ็นเอของ SFR2 โดยวิธีการนอร์ทเทิร์นบลอท   45 

รูปที่ 3.27 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GFP ในเซลล์สาหร่าย 

หางกระรอก โดยใชพ้ลาสมิดpMDC43 และ pSM43     47 

รูปที่ 3.28 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GFP ในเซลล์สาหร่าย 

หางกระรอก โดยใชพ้ลาสมิด pSM83 และ pRM83      48 

รูปที่ 3.29 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GUS ในเซลล์หวัหอม  

และเซลลส์าหร่ายหางกระรอกโดยใชพ้ลาสมิด pMDC140 และ pSM140   59 
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บทที ่1 

บทนํา 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหางานวจิัย 

ขา้วจดัเป็นพืชอาหารท่ีสาํคญัท่ีสุดสาํหรับมนุษย ์ทัว่โลกมีการเพาะปลูกขา้วมากกวา่ 500 ลา้นตนั (Goff 

และคณะ, 2002) นอกจากน้ีขา้วยงัจดัเป็นพืชตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษาพืชใบเล้ียงเด่ียวและฐานขอ้มูลจีโนมของ

ขา้วมีความกา้วหนา้ไปถึง 99 เปอร์เซ็นต ์(Jung และคณะ, 2007) ดงันั้นจึงเป็นระบบท่ีเหมาะสมในการศึกษาถึง

ปัจจยัท่ีมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและการตอบสนองต่อความเครียดต่อสภาพธรรมชาติ เอนไซมก์ลุ่มไกล

โคซิลไฮโดรเลส (glycosyl hydrolase) เป็นโปรตีนกลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตและการตอบสนองต่อ

ความเครียดต่อธรรมชาติของขา้วซ่ึงมีหนา้ท่ีทั้งในดา้นกายภาพและชีวภาพ การกระตุน้ฮอร์โมน การตา้นทาน

ศตัรูพืช การสร้างความแข็งแรงของผนงัเซลล์และการสร้างสารตวักลาง ซ่ึงสามารถพบไดใ้นไกลโคซิลไฮโดร

เลส แฟมิล่ี 1 และ 3 (Esen, 1993) 

ยนี Sensitive to freezing2 หรือ SFR2 เป็นยนีท่ีถูกคน้พบใหม่ในอะราบิดอปซิส (Arabidopsis) โดย 

Thorlby และคณะในปี 2004 ยนีน้ีจดัอยูใ่นกลุ่มไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1 ผลผลิตของยนีน้ีช่วยเก่ียวกบั

ความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิของพืช ในปี 2008 Fourrier และคณะพบวา่ โปรตีน SFR2 มีการเคล่ือนท่ีไป

ท่ีเยือ่หุม้ชั้นนอกของคลอโรพลาสและมีหนา้ท่ีปกป้องการฉีกขาดของเยือ่หุม้เม่ือพืชอยูใ่นสภาวะเยน็/เยอืกแขง็ 

ในปี 2010 Mollering และคณะไดท้าํการศึกษากลไกการทาํงานของโปรตีน พบวา่ ยนี SFR2 แปลรหสัให้

โปรตีนท่ีอยูใ่นกลุ่ม galactolipid remodeling enzyme   โดยทาํหนา้ท่ีในการเคล่ือนยา้ยหมู่กาแลคโตซิล 

(galactosyl)  จากโมโนกาแลคโตลิปิด (monogalactolipid) เพื่อนาํไปท่ีตวัรับ (galactolipid acceptors) เพื่อสร้าง

โอลิโกกาแลคโตลิปิด (oligogalactolipids) และไดเอซิลกลีเซอรอล (diacylglycerol) และเปล่ียนเป็นไตรเอซิลกลี

เซอรอล (triacylglycerol) ซ่ึงทาํใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนระหวา่งไบเลเยอร์ (bilayer) และนอน-ไบเล

เยอร์ (non-bilayer) ทาํใหเ้ยื่อหุม้เซลลมี์ความเสถียรมากข้ึน นอกจากน้ี SFR2 ยงัถูกพบในพืชหลายชนิด ไดแ้ก่ 

พืชจาํพวกขา้ว ขา้วโพด ขา้วสาลี ขา้วบาร์เลย ์ พืชตระกลูถัว่ (Glycine Max) และพืชตระกลูสน (Pinus taeda) 

อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาจากลาํดบัของกรดอะมิโนของโปรตีน SFR2 พบวา่มีความใกลเ้คียงกบัลาํดบัโปรตีน

ของแบคทีเรียจาํพวกทนร้อน (Thermophillic) และทนเกลือ (Halophillic) มากกวา่โปรตีนในกลุ่มไกลโคซิล

ไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1 จากพืชชนิดอ่ืน 

ในงานวิจยัน้ีไดน้าํขอ้มูลเก่ียวกบัยีน SFR2 ในอะราบิดอปซิสมาใชศึ้กษายีน SFR2 ของขา้ว โดยนาํซีดี

เอ็นเอของยีน SFR2 ท่ีไดจ้ากธนาคารดีเอ็นเอ (DNA Data Bank of Japan (DDBJ)) ของขา้วสายพนัธ์ุ Oryza  

sativa มาผลิตโปรตีนในระบบรีคอมบิแนนท์ เพื่อใช้ศึกษาหน้าท่ีทางชีวเคมีและทาํการศึกษาตาํแหน่งของ
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โปรตีน SFR2 ในเซลล์ (protein localization) โดยคาดวา่งานวิจยัน้ีจะนาํไปสู่ความเขา้ใจเก่ียวกบัหน้าท่ีของ

เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการปรับตวัต่อสภาวะเครียดในสภาพธรรมชาติซ่ึงบทบาทเหล่าน้ีอาจจะนาํไปสู่การพฒันา

เพื่อผลผลิตขา้วซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อประเทศไทยต่อไป อยา่งไรก็ตามเม่ือมีการศึกษาโปรตีน SFR2 โดยผา่น

ระบบรีคอมบิแนนท์ โดยใช ้Escherichia coli และ Pichia pastoris เป็นเซลล์เจา้บา้นเพื่อทาํการผลิตโปรตีน 

พบวา่ไม่สามารถผลิตโปรตีนชนิดน้ีไดเ้ม่ือมีการตรวจสอบโดยใชว้ิธี SDS-PAGE จึงไดท้าํการตดัยีนทั้งทางดา้น

ปลาย 5’ และ 3’ ออกเป็นส่วนๆ เพื่อวิเคราะห์หาสาเหตุ รวมถึงตรวจสอบความสามารถในการผลิตอาร์เอ็นเอ

และโปรตีนในเซลล ์E. coli และ P. pastoris  

 

วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 

1. ทาํการเปรียบเทียบลาํดบัเบสและกรดอะมิโนของยนี SFR2 จากขา้ว กบัไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1 จาก   ขา้ว

และ แบคทีเรียอ่ืน ๆ 

2. ศึกษาหนา้ท่ีทางชีวเคมีของเอนไซม ์ SFR2 โดยศึกษาถึงตาํแหน่งของโปรตีน SFR2 ในเซลล ์ เพื่อใชใ้นการทาํ

หนา้ท่ีของยนี SFR2 ในขา้ว 

3.  ศึกษาส่วนต่างๆ ของยนี SFR2 ท่ีส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีนใน E. coli 

4.  ทาํการผลิตโปรตีน SFR2 ใน P. pastoris 

5.  ศึกษาระดบัการทรานสคริปชัน่ของยนี SFR2 ใน E. coli และ P. pastoris โดยวธีินอร์ทเทิร์นบลอท 

 

ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ใชซี้ดีเอ็นเอของยีน SFR2 จากขา้ว (DDBJ Accession AK119461) ซ่ึงไดรั้บมาจากศูนยร์วบรวม พนัธุกรรม

ขา้ว (Rice Genome Resource Center) มาเป็นแม่แบบสาํหรับการเพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอโดยใชว้ิธีพีซีอาร์ 

2.  ใช ้pET32a และ pCOLD I เป็นเวคเตอร์สาํหรับการแสดงออกของโปรตีน (expression vector) ใน E.   coli 

3.  ใชเ้ทคนิค SDS-PAGE และเวสเทิร์นบลอทในการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน SFR2 

4.  ใชเ้ทคนิคนอร์ทเทิร์นบลอทในการตรวจสอบระดบัอาร์เอ็นเอของยีน SFR2 

5.  ใช ้pPICZαBNH8/DEST เป็นเวคเตอร์สาํหรับการแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris 

6.  ใช ้ pMDC43, pMDC83 และ pMDC140 เป็นเวคเตอร์ในการถ่ายยีนเขา้สู่พืชสาํหรับการแสดงออกของ

โปรตีนเพื่อติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2 ในเซลลห์วัหอมและสาหร่ายหางกระรอก 
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ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวิจัย 

1. ทราบถึงบทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน SFR2 ในขา้ว 

เน่ืองจากในปัจจุบนัน้ีมีการศึกษาเก่ียวกบัยีน SFR2 ท่ีพบใน Arabidopsis เพียงอยา่งเดียวยงัไม่

มีการศึกษาในส่วนของขา้ว ดงันั้นในการศึกษาน้ีมุ่งเนน้ไปท่ีหนา้ท่ี และตาํแหน่งของโปรตีน SFR2  

2. แกปั้ญหาในการดาํเนินงานของหน่วยงานท่ีทาํการวิจยั   

   ใชค้วามรู้ที่ไดจ้ากการวิจยัทั้งดา้นเทคนิคและวิธีการเพื่อปรับปรุงแกไ้ขและพฒันาการวิจยัใน

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงในขณะน้ีการวิจยัดา้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนของมหาวิทยาลยั

เทคโนโลยีสุรนารียงัประสบปัญหาอยู่บ้าง โดยสามารถผลิตโปรตีนจากยีนท่ีมีอยู่ได้เพียงประมาณ 50% 

การศึกษาการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน SFR2 จะช่วยพฒันาข้อมูลและความสามารถในการผลิตรีคอม

บิแนนทโ์ปรตีนของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

3. เป็นองคค์วามรู้ในการวิจยัต่อไป  

   สามารถเร่ิมตน้การเป็นส่วนหน่ึงของการสร้างระบบเทคโนโลยกีารผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน

ในมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี และการศึกษาหาหนา้ท่ีของโปรตีน SFR2 จะเพิ่มความรู้เก่ียวกบั

เอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสให้กบักลุ่มวจิยัเพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการทาํวจิยัต่อไป 

4. เป็นประโยชน์ต่อประชากรกลุ่มเป้าหมาย 

  นกัวิจยัและนกัวิชาการสามารถไดร้ับประโยชน์จากผลการวิจยัสามารถเอาความรู้พื้นฐานมา

ปรับปรุงสายพนัธ์ุขา้ว เพื่อเพิ่มผลผลิตต่อไปในอนาคตได ้

 

การทบทวนวรรณกรรม (Literature reviews) 

เอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) เป็นเอนไซมท่ี์พบไดใ้นส่ิงมีชีวิตท่ีหลากหลาย เช่น ในสัตว ์

พืช เช้ือรา ยแูบคทีเรียและอาเคีย (Archaea) ซ่ึงเอนไซมช์นิดน้ีเก่ียวขอ้งกบัการสลายพนัธะกลูโคซิดิกซ่ึงเช่ือม

ระหวา่งกลูโคสและอาคิล (akly)  อาริล (aryl) หรือโอลิโกแซคคาไรด ์ (oligosaccharide) เพื่อปลดปล่อยกลูโคส

และอไกลโคน (Opassiri และคณะ, 2003) ในปี 1998 มีรายงานเก่ียวกบัเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจาก 

Clavibacter michiganense วา่สามารถยอ่ยสลายพนัธะเอสเตอร์ใน 0steviol glycosides อยา่งไรก็ตามความเร็ว

ในการยอ่ยสลายเกิดข้ึนไดช้า้กวา่การยอ่ยสลายพนัธะกลูโคซิดิก (Nakano และคณะ, 1998) 

ส่วนมากแลว้เอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจะอยูใ่นกลุ่มไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1, 3, 5, 9, 30 และ 

116 (Ketudat-Cairns และ Esen, 2010) ส่วนเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสที่พบในพืชมกัจดัอยูใ่นกลุ่ม ไกลโคซิล

ไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1 (Opassiri และคณะ, 2006) เอนไซมช์นิดน้ีมีหนา้ที่หลากหลายในพืชเก่ียวกบักระบวนการ

จดัการทางชีวภาพ ไดแ้ก่ การควบคุมฮอร์โมน เช่น เมตาบอลิซ่ึมของแอบซิซิคเอซิด (ABA metabolism) การ
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ยอ่ยสลายคอนจูเกตของจิบเบอเรลลินและการเปล่ียนไซโตไคนินจาก storage form ไปเป็น active form (Dietz 

และคณะ, 2000) นอกจากน้ียงัทาํหนา้ที่เกี่ยวกบัการตา้นทานความเครียดของพืช และกระบวนการป้องกนั

ตวัเองของพืชจากจุลินทรีย ์แมลงและปรสิต (Esen, 1992) รวมถึงการลิกนิฟิเคชัน่ (Escamilla-Trevino และ

คณะ, 2006) รายงานเก่ียวกบัยีนเบตา้-กลูโคซิเดส BGLU45 และ BGLU46 จากอะราบิดอปซิสระบุวา่ยีนชนิดน้ี

แปลรหสัให้โปรตีนที่ทาํหนา้ที่ในการยอ่ยสลายโมโนลิกนอลกลูโคไซด์ (monolignol glucoside) เพื ่อ

ปลดปล่อยโมโนลิกนอล (monolignol) เพื่อไปรวมกบัสารอ่ืนและสร้างเป็นลิกนิน ส่วนหนา้ที่อ่ืนๆ ของเบตา้-

กลูโคซิเดสไดแ้ก่ การปลดปล่อยสารระเหย, การปลดปล่อยกลูโคสเพื่อกระตุน้ในเกิดการทาํงานของของอไกล

โคน (Opassiri และคณะ, 2006) การเจริญเติบโตของดอกและการสร้างเม็ดสี (Hsieh และ Graham, 2001) 

เพื่อให้มีหนา้ที่ต่างๆกนัดงันั้นเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจึงตอ้งมีความสามารถในการจบักบัอไกลโคนได้

หลากหลาย (Opassiri และคณะ, 2006) 

 พืชบางชนิดมีความสามารถตา้นทานต่อความเยน็เมื่ออยูใ่นสภาพอุณหภูมิต ํ่าปรากฏการณ์น้ีเป็นการ

ปรับตวัต่อความเยน็ เรียกวา่ Cold acclimation (Thomashow, 1999) ปรากฏการณ์น้ีไม่ไดเ้กิดข้ึนตลอดเวลา 

(constitutive) แต่เป็นการเหน่ียวนาํ (induce) ให้เกิดข้ึนเมื่อพืชอยใูนสภาวะอุณหภูมิต ํ่า (Thomashow, 1998) 

อยา่งไรก็ตามกลไกการเกิดการตา้นทานต่อความเยน็ของพืชยงัไม่ทราบแน่ชดั อาจมีหลายกระบวนการเกิดข้ึน

เกี่ยวกบัการตา้นทานความเยน็ของพืช เช่น การเพิ่มความเสถียรของเยื่อหุ้มเซลล์ การรวบรวมสารประเภท

นํ้ าตาลและโปรตีนที่ทาํหนา้ที่เกี่ยวกบัการป้องกนัความเยน็ และการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน 

(Buchanan และคณะ, 2000) 

ยีน Sentitive to freezing2 หรือ SFR2 เป็นยีนท่ีอยูใ่นกลุ่มของไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิล่ี 1 ซ่ึงมีลาํดบั

เบสท่ีแอคทีฟไซด์ท่ีถูกอนุรักษไ์วข้องกลุ่มน้ีคือ TFNEP และ I/VTENG จากแผนภูมิรูปตน้ไมพ้บวา่ลาํดบั

กรดอะมิโนของโปรตีน SFR2 จากยีน Os11bglu36 ของ Oryza sativa มีความแตกต่างจากเอนไซมเ์บตา้-กลูโค

ซิเดสอ่ืนๆในไกลโคซิลไฮโดรเลสแฟมิล่ีเดียวกนั (รูปท่ี 1) โปรตีน SFR2 ถูกพบคร้ังแรกในอะราบิดอปซิส ใน

ปี 2004 โดย Thorlby และคณะ ในการทดลองนั้นผูท้ดลองไดท้าํการเปรียบเทียบลกัษณะทางฟีโนไทป์และใน

ระดบัอณูระหวา่งพืชปกติท่ีมียีน SFR2 อยู ่ และพืชท่ีมีการมิวเทตของยีนชนิดน้ี (sfr2-1) พบวา่ในระดบัอณู 

ระดบัการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอ (transcription) ของตน้พืชปกติและพืชกลายพนัธ์ุไม่มีความแตกต่างกนัเม่ือพืช

อยูใ่นสภาวะอุณหภูมิตํ่าเป็นเวลา 24 ชัว่โมงจึงสรุปวา่ยีนชนิดน้ีมีการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอตลอดเวลา ส่วน

ลกัษณะทางฟีโนไทป์พบวา่ตน้พืชกลายพนัธ์เกิดความเสียหายเน่ืองจากความเยน็เม่ือพืชอยูท่ี่อุณหภูมิ -6 °C 

เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่โปรตีน SFR2 เป็นโปรตีนท่ีทาํหน้าท่ีเก่ียวกบัการปกป้องพืช

เม่ือพืชอยูใ่นสภาวะเยน็โดยมีการแสดงออกของยีนตลอดเวลา ต่อมาในปี 2008 Fourrier และคณะ ได้

ทาํการศึกษาตาํแหน่งของโปรตีนในเซลล์ในอะราบิดอปซิส โดยใช ้ GFP เป็นโปรตีนติดตามพบวา่โปรตีน 
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SFR2 มีการ เคล่ือนท่ีไปท่ีเยื่อหุ้มคลอโรพลาสชั้นนอก (chloroplast outer envelope) นอกจากน้ียงัพบวา่

โปรตีน SFR2 มีหนา้ท่ีในการปกป้องคลอโรพลาส โดยผูท้ดลองไดท้าํการเปรียบเทียบคลอโรพลาสระหวา่ง

พืชปกติและพืชกลายพนัธ์ุพบวา่ คลอโรพลาสของพืชกลายพนัธ์ุเกิดความเสียหายอยา่งรวดเร็วเม่ือมีนาํออกมา

จากสภาวะเยน็แลว้เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ในปี 2010 Mollering และคณะไดท้าํการศึกษากลไกการทาํงานของ

โปรตีน พบวา่ ยนี SFR2 แปลรหสัใหโ้ปรตีนท่ีอยูใ่นกลุ่ม galactolipid remodeling enzyme โดยทาํหนา้ท่ีในการ

เคล่ือนยา้ยหมู่ galactosyl จาก monogalactolipid เพื่อนาํไปท่ี galactolipic acceptors เพื่อสร้างoligogalactolipids 

และ diacylglycerol และเปล่ียนเป็น triacylglycerol การทาํหนา้ท่ีร่วมกนัระหวา่ง SFR2 และเอนไซมซ่ึ์งทาํ

หนา้ท่ีในการสังเคราะห์ triacylglycerol ทาํให ้ mologalactolipid ท่ีอยูบ่ริเวณเยือ่หุม้เซลลห์ลุดออกไป ซ่ึงทาํให้

เกิดการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนระหวา่ง bilayer และ non-bilayer ทาํใหเ้ยือ่หุม้เซลลมี์ความเสถียรมากข้ึน 
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รูปที่ 11.1 แผนภูมิรูปตน้ไมเ้ปรียบเทียบโปรตีนไกลโคซิลไฮโดรเลสกลุ่มท่ี 1 ในขา้ว และพืชอ่ืน (ปรับปรุง จาก 

1Opassiri และคณะ, 2006) 
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ในการผลิตโปรตีนโดยผา่นระบบรีคอมบิแนนท ์ เซลล์เจา้บา้นที่นิยมใชม้ากคือ E. coli เน่ืองจากมี

ความสามารถในการเจริญเติบโตไดร้วดเร็ว ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือที่มีราคาไม่แพง มีลาํดบัสารพนัธุกรรมที่รู้

แน่นอนและมีเวคเตอร์และสายพนัธุ์ของ E. coli ให้เลือกหลากหลาย (Baneyx, 1999) โดยปกติแลว้โปรตีน

ของ E. coli ถูกสังเคราะห์ข้ึนภายในเซลล์ แต่มีบางโปรตีนถูกส่งไปที่ periplasmic space หรือถูกส่งออกนอก

เซลล์ ดงันั้น heterologous protein ส่วนใหญ่ถูกสะสมอยูที่่บริเวณไซโตพลาสซึม อยา่งไรก็ตามการผลิต

โปรตีนโดยใช ้E. coli เป็นเซลล์เจา้บา้นก็มีขอ้เสีย เน่ืองจาก E. coli ไม่มีกระบวนการ post-translational 

modification ของโปรตีนเหมือนเซลล์ยคูาริโอต (Walsh, 2000) การขาดหายไปของกระบวนน้ีอาจส่งผล

หรือไม่ส่งผลต่อโปรตีนในทางชีวภาพก็ได ้ยิ่งไปกวา่นั้นการผลิตโปรตีนจากยคูาริโอตในเซลล์ E. coli อาจ

ประสบปัญหาบางประการ ไดแ้ก่  

1. Codon usage  

ความแตกต่างของโคดอนระหวา่งเซลล์โพรคาริโอตและยคูาริโอตมีผลอยา่งมากต่อการผลิต 

heterologous protein โดยยีนที่มีโคคอนแตกต่างจากเซลล์เจา้บา้นที่ใชอ้าจส่งผลทาํให้เกิดการผลิตโปรตีนได้

นอ้ย (Kurland และ Gallant, 1996) และการมีอยูข่อง rare codon ท่ีมากเกินในยีนอาจนาํไปสู่กระบวนการแปล

รหสัท่ีผิดพลาดเน่ืองจากไรโบโซมติดอยูบ่ริเวณตาํแหน่งของกรดอะมิโนที่ตอ้งจบัคู่กบั tRNA ที่มีปริมาณนอ้ย

ในเซลล์ ปริมาณของกรดอะมิโนท่ีมีนอ้ยใน E. coli ส่วนใหญ่คือ อาร์จินีน (AGG, AGA, CGG และ CGA), ลิว

ซีน (CUA), ไอโซลิวซีน (AUA) และโพรลีน (CCC) ซ่ึงส่วนใหญ่ทาํให้เกิดการเปล่ียนเฟรมในการแปลรหสั

และนาํไปสู่ผลิตภณัฑ์ท่ีไม่ตอ้งการ (Wu และคณะ, 2004) 

2. โครงสร้างทุติยภูมิของอาร์เอ็นเอ (mRNA secondary structure) 

ประสิทธิภาพในการแปลรหสัเป็นโปรตีนของ E. coli ข้ึนอยูก่บัความแข็งแรงของโครงสร้างทุติยภูมิ

ของอาร์เอ็นเอบริเวณ ribosome binding site และโคดอนเร่ิมตน้ (Seo และคณะ, 2009) การมว้นพบัของ 

mRNA ภายในเซลล์มีความเก่ียวขอ้งกบับริเวณ Shine-Delgarno (SD) sequence และโคดอนเร่ิมตน้ ถา้บริเวณ

น้ีมีความเสถียรมากอาจทาํให้เกิดการขดัขวางการเขา้ไปของไรโบโซมทาํให้ไม่สามารถเกิดการเร่ิมตน้การแปล

รหสั ดงันั้นการมีอยูข่องโครงสร้างทุติยภูมิและตติยภูมิของอาร์เอ็นเอทาํให้ประสิทธิภาพในการเร่ิมตน้การ

แปลรหสัลดลง (Spirin และคณะ, 1999) 

3. PEST sequence 

PEST sequence เป็นลาํดบักรดอะมิโนที่เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายของโปรตีน โดยการเหน่ียวนาํให้

โปรตีนเกิดการยอ่ยสลายโดยโปรติเอส (Chen และ Clarke, 2002) ในปี 1986 Roger และคณะไดค้ดัเลือก

โปรตีนที่มีคร่ึงชีวิตภายในเซลล์นอ้ยกวา่ 2 ชัว่โมงมาทาํการศึกษา ซ่ึงพบวา่โปรตีนเหล่าน้ีส่วนใหญ่ประกอบ

ไปดว้ยลาํดบัของกรดอะมิโนที่มีโพรลีน (P), กรดกลูตามิก (E), เซอรีน (S) และทรีโอนิน (T) อยูด่ว้ยกนัใน
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ปริมาณมากกวา่ 1 หรือ 2 ตาํแหน่ง และในบริเวณน้ีจะขนาบขา้งดว้ยกลุ่มของกรดอะมิโนที่มีประจุบวกเป็น

ส่วนใหญ่ ตาํแหน่งของ PEST sequence ในโปรตีนสามารถทาํนายไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม PEST-find ซ่ึง

โปรแกรมน้ีจะแสดงผลออกมาเป็นลาํดบักรดอะมิโนและคะแนนท่ีอยูร่ะหวา่ง -50 ถึง +50 โดยคาํนิยามแลว้ถา้

คะแนนมีค่ามากกวา่ 0 ถือวา่มีความเป็นไปไดที้่ลาํดบักรดอะมิโนที่ทาํนายมีคุณสมบตัิเป็น PEST sequence 

และถา้คะแนนมากวา่ +5 ลาํดบักรดอะมิโนนั้นยิ่งมีความน่าจะเป็น PEST sequence ที่จะกระตุน้ให้โปรตีนน้ี

ถูกทาํลายหรือมีเวลาคร่ึงชีวิตที่สั้น อยา่งไรก็ตาม PEST sequence ไม่ใช่ปัจจยัหลกัเพียงอยา่งเดียวที่ทาํให้เกิด

การยอ่ยสลายโปรตีนภายในเซลล์อยา่งรวดเร็วตอ้งใชป้ระกอบกบัปัจจยัอื่นๆ เช่น ขนาดของโปรตีน โดย

โปรตีนที่มีขนาดใหญ่กวา่ถูกยอ่ยสลายไดเ้ร็วกวา่, ประจุของโปรตีน โดยโปรตีนที่มีประจุลบถูกยอ่ยสลายได้

ง่ายกวา่โปรตีนท่ีมีประจุบวก เป็นตน้ 

 

 

ชนิดของเซลล์เจ้าบ้านที่ใช้ในศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SFR2 

1. BL21(DE3) plysS 

 BL21(DE3) plysS จดัเป็นเซลล์เจา้บา้นที่มีประสิทธิภาพสําหรับการผลิตโปรตีนใน E. coli ซ่ึงอยู่

ภายใตก้ารควบคุมของโพรโมเตอร์ T7 โดยที่เซลล์ชนิดน้ีมียีน T7 bacteriophage I ซ่ึงสามารถแปลรหสัให้

โปรตีน T7 RNA polymerase ภายใตก้ารควบคุมของโพรโมเตอร์ lac UV5 เพื่อใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์

อาร์เอ็นเอ นอกจากน้ี BL21(DE3) plysS มีพลาสมิด plysS ซ่ึงมียีนท่ีแปลรหสัให้ T7 lysozyme ซ่ึงมีหนา้ที่ยอ่ย

สลายโปรตีนท่ีสร้าง (leak) ออกมาก่อนการเหน่ียวนาํให้มีการผลิตโปรตีนดว้ย IPTG  

2. Origimi(DE3) 

 เซลลเ์จา้บา้นชนิดน้ีดดัแปลงมาจากเซลล์ E. coli ชนิด K-12 ซ่ึง Origami มีการมิวเทตยีนสองชนิด คือ 

trxB และ gor ซ่ึงแปลรหสัให้โปรตีน thioredoxin reductase และ glutathione reductase ซ่ึงช่วยให้โปรตีนท่ี

ผลิตใน Origami(DE3) มีการฟอร์มพนัธะไดซลัไฟด์ในไซโตพลาสซึม ช่วยให้โปรตีนมีการละลายไดดี้ข้ึน 

เซลล์เจา้บา้นชนิดน้ีเหมาะกบัพลาสมิดท่ีมีความตา้นทานต่อแอนติไบโอติกแอมพิซิลินและเหมาะกบัการใชก้บั

เวคเตอร์ pET32 นอกจากน้ีพลาสมิดท่ีมียีนมิวเทต trxB และ gor อยูม่ีความตา้นทานต่อคานามยัซินและเทตรา

ซยัคลิน ตามลาํดบั ดงันั้น Origami(DE3) จึงไม่สามารถใชพ้ลาสมิดที่มีความตา้นทานต่อแอนติไบโอติกทั้ง

สองชนิดน้ีได ้

3. Origami B(DE3) 

สายพนัธ์ุชนิดน้ีมีความคลา้ยคลึงกบัเซลล์ Origami โดยมีการทิวเทตยีน trxB และ gor นอกจากน้ียงัมี

การมิวเทตยีน lacZY จาก BL21 ซ่ึงช่วยให้การควบคุมระดบัการแสดงออกของโปรตีนมีประสิทธิภาพมากข้ึน
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โดยการควบคุมความเขม้ขน้ของ IPTG ดงันั้นสายพนัธุ์Origami B จึงมีการผสมผสานคุณสมบติัของเซลล์ E. 

coli หลายสายพนัธุ์ ไดแ้ก่ BL21, TunerTM และ Origami ซ่ึงสายพนัธ์เหล่าน้ีมีการขาดหายไปของยีน lon และ 

ompT ซ่ึงช่วยให้โปรตีนที่ไดม้ีความเสถียรมากข้ึน ดงันั้นสายพนัธุ์ชนิดน้ีเหมาะกบัการผลิตโปรตีนโดยใช้

เวคเตอร์ pET32 และเหน่ียวนาํให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนดว้ย IPTG 

4. Rosetta-gami(DE3) 

เซลล์ E.coli สายพนัธุ์น้ีดดัแปลงมาจากสายพนัธุ์ Origami โดยโปรตีนที่ไดม้ีการสร้างพนัธะได

ซลัไฟด์เน่ืองจากการมิวเทตไปของยีน trxB/gor และยงัมีการเพิ่มทีอาร์เอ็นเอที่จดจาํโคดอนที่พบไดย้ากใน E. 

coli เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีนที่มีจากยคูาริโอต ไดแ้ก่ทีอาร์เอ็นเอที่จดจาํโคดอน AGG, AGA, 

AUA, CUA, CCC และ GGA  

5. ArcticExpress(DE3) RIL 

เซลล์เจา้บา้นชนิดน้ีดดัแปลงมาจากสายพนัธุ์ BL21-Gold (Stratagene) โดยที่ ArcticExpress(DE3) 

RIL มีการใส่พลาสมิดที่มียีนที่แปลรหสัให้ชาโปโรนิน (Chaperonin) 2 ชนิด คือ Cpn60 และ Cpn10 จาก 

Oleispira antarctica ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่ตา้นทานต่อความเยน็ ซ่ึงมีส่วนช่วยส่งเสริมให้โปรตีนที่ไดม้ีการ

ละลายและเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีนท่ีอุณหภูมิตํ่า นอกจากน้ีมีการเพิ่มทีอาร์เอ็นเอที่จดจาํโคดอนท่ี

พบไดย้ากใน E. coli ไดแ้ก่ ทีอาร์เอ็นเอที่จดจาํโคดอนอาร์จินิน AGA และ AGG, โคดอนไอโซลิวซีน AUA 

และโคดอนลิวซีน CUA 

การผลิตโปรตีนโดยใช้ P. pastoris เป็นเซลล์เจ้าบ้าน 

เน่ืองจากการผลิตโปรตีนโดยใช ้E. coli ซ่ึงเป็นเซลล์โปรคาริโอตประสบปัญหาเมื่อนาํมาใชผ้ลิต

โปรตีนจากยคูาริโอต การใชย้ ีสตเ์ป็นเซลล์เจา้บา้นในการผลิตโปรตีนจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง โดยใน

การศึกษาน้ีเลือกใช ้P. pastoris ซ่ึงยีสตช์นิดน้ีสามารถใชเ้มธานอลเป็นแหล่งพลงังานเพื ่อใชใ้นการ

เจริญเติบโต (methylotrophic yeast) ขอ้ดีของ P. pastoris คือสามารถเล้ียงและจดัการไดง้่ายกวา่การเล้ียง ma

มิลลิโมลาร์alian cells นอกจากน้ี P. pastoris ยงัสามารถเจริญและให้ปริมาณเซลล์สูง และอีกเหตุผลประการ

หน่ึงท่ีสาํคญัคือ P. pastoris เป็นเซลล์ยคูาริโอต ดงันั้นจึงมี ความสามารถที่จะผลิต soluble protein ที่ทาํให้เกิด

การมว้นพบัของโปรตีนลูกผสมที่ถูกตอ้งกวา่เซลล์ E. coli อีกทั้งมีกระบวนการ post-translation modification 

ทาํให้ไดโ้ปรตีนมีการทาํหนา้ที่ไดอ้ยา่งเหมาะสม (Daly และ Hearn, 2005) ระบบการผลิตโปรตีนของ P. 

pastoris เก่ียวขอ้งกบัการใชเ้มทานอลในกระบวนการเมตาบอลิซึม โดยเอนไซมแ์อลกฮอล์ออกซิเดส (AOX) 

เป็นเอนไซมต์วัแรกที่ใชใ้นกระบวนการยอ่ยสลายเมธานอล โดยการออกซิเดชัน่เปล่ียนจากเมธานอลไปเป็น

ฟอร์มาลดีไฮด์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยส่วนหน่ึงของฟอร์มาลดีไฮด์ถูกส่งออกจากเพอร็อกซิโซม 
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(peroxisome) ซ่ึงต่อมาถูกออกซิไดซ์ไปเป็นฟอเมตและคาร์บอนไดออกไซด์โดยเอนไซมดี์ไฮโดรจีเนส 2 ตวัท่ี

อยูท่ี่ไซโตพลาสซึม ซ่ึงพลงังานจากกระบวนการยอ่ยสลายเมธานอลมาจาก 2 ปฏิกิริยาน้ี  

ในปัจจุบนัน้ีมี P. pastoris หลากหลายสายพนัธุ์ โดยบางสายพนัธุ์มีการดดัแปลงพนัธุกรรมเพื่อให้

เหมาะแก่การใชง้าน เช่น SMD1168 และ SMD1168H ซ่ึงทั้งสองสายพนัธุ์ไม่มียีน pep4 ซ่ึงแปลรหสัให้

เอนไซม ์peptidase A โดยเอนไซมน้ี์ทาํหนา้ท่ีในการกระตุน้ carboxypeptidase Y และ Protease B1 ดงันั้นยีสต์

ทั้งสองสายพนัธุ์น้ีจึงไม่พบการทาํงานของโปรติเอส เพื่อให้เหมาะกบัโปรตีนที่ถูกยอ่ยสลายไดง่้ายโดยโปรติ

เอส อยา่งไรก็ตามสายพนัธุ์ซ่ึงสองก็มีขอ้เสียคือโตชา้และยากแก่การทรานสฟอร์ม (Cereghino และ Cregg, 

2000) 
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บทที่ 2 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

2.1 การโคลนยีน SFR2  

2.1.1 การเพิ่มจํานวนยีน SFR2 ด้วยวิธีพีซีอาร์ 

 ซีดีเอ็นเอของ SFR2 (DDBJ Acession AK119461) ถูกใชเ้ป็นแม่แบบสาํหรับการเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 

โดยใชไ้พร์เมอร์ 5 คู่ท่ีออกแบบจากซีดีเอ็นเอ AK119461 ซ่ึงจบัท่ีตาํแหน่งต่างๆ กนัในยีน SFR2 เพื่อสร้างยีน

ท่ีมีขนาดต่างๆ กนั คู่ไพร์เมอร์ AK_SFR2_F – 30_SFR2_R, 26_SFR2_F - 30_SFR2_R, 27_SFR2_F - 

30_SFR2_R, 28_SFR2 - 30_SFR2_R และ 29_SFR2_F - 30_SFR2_R ใชส้าํหรับเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 ซ่ึง

ภายหลงัใชช่ื้อวา่ AK_SFR2, 26_SFR2, 27_SFR2, 28_SFR2 และ 29_SFR2 ตามลาํดบั ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ประกอบดว้ย ซีดีเอ็นเอแม่แบบความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัม, 1X Taq buffer (Promega), MgCl2 เขม้ขน้ 2.5 มิลลิ

โมลาร์, dNTP เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์, ไพร์เมอร์เขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ และ Taq polymerase (Homemade) 1 

ไมโครลิตร โดยสภาวะ พีซีอาร์ แสดงในตารางท่ี 2.2 

 สาํหรับการเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 ท่ีทาํการตดัปลายทางดา้น 3’ ใชคู้่ไพร์เมอร์ 4 คู่คือ 26_SFR2_F – 

34_mutPEST_SFR2_R, 27_SFR2_F - 34_mutPEST_SFR2_R, 26_SFR2_F – 28_SFR2_R และ 27_SFR2 – 

28_SFR2_R โดยให้ช่ือวา่ 31_SFR2_delC(mP), 32_SFR2_delC(mP), 33_SFR2_delC และ 34_SFR2_delC 

ตามลาํดบัโดยสภาวะพีซีอาร์ท่ีใชแ้สดงในตารางท่ี 2.2 

 หลงัจากช้ินส่วนของยีน SFR2 ทั้งหมดถูกเพิ่มจาํนวนไดผ้า่นการทาํให้บริสุทธ์ิโดยใช ้ Gel extraction 

kit (QIAGEN) แลว้นาํโคลนเขา้ไปในโคลนน่ิงเวคเตอร์ pENTR-D/TOPO (Invitrogen) โดยแต่ละปฏิกิริยา

ประกอบดว้ย 1 µl ของเวคเตอร์ความเขม้ขน้ 15- 20 นาโนกรัม, Salt solution 1 ไมโครลิตรและผลิตภณัฑ์พีซี

อาร์ 20 นาโนกรัมและส่วนผสมทั้งหมดถูกบ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมงและทรานสฟอร์มเขา้

ไปในเซลล์ E. coli TOP10 โดยวิธีการ heat shock โดยเซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสม

ของคานามยัซินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพื่อคดัเลือกเฉพาะเซลล์ E. coli ท่ีมีพลาสมิดอยู ่

หลงัจากนั้น pENTR-D/TOPO ท่ีมีช้ินของยีน SFR2 อยูถู่กสกดัออกมาจากเซลล์โดยใช ้plasmid extraction kit 

(QIAGEN) และนาํไปตรวจสอบหาลาํดบัเบสโดยใชไ้พร์เมอร์ M13 

 ช้ินส่วนของ SFR2 ท่ีอยูใ่นโคลนน่ิงเวคเตอร์ถูกยา้ยไปสู่ pET32a/DEST โดยใชเ้อนไซม ์ LR clonase 

โดยแต่ละปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1 µl ของ pENTR-D/TOPO ท่ีมีช้ินส่วน SFR2 ความเขม้ขน้ 300 นาโนกรัม, 2 

ไมโครลิตรของ pET32a/DEST ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัม และเอนไซม ์LR clonase 2 ไมโครลิตรส่วนผสม
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ทั้งหมดถูกบ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมงและทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ E. coli DHα โดย

วิธีการ electroporation โดยเซลล์ E. coli ถูก  สเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความ

เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลงัจากนั้น pET32a ท่ีมีช้ิน SFR2 อยูถู่กสกดัออกมาจากเซลล์โดยใช ้

plasmid extraction kit (QIAGEN) 

2.1.2 การโคลนยีน SFR2 เข้าเวคเตอร์ pCold I 

 ซีดีเอ็นเอของยีน SFR2 แบบปกติและแบบท่ีมีการมิวเทต PEST sequence ถูกโคลนเขา้ไปในเอ็กเพรส

ชัน่เวคเตอร์ pCold I โดยใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะ 2 ตวัคือ KpnI และ SalI และใชไ้พร์เมอร์ 37_SFR2_KpnI_F 

และ 32_SFR2_SalI_R สาํหรับเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 ทั้งสองแบบโดยใช ้ 26_SFR2 และ 26_mutPEST_SFR2 

(จากหวัขอ้ท่ี 2.2) เป็นแม่แบบ โดยตั้งช่ือให้ภายหลงัวา่ 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 โดยในปฏิกิริยา

พีซีอาร์ ประกอบดว้ย TOPO_26_SFR2 และ TOPO_26_mutPEST_SFR2 ซ่ึงใชเ้ป็นแม่แบบความเขม้ขน้ 10 

นาโนกรัม, 1X Taq buffer (Promega), MgCl2  เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์, dNTP เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์, ไพร์เมอร์

เขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ และ Taq polymerase (Homemade) 1 ไมโครลิตร สภาวะพีซีอาร์ประกอบดว้ย Initial 

denaturation 94 องศาเซลเซียส 2 นาที Denature 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 

วินาที Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที, Final extension 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้

ถูกนาํมาผา่นการทาํให้บริสุทธ์ิโดยใช ้ gel extraction kit (QIAGEN) แลว้ถูกโคลนเขา้ไปในโคลนน่ิงเวคเตอร์ 

pGEM-T easy ในปฏิกิริยาไลเกชัน่ประกอบดว้ยเวคเตอร์ pGEM-T easy ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรัม, ช้ินส่วน

ยีน SFR2 ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรัม, 1X ligation buffer และเอนไซม ์T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร ส่วนผสม

ทั้งหมดถูกบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมงและ ทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ E. coli DH5α โดยวิธี 

electroporation โดยเซลล ์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, X-Gal และ IPTG หลงัจากนั้น pGEM-T easy ท่ีมีช้ิน SFR2 อยูถู่กสกดัออกมาจากเซลล์

โดยใช ้ plasmid extraction kit (QIAGEN) และตั้งช่ือวา่ pGEM_37_SFR2 และ pGEM_37_mutPEST_SFR2 

เวคเตอร์ pCold I, pGEM_37_SFR2 และ pGEM_37_mutPEST_SFR2 ถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ KpnI ท่ี 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และทาํให้บริสุทธ์ิดว้ยการตกตะกอนดีเอ็นเอ หลงัจากนั้นตดัดว้ย SalI ท่ี 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้ gel extraction kit (QIAGEN)  หลงัจากนั้น

เวคเตอร์ pCold I ท่ีเป็นเส้นตรงและช้ินส่วนยีน 37_SFR2 หรือ 37_mutPEST_SFR2 ถูกเช่ือมต่อเขา้ดว้ยกนั

ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase (NEB) ท่ี 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมงและทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ 

E. coli DH5α โดยวิธี electroporation โดยเซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิ

ลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลงัจากนั้น pCold I ท่ีมีช้ิน SFR2 อยูถู่กสกดัออกมาจากเซลล์โดย

ใช ้plasmid extraction kit (QIAGEN) 
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2.1.3 การโคลนยีน 26_SFR2_syn เข้าเวคเตอร์ pPICZαBNH8 และ pET32a 

 ยีน 26_SFR2_syn เป็นยีนท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนเพื่อให้โคดอนท่ีอยูภ่ายในยีนมีความเหมาะสมสาํหรับ

การผลิตโปรตีนโดยใช ้ P. pastoris เป็นเซลล์เจา้บา้น ยนี 26_SFR2_syn ถูกทาํการเพิ่มจาํนวนโดยวีธีการพีซี

อาร์โดยใชไ้พร์เมอร์ 26_SFR2_Syn_F และ 30_SFR2_Syn_R โดยใชส้ภาวะพีซีอาร์ดงัน้ี ขั้นท่ี 1 Initial 

denature 94 องศาเซลเซียส 2 นาที, ขั้นท่ี 2 พีซีอาร์ 35 รอบ (Denature 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Annealing 

55 องศาเซลเซียส 30 วินาที, Extension 72 องศาเซลเซียส 2 นาที), ขั้นท่ี 3 Final extension 72 องศาเซลเซียส 

10 นาที จากนั้นทาํผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีไดใ้ห้บริสุทธ์ิโดยใช ้Gel extraction kit (QIAGEN) และโคลนเขา้ไปใน

โคลนน่ิงเวคเตอร์ pENTR-D/TOPO และยา้ยช้ินส่วนยนี 26_SFR2_syn จากเวคเตอร์น้ีไปสู่ pPICZαBNH8 

และ pET32a โดยใชเ้อนไซม ์ LR clonase โดยแต่ละปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1 ไมโครลิตร ของ 

pENTR_26_SFR2_syn ความเขม้ขน้ 300 นาโนกรัม, 2 ไมโครลิตรของ pET32a/DEST หรือ pPICZαBNH8 

/DEST ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัมและเอนไซม ์LR clonase 2 ไมโครลิตร ส่วนผสมทั้งหมดถูกบ่มท่ี 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมงและทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ E. coli DHα โดยวิธีการ electroporation โดย

เซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

สาํหรับคดัเลือกพลาสมิด pET32a หรือ ซีโอซินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สาํหรับคดัเลือก  

พลาสมิด pPICZαBNH8 หลงัจากนั้น pET26_SFR2_syn และ pPICZ_26_SFR2_syn ถูกสกดัออกมาจากเซลล์

โดยใช ้plasmid extraction kit (QIAGEN) 
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ตารางที ่2.1 ไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มจาํนวนและหาลาํดบัเบสยีน SFR2  

ไพร์เมอร์ ลาํดบัเบส (5’  3’) 

AK_SFR2_F CACCATGCCACTACCGGCGTTC 

26_SFR2_F CACCGACTTCCGCGCCTTTCC 

28_SFR2_F CACCGTGAGGCTTGTTGTTGATTGT 

29_SFR2_F CACCCCTGGTCTAAAGCTTGTG 

30_SFR2_R GGAGAATAAAAAGTATGAAGGCCGAGG 

33_mutPEST_SFR2_F TGGGCAAGGTTAATGCCTCAGCAACCAACCCAACAATTGAAG

TGAGTT   

34_mutPEST_SFR2_R GCAAAAATAACTGAGCTCTTCAATTGTTGGGTTGGTTGCTGA

GGCATTAACCTTGCCCA 

28_SFR2_R ACAATCAACAACAAGCCTCAC 

37_SFR2_KpnI_F GCCGGGTACCCTAGCAACAGCGCCTGCGCAT 

32_SFR2_SalI_R GCCGGTCGACGGAGAATAAAAAGTATGAAGGCCGAGG 

26_SFR2_Syn_F CACCGATTTCAGAGCTTTTCCTTC 

30_SFR2_Syn_R AAGACCTTCATATTTCTTGTTTTCT 

pET393_seq_F GAAAGAGTTCCTCGACGC 

T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG 

T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

35_pCold_seq_F ACGCCATATCGCCGAAAGA 

36_pCold_seq_R CCAAATGGCAGGGATCTTAGATTC 

M13_F GTAAAACGACGGCCAG 

M13_pUC_R CAGGAAACAGCTATGAC 
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ตารางที่ 2.2 สภาวะพีซีอาร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มจาํนวนยีน SFR2  

ผลติภัณฑ์พซีีอาร์ คู่ไพร์เมอร์    อุณหภูมแิอนนีลลิง่      ระยะเวลาในการต่อสาย 

AK_SFR2 AK_SFR2_F 

30_SFR2_R 

55  2 นาที 

26_SFR2 26_SFR2_F 

30_SFR2_R 

55  2 นาที 

27_SFR2 27_SFR2_F 

30_SFR2_R 

55  1.5 นาที 

28_SFR2 28_SFR2_F 

30_SFR2_R 

55  1 นาที 

29_SFR2 29_SFR2_F 

30_SFR2_R 

50  30 วนิาที 

31_SFR2 _delC(mP) 26_SFR2_F 

34_mutPEST_SFR2_R 

58  30 วนิาที 

32_SFR2 _delC(mP) 27_SFR2_F 

34_mutPEST_SFR2_R 

55  30 วนิาที 

33_SFR2 _delC 26_SFR_F 

28_SFR2_R 

50  30 วนิาที 

34_SFR2 _delC 27_SFR2_F 

28_SFR2_R 

50  30 วนิาที 

หมายเหตุ สภาวะ พีซีอาร์ ทั้งหมดเร่ิมท่ี  

Initial denaturation  94°C เป็นเวลา  2 นาที       1 รอบ 

Denature  94°C เป็นเวลา  30 วนิาที   

Annealing  อุณหภูมิดงัในตาราง เป็นเวลา 30 วนิาที   35 รอบ 

Extension  72°C  เวลาแสดงดงัตาราง 

Final extension  72°C  เป็นเวลา 10 นาที     1 รอบ 

 

(องศาเซลเซียส) 
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2.2 การมิวเทต PEST sequence ภายในยนี SFR2 โดยวธีิพซีีอาร์มิวตาเจเนซิส 

 โคดอนท่ีแปลรหสัเป็นกรดกลูตามิก (E) ท่ีมีอยูภ่ายใน PEST sequence ถูกมิวเทตไปเป็นโคดอนท่ีแปล

รหสัเป็นกลูตามีน (Q) โดยวิธีพีซีอาร์มิวตาเจเนซิส ไพร์เมอร์ 2 คู่ถูกใชเ้พื่อเพิ่มจาํนวนยนี SFR2 ซ่ึงถูกแบ่งเป็น 2 

ส่วนคือ ส่วนดา้นปลาย 5’ และ ปลาย 3’ ไพร์เมอร์คู่แรกคือ 26_SFR2_F และ 34_mutPEST_SFR2_R (ตารางท่ี 

2.1) ใชเ้พิ่มจาํนวนยนี SFR2 เฉพาะส่วนปลายดา้น 5’ และไพร์เมอร์คู่ท่ีสองคือ 33_mutPEST_SFR2_F และ 

30_SFR2_R (ตารางท่ี 2.1) ใชเ้พิ่มจาํนวนยีน SFR2 เฉพาะส่วนปลายดา้น 3’ ซ่ึงไพร์เมอร์ 

33_mutPEST_SFR2_F และ 34_mutPEST_SFR2_R ถูกออกแบบมาให้เป็นคู่สมซ่ึงกนัและกนัและมีการมิวเทต

โคดอนของกรดกลูตามิกอยูท่ี่ไพร์เมอร์น้ี สภาวะของ พีซีอาร์ ท่ีใชเ้พิ่มจาํนวนยนี SFR2 ทั้ง 2 ส่วนแสดงดงั

ตารางท่ี 2.2 และยนี SFR2 ทั้งสองส่วนถูกทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้ gel extraction kit (QIAGEN)  หลงัจากนั้นทั้ง

สองส่วนถูกนาํมาใชเ้ป็นแม่แบบเพื่อสร้างยนี SFR2 สายเตม็ท่ีมีการมิวเทตโคดอนของกรดกลูตามิกไปเป็นกลูตา

มีนโดยใชพ้ีซีอาร์สองขั้นตอน และใชไ้พร์เมอร์ 26_SFR2_F และ 30_SFR2_R ในปฏิกิริยาประกอบดว้ยช้ินส่วน

ของยนี SFR2 ทั้งสองส่วนความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมเพื่อใชเ้ป็นแม่แบบ, 1X Taq buffer (Promega), MgCl2  

เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์, dNTP เขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์, ไพร์เมอร์เขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ และ Taq 

polymerase (Homemade) 1 ไมโครลิตร โดยมีสภาวะพีซีอาร์ท่ีใชแ้สดงในตารางท่ี 2.3 พีซีอาร์ในขั้นตอนท่ี 1 ใช้

เพื่อเหน่ียวนาํใหย้นี SFR2 ทั้งสองสายมาเขา้คู่กนับริเวณคู่สมของไพร์เมอร์ท่ีมีการออกแบบไว ้ส่วนในขั้นตอนท่ี 

2 ใชเ้พื่อใหไ้พร์เมอร์26_SFR2_F และ 30_SFR2_R ทาํการเพิ่มจาํนวนยีนใหเ้ตม็สาย  

หลงัจากทาํ พีซีอาร์ แลว้ยนี SFR2 ถูกตรวจสอบบนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1% และถูกทาํใหบ้ริสุทธ์ิ

โดยใช ้ gel extraction kit (QIAGEN) และตั้งช่ือยนีท่ีมีการมิวเทตบริเวณ PEST sequence วา่ 

26_mutPEST_SFR2 ซ่ึงช้ินส่วน พีซีอาร์ น้ีถูกโคลนเขา้ไปใน pENTR-D/TOPO และ pET32a/DEST ตามลาํดบั

ดงัวธีิการในหวัขอ้ท่ี 2.1.1 
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ตารางที่ 2.3 สภาวะพีซีอาร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 ท่ีมีการมิวเทตบริเวณ PEST sequence 

ขั้นตอนท่ี สภาวะพีซีอาร์ 

  อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

Initial denaturation 94 2 นาที 

Denature 94 30 วินาที 

Annealing 69 10 นาที 

Extension 72 5 นาที              20 รอบ 

 Denature 94 30 วินาที 

Annealing 55 30 วินาที 

Extension 72 2 นาที 

Final extension 72 10 นาที 

 

2.3 การแสดงออกของโปรตีน 

2.3.1 การแสดงออกของโปรตีน SFR2 โดยใช้เวคเตอร์ pET32a ใน E. coli 

 พลาสมิด pET ท่ีมีช้ินส่วนของยีน SFR2 ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ E. coli BL21(DE3) plysS, 

Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) โดยวิธีการ electroporation โดยเซลล์ E. coli ถูกสเปรด

บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และแอนติไบโอติกท่ี

เหมาะสมกบัเซลล์เจา้บา้น หลงัจากนั้นเซลล์ท่ีมีพลาสมิดของแต่ละโคลนอยูถู่กนาํมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลว LB ท่ีมีแอนติไบโอติกแอมพิซิลินท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และเซลล์ E. coli ประมาณ 

200 ไมโครลิตรถูกใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB 10 มิลลิลิตร ท่ีมีแอนติไบโอติกแอมพิซิลิน และเล้ียง

1 

2 
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ต่อไปจนมีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ี OD600 ประมาณ 0.5 - 0.8  จากนั้นเซลล์ถูกนาํไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีและใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ และปล่อยให้มีการ

แสดงออกของโปรตีนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัส้ินสุดกระบวนการแสดงออกของโปรตีน โปรตีนทั้งหมดถูก

ตรวจสอบโดยใช ้SDS-PAGE และยอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 

 นอกจากน้ีพลาสมิด pET ท่ีมีช้ินส่วนของยีน 26_SFR2 และ 26_SFR2_syn ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน

เซลล์ E. coli ArcticExpress(DE3) RIL โดยวิธีการ heat shock โดยเซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB 

ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินและเจนตามยัซิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 20 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามลาํดบัและบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเซลล์ท่ีมีพลาสมิ

ดของแต่ละโคลนอยูถู่กนาํมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมีแอนติไบโอติกแอมพิซิลินและเจนตามยัซิน 

ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และเซลล์ E. coli ประมาณ 200 ไมโครลิตร ถูกใส่ลงในอาหารเล้ียง

เช้ือเหลว LB 10 มิลลิลิตร ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินและเจนตามยัซิน และเล้ียงต่อไปจนมีความเขม้ขน้ของ

เซลล์ท่ี OD600 ประมาณ 0.5 - 0.8  จากนั้นเซลล์ถูกนาํไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที

และใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มิลลิโมลาร์ และปล่อยให้มีการแสดงออกของโปรตีนเป็นเวลา 

24 ชัว่โมง หลงัส้ินสุดกระบวนการแสดงออกของโปรตีน โปรตีนทั้งหมดถูกตรวจสอบโดยใช ้ SDS-PAGE 

และยอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 

 

2.3.2 การแสดงออกของโปรตีน SFR2 โดยใช้เวคเตอร์ pCold I ใน E. coli 

 พลาสมิด pCold_37_SFR2 และ pCold_37_mutPEST_SFR2 ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์ E. coli 

BL21(DE3) plysS, Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) โดยวิธีการ electroporation โดย

เซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

และแอนติไบโอติกท่ีเหมาะสมกบัเซลล์เจา้บา้น หลงัจากนั้นเซลล์ท่ีมีพลาสมิดของแต่ละโคลนอยูถู่กนาํมาเล้ียง

ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมีแอนติไบโอติกท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และเซลล์ E. coli 

ประมาณ 200 ไมโครลิตร ถูกใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB 10 มิลลิลิตร ท่ีมีแอนติไบโอติก และเล้ียงต่อไป

จนมีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ี OD600 ประมาณ 0.5 - 0.8  จากนั้นเซลล์ถูกนาํไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 16 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีและใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ และปล่อยให้มีการ

แสดงออกของโปรตีนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัส้ินสุดกระบวนการแสดงออกของโปรตีน โปรตีนทั้งหมดถูก

ตรวจสอบโดยใช ้SDS-PAGE และยอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue R-250 
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2.3.3 การแสดงออกของโปรตีน 26_SFR2_syn โดยใช้เวคเตอร์ pPICZαBNH8 ใน P. pastoris 

 พลาสมิด pPICZ_26_SFR2_syn ถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SacI ท่ี 37 องสาเซลเซียส เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง เพื่อให้พลาสมิดท่ีไดก้ลายเป็นเส้นตรง จากนั้นทรานสฟอร์มเขา้ไปใน P. pastoris SMD1168H โดย

วิธีการ electroporation ท่ี 1500 โวลต ์เซลล์ทั้งหมดถูกสเปรดบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมีซีโอซินความเขม้ขน้ 100 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และบ่มไวท่ี้ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชัว่โมง โคโลนีท่ีไดถู้กนาํไปเล้ียงในอาหาร

เหลว BMGY 50 มิลลิลิตร ท่ี 28 องศาเซลเซียส, 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นใส่เมธานอล 3% 

ทุกๆ 12 ชัว่โมง จนครบ 72 ชัว่โมง เซลล์และส่วนใสท่ีไดถู้กแยกโดยการป่ันเหวี่ยงท่ี 4000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที และเก็บไวท่ี้ -70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เซลล์ท่ีไดถู้กละลายในบฟัเฟอร์ (โซเดียม

ฟอสเฟตเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์, pH 7.4, PMSF เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์, EDTA เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ      

กลีเซอรอลเขม้ขน้ 5%) 5 มิลลิลิตร จากนั้นทาํให้เซลล์แตกโดยใชเ้ม็ดแกว้ (glass beads) ขนาดเส้นผา่น

ศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร ป่ันแยกเซลล์และเม็ดแกว้ออกจากกนัท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดเอา

เฉพาะส่วนใส และโหลดลงบน SDS-PAGE เทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีป่ันแยกในตอนตน้ 

 

2.4 การตรวจสอบโปรตีน 

2.4.1 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

2.4.1.1 การเตรียมแอนติเจน 

 พลาสมิด pET28_SFR2 ซ่ึงเป็นส่วนของโปรตีน SFR2 ท่ีสามารถผลิตไดใ้น E. coli ถูกทรานสฟอร์ม

เขา้ไปในเซลล์ E. coli Origami(DE3) โดยเซลล์ E. coli ถูกสเปรดบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิ

ลินและเทตราไซคลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 12.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั 

หลงัจากนั้นเซลล์ท่ีมีพลาสมิดของแต่ละโคลนอยูถู่กนาํมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีท่ีมีแอนติไบ

โอติกท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และเซลล์ E. coli ประมาณ 200 ไมโครลิตร ถูกใส่ลงในอาหาร

เล้ียงเช้ือเหลว LB 10 มิลลิลิตร ท่ีมีแอนติไบโอติกและเล้ียงต่อไปจนมีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ี OD600 ประมาณ 

0.5 - 0.8  จากนั้นเซลลถู์กนาํไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีและใส่ IPTG ให้มีความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ และปล่อยให้มีการแสดงออกของโปรตีนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้น

เซลลถู์กนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 4000 รอบต่อนาที, 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเซลล์ถูกเก็บไวท่ี้ -70 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เซลลถู์กละลายดว้ยบฟัเฟอร์ (Tris-HCl pH 7.0) ท่ีมี 0.5 มิลลิโมลาร์ PMSF 

อยูแ่ละทาํให้เซลล์แตกโดยวิธีการ Sonication หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกโปรตีนส่วนท่ีละลายนํ้าและ
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ไม่ละลายนํ้าออกจากกนั ละลายโปรตีนส่วนท่ีไม่ละลายนํ้าดว้ยบฟัเฟอร์ (Tris-HCl pH 7.0) จากนั้นโปรตีนทั้ง

สองส่วนถูกนาํมาตรวจสอบโดยใช ้SDS-PAGE 

 แบนของโปรตีนลูกผสม 28_SFR2 ท่ีอยูใ่นส่วนท่ีไม่ละลายนํ้าถูกตดัออกมาจากเจลโพลีอะคริลาไมด์

และถูกนาํไปแช่ในบฟัเฟอร์ (Tris-HCl, pH 7.0 เขม้ขน้ 250 มิลลิโมลาร์, โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 100 มิลลิโม

ลาร์ และ SDS เขม้ขน้ 0.1%) เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจากนั้นกาํจดั SDS และโซเดียมคลอไรด์โดยวธีิการ

ไดอะไลซิสกบับฟัเฟอร์ (Tris-HCl pH 7.0) สารละลายท่ีเหลืออยูภ่ายในถุงไดอะไลซิสถูกนาํไปวดัความ

เขม้ขน้ของโปรตีนโดยวีธีแบรดฟอร์ด (1976) และเก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการนาํไปผลิตแอนติเซรัม 

2.4.1.2 การผลิตแอนติเซรัม 

  แอนติเซรัมถูกผลิตในกระต่ายขาวพนัธ์ุนิวซีแลนด์ 2 ตวั โดยช่วงเวลาในการกระตุน้ให้เกิดการผลิต

แอนติบอดีต่อโปรตีนแสดงดงัตารางท่ี 2.4 กระต่ายแต่ละตวัถูดฉีดสารละลายโปรตีนท่ีบริเวณใตผ้ิวหนงั 

(subcutaneously) ท่ีหลงั 4 จุด หลงัจากนั้นเซรัมท่ีไดจ้ากเลือดในวนัสุดทา้ยถูกนาํมาทดสอบความจาํเพาะ

เจาะจงโดยวิธีอีไลซ่า (ELISA) 

 

ตารางที ่2.4 การกระตุน้แอนติเจนและการผลิตแอนติเซรัม 

            วนั                                                     กจิกรรม 

0 เก็บเลือดก่อนการกระตุน้และกระตุน้ดว้ยแอนติเจนความเขม้ขน้ 100 - 

200 ไมโครกรัม/กระต่าย 1 ตวั (แอนติเจนอยูใ่น Complete Freund's 

Adjuvant (CFA)) 

14 กระตุน้ดว้ยแอนติเจนความเขม้ขน้ 50-100 ไมโครกรัม/กระต่าย 1 ตวั 

(แอนติเจนอยูใ่น Incomplete Freund's Adjuvant (IFA)) 

28 กระตุน้ดว้ยแอนติเจนความเขม้ขน้ 50-100 ไมโครกรัม/กระต่าย 1 ตวั 

(แอนติเจนอยูใ่น Incomplete Freund's Adjuvant (IFA)) 

35 นาํเซรัมมาทดสอบดว้ยวธีิการอีไลซ่า 

42 กระตุน้ดว้ยแอนติเจนความเขม้ขน้ 50-100 ไมโครกรัม/กระต่าย 1 ตวั 

(แอนติเจนอยูใ่น Incomplete Freund's Adjuvant (IFA)) 

49 นาํเซรัมมาทดสอบดว้ยวธีิการอีไลซ่า 

52 เก็บเลือดคร้ังสุดทา้ย 
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แอนติเซรัมที่ไดถู้กนาํมาใชใ้นการตรวจสอบโปรตีน SFR2 โดยวิธีเวสเทิร์นบลอท (western blot) 

ดงันั้นก่อนนํามาใชจ้ึงผา่นกระบวนการทาํให้บริสุทธ์ิโดยการเอาส่วนของโปรตีนฟิวชัน่ไทโอรีดอกซิน 

(thioredoxsin fusion tag) ออก เวคเตอร์เปล่า pET32a ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน Origami(DE3) และให้มีการ

แสดงออกของโปรตีนฟิวชัน่ไทโอรีดอกซิน จากนั้นเก็บโปรตีนเฉพาะส่วนที่สามารถละลายนํ้ าไดใ้ส่แอนติ

เซรัม 20 µl ลงในไทโอรีดอกซินและโปรตีน E. coli 1 มิลลิลิตร นาํไปบ่มไวที้่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 

ชัว่โมง ส่วนของแอนติเซรัม SFR2 ถูกนาํไปป่ันเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีและเก็บเฉพาะ

ส่วนใสมาใชใ้นการตรวจสอบโปรตีนโดยเวสเทิร์นบลอท 

2.4.2 การตรวจสอบโปรตีนโดยเวสเทิร์นบลอท 

โปรตีน SFR2 ถูกผลิตใน Origami(DE3) และโหลดโปรตีนทั้งหมดในเจลโพลีอะคริลาไมด์ จากนั้น

โปรตีนบนเจลถูกส่งผา่นไปที่เมมเบรน PVDF โดยใช ้Semi-Phor (Hoefer Science) ที่ 400 มิลลิแอมแปร์ เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง เมมเบรนถูกบล็อกดว้ย BSA เขม้ขน้ 3% ใน PBST (tween-20 เขม้ขน้ 0.05%) เป็นเวลา 16 

ชัว่โมง หลงัจากนั้นใส่แอนติเซรัม SFR2 (ที่ไดจ้าก 2.4.1) 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 – 3 ชัว่โมงและลา้งเมม       

เบรนดว้ย PBST 3 คร้ัง และใส่ Secondary antibody (anti-rabbit IgG) ที่เจือจางลง 1:20,000 ใน PBST ลงใน

เมมเบรน ทิ้งไวป้ระมาณ 1-2 ชัว่โมง เมมเบรนถูกลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง และใส่สับสเตรท (NBT/BCIP) 1 

มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 5 นาทีเพื่อให้เกิดสี เมมเบรนถูฏลา้งดว้ยนํ้าเพื่อหยุดปฏิกิริยาและทิ้ง

ไวใ้ห้แห้ง สังเกตการเกิดสี 

2.5 การตรวจสอบอาร์เอ็นเอโดยนอร์ทเทิร์นบลอท (Northern blot) 

โปรตีน SFR2 ถูกผลิตใน Origami(DE3) และอาร์เอ็นเอถูกสกดัและทาํให้บริสุทธ์ิโดยใช ้ RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN) โดยทาํตามขั้นตอนของบริษทั อาร์เอ็นเอทั้งหมด 20 ไมโครกรัม ถูกโหลดบนเจลอะกา

โรส-ฟอร์มอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 1% โดยใช ้1X FA เป็นบฟัเฟอร์ (MOPS เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์, โซเดียมอะซิ

เตท เขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ และ EDTA เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และปรับพีเอชเป็น 7.0 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด)์ 

ท่ี 50 โวลตเ์ป็นเวลา 2 ชัว่โมงและลา้งเจลดว้ย 20X SSC 2 คร้ังเพื่อกาํจดัฟอร์มอลดีไฮด ์ หลงัจากนั้นทาํการ

ส่งผา่นอาร์เอ็นเอไปท่ีแผน่ไนลอนเมมเบรนโดยใชว้ธีิ capillary transfer (Streit และคณะ, 2008)  

ในกระบวนการเตรียมโพรบ (probe) ซีดีเอน็เอของยนี 28_SFR2 และ 34_SFR2_delC ถูกใชเ้ป็น

แม่แบบเพื่อใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์โพรบซ่ึงทาํตามขั้นตอนท่ีแนบมากบัชุดคิท (DIG High Prime DNA 

labeling and Detection Starter Kit I (Roche)) โดยโพรบ 28_SFR2 และ 34_SFR2_delC ใชส้าํหรับติดตามอาร์

เอน็เอในส่วนดา้นปลาย 5’ และ 3’ ตามลาํดบั การสังเคราะห์โพรบเร่ิมจากการเพิ่มจาํนวนยนี 28_SFR2 และ 

34_SFR2_delC ผา่นกระบวนการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ จากนั้นนาํยนี 28_SFR2 และ 34_SFR2_delC ความเขม้ขน้ 100 
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นาโนกรัมใส่นํ้าเพื่อใหมี้ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 8 µl และทาํใหดี้เอ็นเอเสียสภาพโดยการตม้เป็นเวลา 10 นาทีและ

ทาํใหเ้ยน็ลงอยา่งรวดเร็ว เม่ือตวัอยา่งเยน็แลว้ใส่ Dig-High Prime 2 ไมโครลิตร จากนั้นปฏิกิริยาถูกบ่มไวท่ี้ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และหยดุปฏิกิริยาท่ี 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ซ่ึงโพรบท่ีสังเคราะห์

ไดพ้ร้อมสาํหรับใชใ้นกระบวนการไฮบริไดเซชัน่ 

ในกระบวนการไฮบริไดเซชั่นเร่ิมจากการพรีไฮบริไดร์เมมเบรนและ DIG easy hyb ท่ี 50 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ส่วนโพรบท่ีเตรียมไวถู้กทาํใหเ้สียสภาพโดยการตม้เป็นเวลา 5 นาทีและทาํให้เยน็ลง

อยา่งรวดเร็ว โพรบ 10 ไมโครลิตรถูกใส่ลงใน DIG easy hyb 3 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัและใส่ลงในหลอดท่ี

มีเมมเบรนอยู ่จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

หลงัจากผา่นกระบวนการไฮบริไดเซชัน่ ลา้งเมมเบรนดว้ย 2X SSC ท่ีมี  SDS เขม้ขน้ 0.1% 2 คร้ัง ท่ี 25 

องศาเซลเซียส ตามดว้ย 0.5X SSC ท่ีมี SDS เขม้ขน้ 0.1% 2 คร้ัง ๆ ละ 30 นาที ท่ี 60 องศาเซลเซียส เมมเบรนถูก

นาํออกมาวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือและลา้งเมมเบรนดว้ย 1X washing buffer 2 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที จากนั้นอาร์

เอน็เอบนเมมเบรนถูกบล๊อกดว้ย 1X blocking solution เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และนาํเมมเบรนไปแช่ในสารละลายท่ี

มีแอนติบอดีผสมอยูเ่ป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งเมมเบรนดว้ย 1X washing buffer 2 คร้ังๆ ละ 30 นาที ขั้นตอน

สุดทา้ยใส่ 1X color substrate solution และปล่อยใหมี้การเกิดสีในท่ีมืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมงและลา้งเมมเบรนดว้ย

นํ้า MQ เพื่อหยดุปฏิกิริยา สังเกตการเกิดสี 

2.6 การติดตามตําแหน่งของโปรตีนในเซลล์ 

เวคเตอร์ pMDC43, pMDC83 และ pMDC140 เป็นเวคเตอร์ที่ใชเ้พื่อศึกษาตาํแหน่งของโปรตีน SFR2 

ในเซลล์หวัหอม (Allium cepa L.) และเซลล์สาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata (l.f.) Royle) ซ่ึง

เวคเตอร์ pMDC43 และ pMDC83 มีโปรตีนติดตาม GFP ที่ทั้งดา้นปลาย N และ ปลาย C ส่วน pMDC140 มี

โปรตีนติดตาม GUS ทางดา้นปลาย C โดยพลาสมิดที่ใดส้ามารถทรานสฟอร์มเขา้สู่เซลล์พืชดว้ยวิธีการบอม

บาร์ดเมน (Bombardment) 

ไพร์เมอร์ SFR2B1_f และ SFR2B2_r ใชเ้พื่อเพิ่มจาํนวนยีน SFR2 ผา่นการทาํให้บริสุทธ์ิและโคลน

เขา้ไปในเวคเตอร์ pDONR/Zeo (Invitrogen) ซ่ึงเป็นเวคเตอร์ตวัให้ (entry clone) โดยใชเ้อนไซม ์BP clonase 

เน่ืองจากที่ปลายผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ที่ไดน้ั้นมีส่วนของ attB อยู ่ จากนั้นทาํการส่งผา่นชิ้นส่วนดีเอ็นเอไปสู่

เวคเตอร์ตวัรับ (destination vector) pMDC43, pMDC83 และ pMDC140 โดยใชเ้อนไซม ์LR clonase นาํพลาส

มิดท่ีไดไ้ปหาลาํดบัเบสบริเวณจุดเช่ือมระหวา่งยีน SFR2 และพลาสมิด 

ในกระบวนการเตรียมเน้ือเยื ่อหวัหอม หวัหอมถูกนํามาลา้งดว้ยนํ้ าสะอาด 3 คร้ังและแช่ลงใน

สารละลายไฮเปอร์คลอไรด์เป็นเวลา 15 นาที ลา้งดว้ยนํ้ าสะอาดอีก 2 คร้ัง จากนั้นแช่ลงในเอทานอลเขม้ขน้
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70% อีก 5 นาที เปลือกหวัหอมถูกลา้งอีก 2 คร้ังดว้ยนํ้ าที่ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ หลงัจากผา่นขั้นตอนการลา้ง

ทั้งหมดแลว้หวัหอมถูกตดัออกเป็นหน่ึงส่วนส่ีและสไลด์ออกตามแนวยาว และส่วนเปลือกเอพิเดอมิสถูกวาง

บนอาหารแข็ง MS ในการเตรียมสาหร่ายหางกระรอก เร่ิมจากตดัใบของสาหร่ายให้มีขนาด 0.2 x 2 ตาราง

เซนติเมตร และลา้งดว้ยนํ้าสะอาด 5 คร้ัง ลอกใบให้เป็นเน้ือเยื่อบางๆแลว้วางใบบนวุน้ความเขม้ขน้ 2% 

พลาสมิดทั้งสามที่ถูกสร้างไวแ้ลว้ถูกยิงเขา้ไปในเน้ือเยื่อหวัหอมและใบสาหร่ายหางกระรอกดว้ยวิธี

บอมบาร์ดเมนท ์(PDA-1000/He, Bio-Rad) ท่ี 1,100 psi ต่อการยิง 1 คร้ัง ท่ีระยะห่าง 6 เซนติเมตร หลงัจากนั้น

บ่มเน้ือเยื่อท่ี 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในที่มืด แลว้ทาํการตรวจสอบตาํแหน่งของโปรตีนโดยใช้

กลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูโอเรสเซนเพื่อติดตาม GFP หรือการตรวจสอบโปรตีน GUS 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

3.1 การโคลนน่ิง 

3.1.1 การโคลนช้ินส่วนยีน SFR2 เข้าเวคเตอร์ pET32a 

3.1.1.1 การโคลนยีน SFR2 ที่ทาํการตัดปลายทางด้าน 5’ 

ไพร์เมอร์ 5 คู่ถูกใชใ้นการเพิ่มจาํนวนชิ้นส่วนยีน SFR2 ที่ตาํแหน่งต่างๆ กนั ไดแ้ก่ AK_SFR2, 

26_SFR2, 27_SFR2, 28_SFR2 และ 29_SFR2 ซ่ึงมีขนาด 1.6 kb, 1.4 kb, 1.1 kb, 780 bp, 360 bp ตามลาํดบั 

(รูปที่ 3.1) โดยชิ้นส่วน AK_SFR2, 26_SFR2 และ 27_SFR2 มีส่วนของแอคทีฟไซด์ที่ถูกอนุรักษไ์วค้ือ 

TFNEP และ I/VTENG (Thorlby และคณะ, 2004) และส่วน PEST sequence ช้ินส่วนยีน 28_SFR2 มีส่วนของ

แอคทีฟไซด์ท่ีถูกอนุรักษ ์แต่ไม่มีส่วนของ PEST sequence ช้ินส่วนยีน 29_SFR2 มีส่วนของแอคทีฟไซด์ที่ถูก

อนุรักษ ์1 ตาํแหน่งคือ I/VTENG แต่ไม่มีส่วนของ PEST sequence 

 

รูปที่ 3.1 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์เพื่อใชใ้นการโคลนยีน เลนท่ี 1: AK_SFR2, เลนท่ี 2: 26_SFR2, เลนท่ี 3: 27_SFR2, 

เลนท่ี 4: 28_SFR2, เลนท่ี 5: 29_SFR2 และ เลน M: 100 bp marker 

 หลงัจากผลิตภณัพพี์ซีอาร์ถูกทาํให้บริสุทธ์ิไดถู้กโคลนเขา้ไปใน pENTR-D/TOPO และทรานสฟอร์ม

เขา้ไปใน E. coli TOP10 พลาสมิดท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการอยูถู่กสกดัออกมาโดยใช ้ Plasmid extraction kit 

(QIAGEN) หลงัจากนั้นทาํการตดัพลาสมิด TOPO_AK_SFR2, TOPO_26_SFR2, TOPO27_SFR2 และ 
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TOPO_28_SFR2 ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 2 ตวัคือ NotI และ HindIII ยกเวน้ TOPO_29_SFR2 ทาํการตดัดว้ย 

NotI และ AscI ซ่ึงทาํให้ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 ช้ินท่ีมีขนาดแตกต่างกนั ไดแ้ก่ 2936/1273 bp, 2927/1117 bp, 

2924/820 bp, 2936/424 bp และ 2580/360 bp ตามลาํดบั (รูปท่ี 3.2) จากนั้นช้ินส่วนดีเอ็นท่ีอยูใ่น pENTR-

D/TOPO ถูกยา้ยเขา้ไปใน pET32a/DEST โดยใชเ้อนไซม ์ LR clonase และทาํโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบ

ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีตอ้งการและทาํการหาลาํดบัสารพนัธุกรรมโดยใชไ้พร์เมอร์ M13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 พลาสมิด pENTR-D/TOPO ท่ีมีช้ินส่วนของยีน SFR2 อยู ่ซ่ึงถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ NotI และ 

HindIII (เลนที่ 1-4) และ NotI และ AscI (เลนที่ 5) เลนที่ 1: TOPO_AK_SFR2, เลนที่ 2: TOPO_26_SFR2, 

เลนที่ 3: TOPO_27_SFR2, เลนที่ 4: TOPO_28_SFR2, เลนที่ 5: TOPO_29_SFR2 เลน M: 1 bp marker และ 

เลน M2: 100 bp marker 

 

3.1.1.2 การโคลนยีน SFR2 ท่ีทาํการตดัปลายทางดา้น 3’ 

ไพร์เมอร์ 4 คู่ถูกใชเ้พื่อเพิ่มจาํนวนซีดีเอ็นเอทางดา้นปลาย 5’ ที่ตาํแหน่งต่างๆกนัซ่ึงมีทั้งหมด 4 ช้ิน 

ไดแ้ก่ 31_SFR2_delC(mP), 32_SFR2_delC(mP), 33_SFR2_delC and 34_SFR2_delC โดย 

31_SFR2_delC(mP), 32_SFR2_delC(mP) มีการมิวเทตของ PEST sequence บริเวณปลายดา้น 3’ ซ่ึงมีขนาด 

552 bp, 165 bp, 714 bp และ 357 bp ตามลาํดบั (รูปท่ี 3.3) 
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รูปที่ 3.3 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์เพื่อใชใ้นการโคลนยีน (A) เลนท่ี 1: 31_SFR2_delC(mP), เลนท่ี 2: 

32_SFR2_delC(mP) (B) เลนท่ี 1: 33_SFR2_delC, เลนท่ี 2: 34_SFR2_delC และ เลน M: 100 bp marker 

 

หลงัจากผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ถูกทาํให้บริสุทธ์ิไดถู้กโคลนเขา้ไปใน pENTR-D/TOPO และทรานสฟอร์ม

เขา้ไปใน E. coli TOP10 พลาสมิดที่มีช้ินดีเอ็นเอที่ตอ้งการอยูถู่กสกดัออกมาโดยใช ้Plasmid extraction kit 

(QIAGEN) หลงัจากนั้นทาํการตดัพลาสมิด TOPO_31_SFR2_delC(mP) และ TOPO_32_SFR2_delC(mP) 

ดว้ย PstI เพื่อทาํให้พลาสมิดมีลกัษณะเป็นเส้นตรงซ่ึงมีขนาดที่ตอ้งการคือ 3102 bp และ 2745 bp ตามลาํดบั 

(รูปที่ 3.4A)  ส่วน TOPO_33_SFR2_delC และ TOPO_34_SFR2_delC ตดัดว้ย NcoI และSacI ซ่ึงมีขนาด 

2765/529 bp และ 2765/172 bp ตามลาํดบั (รูปที่ 3.4B)  จากผลการทดลองสรุปไดว้า่ยีน SFR2 ถูกโคลนเขา้ไป

ใน pENTR-D/TOPO ได ้จากนั้นจึงนาํพลาสมิดท่ีไดย้า้ยไปสู่เอ็กเพรสชนัเวคเตอร์ pET32a 
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รูปที่ 3.4 พลาสมิด pENTR-D/TOPO ที่มีช้ินส่วนของยีน SFR2 อยู ่ซ่ึงถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ PstI (รูป 

A) และ NcoI และ SacI (รูป B) (A) เลนที่ 1-3: TOPO_31_SFR2_delC(mP) ที่ตดัดว้ย PstI , เลนที่ 4: 

TOPO_31_SFR2_delC(mP) ที่ไม่ไดต้ดัดว้ย PstI, เลนที่ 5: TOPO_31_SFR2_delC(mP) ที่ตดัดว้ย PstI, เลนท่ี 

6: TOPO_31_SFR2_delC(mP) ที่ไม่ไดต้ดัดว้ย PstI และ เลน M: 1 kb marker (B) เลนที่ 1: 

TOPO_33_SFR2_delC ที่ตดัดว้ย NcoI และ SacI, เลนที่ 2: TOPO_34_SFR2_delC ที่ตดัดว้ย NcoI และ SacI, 

เลน M: 100 bp marker และ เลน M2: 1 kb marker 

  

3.1.1.3 การโคลน 26_mutPEST_SFR2 

 3.1.1.3.1 คุณสมบติัของ PEST sequence ท่ีพบในโปรตีน SFR2 

  PEST sequence ท่ีพบใน SFR2 ถูกทาํนายโดยใชโ้ปรแกรม PESTfind ซ่ึงพบบริเวณท่ีมี

กรดอะมิโนท่ีชอบนํ้า (hydrophilic) รวมตวักนัอยู ่ โดยมีคะแนนของ  PEST sequence +5.01 ซ่ึงถือวา่มีความ

เป็นไปไดท่ี้จะเป็น PEST sequence ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนท่ีมีประจุ 5 ตวั (อาร์จินิน 1 ตวั และกรดกลูตา

มิก 4 ตวั) กรดอะมิโนท่ีมีขั้ว 1 ตวั (ทรีโอนิน) และกรดอะมิโนไม่มีขั้ว 5 ตวั (ลิวซีน 2 ตวั เมทไทโอนีน 1  ตวั 

และโพรลีน 2 ตวั) นอกจากน้ี PEST sequence ท่ีพบในโปรตีน SFR2 มีค่าดชันีความไม่ชอบนํ้า 

(hydrophobicity index) 35.57 ซ่ึงถือวา่มีค่านอ้ยอาจทาํให้บริเวณน้ีสามารถถูกยอ่ยสลายไดง่้ายดว้ยโปรติเอส 

(Chen และคณะ, 2002) 

 3.1.1.3.2 การโคลน 26_mutPEST_SFR2 

 กรดกลูตามิก 4 ตวัท่ีพบบริเวณ PEST sequence ถูกมิวเทตไปเป็นกลูตามีนโดยวิธีพีซีอาร์มิวตาเจเน

ซิส หลงัจากนั้นผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีไดถู้กโคลนเขา้ไปใน pENTR-D/TOPO และช่ือวา่ 

TOPO_26_mutPEST_SFR2 พลาสมิดท่ีไดถู้กตดัดว้ย HindIII เพื่อทาํให้พลาสมิดเป็นเส้นตรงซ่ึงมีขนาด 4044 

bp (รูปท่ี 3.6) เม่ือทาํการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์พบวา่กรดกลูตามิกตาํแหน่งท่ี 220 และ 221 มีการมิวเทต
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เปล่ียนกรดกลูตามิกเป็นกลูตามีนได ้ อยา่งไรก็ตามพบวา่โคดอนท่ีแปลรหสัให้กรดกลูตามิกตาํแหน่งท่ี 224, 

225 และ 226 (นบัจาก ATG โคดอนเร่ิมตน้) หายไปแต่โปรตีนท่ีไดไ้ม่มีการเปล่ียนเฟรมในการแปลรหสั (รูป

ท่ี 3.7) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.5 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีทาํการมิวเทตบริเวณ PEST sequence โดยเปล่ียนกรดกลูตามิกไปเป็นกลูตามีน 

(A) เลนท่ี 1: ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณดา้นปลาย 5’ ถึงบริเวณ PEST sequence (ช้ินท่ี 1) และ เลนท่ี 2: 

ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ PEST sequence ถึงดา้นปลาย 3’ (ช้ินท่ี 2) (B) ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีทาํการมิวเทต 

บริเวณ PEST sequence สายเต็ม 26_mutPEST_SFR2 และเลน M: 100 bp marker 

 

 

 

 

 

 

      

      

           

รูปที่ 3.6 เลนท่ี 1-4: พลาสมิด TOPO_26mutPEST_SFR2 ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ HindIII, เลนท่ี 5-

8: พลาสมิด TOPO_26mutPEST_SFR2 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ HindIII, เลน M: 1 kb marker และ เลน 

M2: 100 bp marker 
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AK_SFR2              MPLPAFVAAAARLAVLVAAAATAANAASYARYRRRHLRRIPSPIDESADPLADFRAFPSS 60 
26_mutPEST_SFR2      ----------------------------------------------------DFRAFPSS 8 
                                                                         ******** 
 
AK_SFR2              DADDSEEDNFFFGLATAPAHVEDRLEDAWLQFATETSCDDNGNVRDQRPVDALMASAAGD 120 
26_mutPEST_SFR2      DADDSEEDNFFFGLATAPAHVEDRLEDAWLQFATETSCDDNGNVRDQRPVDALMASAAGD 68 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              GGSQQSWRSTGGENIGDREQRKPLRVAMEAMLRGFEILAESGESAGGDNCSHNVAAWHNV 180 
26_mutPEST_SFR2      GGSQQSWRSTGGENIGDREQRKPLRVAMEAMLRGFEILAESGESAGGDNCSHNVAAWHNV 128 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              PCPQERLRFWSDPDAELKLAKETGISVFRMGVDWARLMPEEPTEELKSSVNFAALERYRW 240 
26_mutPEST_SFR2      PCPQERLRFWSDPDAELKLAKETGISVFRMGVDWARLMPQQPT---KSSVNFAALERYRW 185 
                     ***************************************::**   ************** 
 
AK_SFR2              IIQRVREYGMKVMLTLFHHSLPPWAGKYGGWKMEKTVTYFMDFVRLVVDCVSNLVDYWVI 300 
26_mutPEST_SFR2      IIQRVREYGMKVMLTLFHHSLPPWAGKYGGWKMEKTVTYFMDFVRLVVDCVSNLVDYWVI 245 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              FNEPHVFVMLTYCAGAWPGGDPNAIEVATSTLPTGVYNQALHWMAIAHSEAYDYIHSKSK 360 
26_mutPEST_SFR2      FNEPHVFVMLTYCAGAWPGGDPNAIEVATSTLPTGVYNQALHWMAIAHSEAYDYIHSKSK 305 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              NERKPIVGVAHHVSFTRPYGLFDVAAVALANSLTLFPYVDSICDKLDFIGINYYGQEVIS 420 
26_mutPEST_SFR2      NERKPIVGVAHHVSFTRPYGLFDVAAVALANSLTLFPYVDSICDKLDFIGINYYGQEVIS 365 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              GPGLKLVDNDEYSESGRGVYPDGLFRILIQFNERYKRLNIPFVITENGVSDETDLIRKPY 480 
26_mutPEST_SFR2      GPGLKLVDNDEYSESGRGVYPDGLFRILIQFNERYKRLNIPFVITENGVSDETDLIRKPY 425 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              ILEHLLATYAAIIMGVRVLGYLFWTTSDNWEWADGYGPKFGLVAVDRANNLARKPRPSYF 540 
26_mutPEST_SFR2      ILEHLLATYAAIIMGVRVLGYLFWTTSDNWEWADGYGPKFGLVAVDRANNLARKPRPSYF 485 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              LFS 543 
26_mutPEST_SFR2      LFS 488 
                     *** 

รูปที่ 3.7 การเปรียบเทียบลาํดบัโปรตีนระหวา่ง AK_SFR2 และ 26_mutPEST_SFR2 โดยใชโ้ปรแกรม 

ClustalW2 บริเวณ PEST sequence แสดงดว้ยแถบสีเทา กรดอะมิโนท่ีมีการมิวเทตแสดงดว้ยตวัอกัษรตวัหนา 

บริเวณลาํดบัโปรตีนท่ีมีการอนุรักษไ์วข้องโปรตีน SFR2 แสดงดว้ยการขีดเส้นใต ้

3.1.2 การโคลนช้ินส่วนยีน SFR2 เข้า pCold I 

 3.1.2.1 การโคลน 37_SFR2 

 ซีดีเอ็นเอ 37_SFR2 ถูกเพิ่มจาํนวนโดยใชไ้พร์เมอร์ 37_SFR2_KpnI และ 32_SFR2_SalI_R ซ่ึงมี

ขนาดประมาณ 1410 bp (รูปที่ 3.8A) ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ถูกทาํให้บริสุทธ์ิและตดัดว้ยเอนไซม ์2 ตวัคือ KpnI 

และ SalI รวมทั้งเวคเตอร์ pCold I ดว้ย หลงัจากนั้น 37_SFR2 ถูกโคลนเขา้ไปใน pCold I และพลาสมิดที่ได้

ตั้งช่ือวา่ pCold_37_SFR2 จากนั้นพลาสมิดถูกตดัดว้ย PstI เพื่อตดัพลาสมิดออกเป็น 2 ช้ินซ่ึงมีขนาด 4691 bp 

และ 1149 bp (รูปท่ี 3.10) เม่ือทาํการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ไม่พบการมิเทตหรือการเปล่ียนเฟรม 

 3.1.2.2 การโคลน 37_mutPEST_SFR2 

ซีดีเอ็นเอ 37_mutPEST_SFR2 ถูกเพิ่มจาํนวนโดยใชไ้พร์เมอร์ 37_SFR2_KpnI และ 32_SFR2_SalI_R ซ่ึงใช ้

TOPO_26_mutPEST_SFR2 เป็นแม่แบบ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1410 bp (รูปท่ี 3.8B) ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ถูกทาํให้
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บริสุทธ์ิและตดัดว้ยเอนไซม ์2 ตวัคือ KpnI และ SalI รวมทั้งเวคเตอร์ pCold I ดว้ย หลงัจากนั้น 

37_mutPEST_SFR2 ถูกโคลนเขา้ไปใน pCold I และพลาสมิดที่ไดต้ั้งช่ือวา่ pCold_37_mutPEST_SFR2 

จากนั้นพลาสมิดถูกตดัดว้ย PstI เพื่อตดัพลาสมิดออกเป็น 2 ช้ินซ่ึงมีขนาด 4691 bp และ 1149 bp (รูปที่ 3.10)  

เมื่อทาํการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์พบวา่กรดกลูตามิกที่ตาํแหน่ง 220, 221 และ 224 ถูกมิวเทตไปเป็นกลูตามีน 

ส่วนตาํแหน่งท่ี 225 ไม่พบการมิวเทต (รูปท่ี 3.11)  

     

     

     

     

     

     

     

    

รูปที่ 3.8 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีผา่นการทาํให้บริสุทธ์ิ (A) 37_SFR2 (B) 37_mutPEST_SFR2 และ เลน M: 100 

bp marker 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

  

 

รูปที่ 3.9 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ 37_SFR2, 37_mutPEST_SFR2 และเวคเตอร์ pCold I หลงัจากตดัดว้ยเอนไซมต์ดั

จาํเพาะ 2 ตวั คือ KpnI และ SalI เลนท่ี 1: 37_SFR2, เลนท่ี 2: 37_mutPEST_SFR2, เลนท่ี 3: pCold I ท่ีตดัดว้ย 

KpnI และ SalI, เลนท่ี 4: pCold I ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ย KpnI และ SalI, เลน M: 100 bp marker และ เลน M2: 1 kb 

marke 
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รูปที่ 3.10 พลาสมิด pCold_37_SFR2 และ pCold_37_mutPEST_SFR2 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ PstI เลน

ท่ี 1: pCold_37_SFR2, เลนท่ี 2: pCold_37_mutPEST_SFR2 และ เลน M: 1 kb marker 

 

AK_SFR2              MPLPAFVAAAARLAVLVAAAATAANAASYARYRRRHLRRIPSPIDESADPLADFRAFPSS 60 
37_mutPEST_SFR2      ------------------------------------------------------------ 
                                                                                  
 
AK_SFR2              DADDSEEDNFFFGLATAPAHVEDRLEDAWLQFATETSCDDNGNVRDQRPVDALMASAAGD 120 
37_mutPEST_SFR2      -------------LATAPAHVEDRLEDAWLQFATETSCDDNGNVRDQRPVDALMASAAGD 47 
                                  *********************************************** 
 
AK_SFR2              GGSQQSWRSTGGENIGDREQRKPLRVAMEAMLRGFEILAESGESAGGDNCSHNVAAWHNV 180 
37_mutPEST_SFR2      GGSQQSWRSTGGENIGDREQRKPLRVAMEAMLRGFEILAESGESAGGDNCSHNVAAWHNV 107 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              PCPQERLRFWSDPDAELKLAKETGISVFRMGVDWARLMPEEPTEELKSSVNFAALERYRW 240 
37_mutPEST_SFR2      PCPQERLRFWSDPDAELKLAKETGISVFRMGVDWARLMPQQPTQELKSSVNFAALERYRW 167 
                     ***************************************::**:**************** 
 
AK_SFR2              IIQRVREYGMKVMLTLFHHSLPPWAGKYGGWKMEKTVTYFMDFVRLVVDCVSNLVDYWVI 300 
37_mutPEST_SFR2      IIQRVREYGMKVMLTLFHHSLPPWAGKYGGWKMEKTVTYFMDFVRLVVDCVSNLVDYWVI 227 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              FNEPHVFVMLTYCAGAWPGGDPNAIEVATSTLPTGVYNQALHWMAIAHSEAYDYIHSKSK 360 
37_mutPEST_SFR2      FNEPHVFVMLTYCAGAWPGGDPNAIEVATSTLPTGVYNQALHWMAIAHSEAYDYIHSKSK 287 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              NERKPIVGVAHHVSFTRPYGLFDVAAVALANSLTLFPYVDSICDKLDFIGINYYGQEVIS 420 
37_mutPEST_SFR2      NERKPIVGVAHHVSFTRPYGLFDVAAVALANSLTLFPYVDSICDKLDFIGINYYGQEVIS 347 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              GPGLKLVDNDEYSESGRGVYPDGLFRILIQFNERYKRLNIPFVITENGVSDETDLIRKPY 480 
37_mutPEST_SFR2      GPGLKLVDNDEYSESGRGVYPDGLFRILIQFNERYKRLNIPFVITENGVSDETDLIRKPY 407 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              ILEHLLATYAAIIMGVRVLGYLFWTTSDNWEWADGYGPKFGLVAVDRANNLARKPRPSYF 540 
37_mutPEST_SFR2      ILEHLLATYAAIIMGVRVLGYLFWTTSDNWEWADGYGPKFGLVAVDRANNLARKPRPSYF 467 
                     ************************************************************ 
 
AK_SFR2              LFS 543 
37_mutPEST_SFR2      LFS 470 
                     *** 

รูปที่ 3.11 การเปรียบเทียบลาํดบัโปรตีนระหวา่ง AK_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 โดยใชโ้ปรแกรม 

ClustalW2 บริเวณ PEST sequence แสดงดว้ยแถบสีเทา กรดอะมิโนท่ีมีการมิวเทตแสดงดว้ยตวัอกัษรตวัหนา 

บริเวณลาํดบัโปรตีนท่ีมีการอนุรักษไ์วข้องโปรตีน SFR2 แสดงดว้ยการขีดเส้นใต ้

4691 bp 

1149 bp 



 

 

 

 

 

 

 

 

32 
 

3.1.3 การโคลนยีน 26_SFR2_syn เข้า pPICZαBNH8 

 พลาสมิด TOPO_26_SFR2_syn ถูกใชเ้ป็นเอนทรีโคลนเพื่อส่งผา่นยีน 26_SFR2_syn ไปสู่ 

pPICZαBNH8 (Luang และคณะ, 2010) โดยใช ้LR clonase พลาสมิดท่ีไดใ้ห้ช่ือวา่ pPICZ_ 26_SFR2_syn 

ทาํการสกดัและนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ พบวา่ซีดีเอ็นเอ 26_SFR2_syn ถูกใส่เขา้ไปในเฟรมท่ีถูกตอ้งและ

ไม่เกิดการมิวเทต (รูปท่ี 3.12) จากนั้น pPICZ_ 26_SFR2_syn ถูกตดัดว้ย SacI และ ทรานสฟอร์มเขา้ไปใน P. 

pastoris SMD1168H และตรวจสอบโดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์โดยใชไ้พร์เมอร์ 5’ AOX และ 3’ AOX ซ่ึงพบแบน

ขนาด 2044 bp และ 500 bp ซ่ึงเป็นขนาดของยีน AOX1 ภายในเซลล์ (รูปท่ี 3.13)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.12 ลาํดบักรดอะมิโนของพลาสมิด pPICZ_26_SFR2_syn  
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รูปที่ 3.13 โคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบยีน 26_SFR2_syn โดยใชไ้พร์เมอร์ 5’ AOX และ 3’ AOX ใน P. 

pastoris เลนท่ี 1 และ 2: ยนี 26_SFR2_syn ภายในเซลล์ยีสต,์ เลนท่ี 3: ยีน EKL ภายในเซลล์ยสีต ์ (positive 

control) และเลนท่ี 4: P. pastoris ท่ีไม่ไดท้รานสฟอร์มยนี 26_SFR2_syn เขา้ไป (negative control) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.14 ช้ินส่วนยีน SFR2 ทั้งหมดท่ีใชใ้นการโคลนและผลิตโปรตีนในระบบเวคเตอร์ pET32a และ pCold I 
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3.2 การแสดงออกของโปรตีน 

3.2.1 การแสดงออกของโปรตีนใน E. co li 

3.2.1.1 การผลิตโปรตีนโดยใช้เวคเตอร์ pET32a 

การผลิตโปรตีนทางด้านปลายซี (C-terminal) 

พลาสมิด pETAK_SFR2, pET26_SFR2, pET27_SFR2, pET28_SFR2 และ pET29_SFR2 ถูก 

ทรานสฟอร์มเขา้ไปใน BL21(DE3) plysS และให้มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี 20 องศาเซลเซียส 200 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.3 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นโปรตีน

ทั้งหมด (Total protein) ถูกโหลดบน SDS-PAGE ผลการทดลองพบวา่โปรตีนลูกผสม AK_SFR2, 26_SFR2 

และ 27_SFR2 ไม่มีการแสดงออกของโปรตีนบน SDS-PAGE เม่ือยอ้มสีดว้ยโคแมสซีบลู-250 ซ่ึงควรมี

นํ้าหนกัโมเลกุล 83 kDa, 78 kDa และ 65 kDa (รวมนํ้าหนกัโมเลกุลของไทโอรีดอกซิน) ตามลาํดบั ในขณะท่ี

โปรตีนลูกผสม 28_SFR2 และ 29_SFR2 พบแบนของโปรตีนลูกผสมบน SDS-PAGE ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล 55 

kDa และ 40 kDa (รวมนํ้าหนกัโมเลกุลของไทโอรีดอกซิน) ตามลาํดบั (รูปท่ี 3.15)  

จากผลการทดลองสรุปวา่มีเพียงกรดอะมิโน 260 ตวัทางดา้นปลายซี (กรดอะมิโนตาํแหน่งท่ี 284-544) 

สามารถผลิตโปรตีนใน E. coli โดยการใชร้ะบบของเวคเตอร์ pET32a อยา่งไรก็ตามโปรตีนลูกผสมทั้งสองตวั

อยูใ่นส่วนท่ีไม่ละลายนํ้า 

 

 

 

 

 

 

             

รูปที่ 3.15 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม SFR2 บน SDS-PAGE โดยใช ้BL21(DE3) plysS 

เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง (A) เลนท่ี 1: เซลล์ท่ีมีการ

เหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม AK_SFR2, เลนท่ี 2: เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 

AK_SFR2, เลนท่ี 3: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 26_SFR2, เลนท่ี 4: เซลล์ท่ีไม่มีการ

(A) (B) 
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เหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 26_SFR2, เลนท่ี 5: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 27_SFR2 

และ เลนท่ี 6: เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 27_SFR2 (B) เลนท่ี 1: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํ

ให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 28_SFR2, เลนท่ี 2: เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม 28_SFR2, เลนท่ี 

3: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 29_SFR2, เลนท่ี 4: เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน

ลูกผสม 29_SFR2 และเลน M: protein marker, ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 

SFR2 ท่ีควรพบบน SDS-PAGE ถา้โปรตีนมีการแสดงออกใน E. coli 

 

 พลาสมิด pET26_SFR2 และ pET26_SFR2_syn ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน 

ArcticExpress(DE3) RIL และให้มีการแสดงออกท่ี 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โปรตีนทั้งหมดถูก

โหลดบน SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน ผลการทดลองไม่พบการแสดงออกของ

โปรตีนลูกผสม 26_SFR2 และ 26_SFR2_syn ซ่ึงควรมีขนาดประมาณ 78 kDa บน SDS-PAGE และพบเพียง

การแสดงออกของโปรตีนชาเปอโรนิน (Chaperonin), Cpn60 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีการแสดงออกตลอดเวลาใน

เซลล์เจา้บา้นชนิดน้ี (รูปท่ี 3.16) 

      

      

      

      

      

       

รูปที่ 3.16 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 26_SFR2 และ 26_SFR2_syn บน SDS-PAGE 

โดยใช ้ ArcticExpress(DE3) RIL เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เลนท่ี 1,3 และ 5: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิต 26_SFR2, เลนท่ี 2 ,4 และ 6: เซลล์ท่ีไม่มีการ

เหน่ียวนาํให้ผลิต 26_SFR2, เลนท่ี 7 และ 9: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิต 26_SFR2_syn, เลนท่ี 8 และ10: 

เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิต 26_SFR2_syn ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 

26_SFR2 และ 26_SFR2_syn ท่ีควรพบบน SDS-PAGE ถา้โปรตีนมีการแสดงออกใน E. coli 
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การผลิตโปรตีนลูกผสม 26_mutPEST_SFR2 

จากผลการทดลองการผลิตโปรตีน SFR2 เฉพาะทางดา้นปลายซี พบวา่มีเพียงกรดอะมิโนเพียง 260 

ตวัท่ีสามารถผลิตโปรตีนได ้ ซ่ึงไม่มีบริเวณของ PEST sequence อยู ่ ดงันั้นสมมติฐานในการทดลองส่วนน้ีคือ 

บริเวณ PEST sequence อาจมีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน SFR2 เน่ืองจาก PEST sequence สามารถ

เหน่ียวนาํให้เกิดการยอ่ยสลายโปรตีนดว้ยโปรติเอสได ้ 

เพื่อศึกษาผลกระทบของ PEST sequence ท่ีมีต่อการผลิตโปรตีน SFR2 จึงทาํการมิวเทตบริเวณน้ีให้

สูญเสียความสามารถในการเหน่ียวนาํโปรติเอส จากนั้นทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล ์ E. coli ซ่ึงเป็นเซลล์เจา้

บา้นสาํหรับทาํการผลิตโปรตีน 4 ชนิดคือ BL21(DE3) plysS, Rosetta-gami(DE3), Origami(DE3) และ 

Origami(DE3) และให้มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี 20 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นโปรตีนทั้งหมด (Total proteins) ถูกโหลดบน SDS-PAGE ผลการทดลองไม่พบการแสดงออกของ

โปรตีนบน SDS-PAGE ในเซลล์เจา้บา้นทั้งส่ีชนิดซ่ึงควรมีขนาดโมเลกุลประมาณ 78 kDa (รวมนํ้าหนกั

โมเลกุลของไทโอรีดอกซิน) (รูปท่ี 3.17) 

จากผลการทดลองพบวา่ไม่สามารถผลิตโปรตีน SFR2 ใน E. coli ไดแ้มว้า่ไดท้าํการมิวเทตบริเวณ 

PEST sequence แลว้ก็ตาม ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่บริเวณน้ีไม่ส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีน SFR2 ถึงแมว้า่ 

PEST sequence มีบทบาทหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเป็นสัญญาณให้เกิดการยอ่ยสลายโปรตีนภายในเซลล์อยา่ง

รวดเร็ว อยา่งไรก็ตามยงัมีโปรตีนท่ีมีความเสถียรแมมี้ PEST sequence อยู ่ ซ่ึงการยอ่ยสลายของโปรตีนนั้น

ข้ึนอยูก่บัปัจจยัอยา่งอ่ืนดว้ย เช่น ขนาดของโปรตีน โดยโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่สามารถถูกยอ่ยสลายไดร้วดเร็ว

กวา่โปรตีนท่ีมีขนาดเล็ก หรือโปรตีนท่ีมีประจุเป็นลบถูกยอ่ยสลายไดเ้ร็วกวา่โปรตีนท่ีมีประจุบวก เป็นตน้ 

(Roger และคณะ, 1986) อยา่งไรก็ตามในปี 1984 Ferguson และคณะ ไดท้าํการผลิตโปรตีน 2 ชนิด คือ E1A 

และ myc ซ่ึงมีตาํแหน่งของ PEST sequence อยูภ่ายในโปรตีนหลายตาํแหน่ง ซ่ึงผลการทดลองพบวา่โปรตีน

ทั้งสองสามารถผลิตไดโ้ดยใช ้ E. coli เป็นเซลล์เจา้บา้น ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ PEST sequence ไม่ไดท้าํหนา้ท่ี

เป็นตวัส่งสัญญาณให้เกิดการยอ่ยสลายโดยโปรติเอสในเซลล์แบคทีเรีย (Roger และคณะ, 1986) 
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รูปที่ 3.17  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม SFR2 ท่ีมีการมิวเทตบริเวณ PEST sequence บน 

SDS-PAGE โดยใช ้BL21(DE3) plysS, Rosetta-gami(DE3), Origami(DE3) และ Origami B(DE3) เป็นเซลล์

เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เลนท่ี 1, 4, 7 และ 10: เซลล์ 

Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) และ BL21(DE3) plysS ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิต

โปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 2, 5, 8 และ 11: เซลล์ Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) และ 

BL21(DE3) plysS ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 3, 6, 9 และ 12: ฟิวชัน่โปรตีนไทโอรี

ดอกซินท่ีมีการเหน่ีนาํให้แสดงออกโดยใช ้ Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) และ 

BL21(DE3) plysS เป็นเซลล์เจา้บา้นตามลาํดบั ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 

26_mutPEST_SFR2 ท่ีควรพบบน SDS-PAGE ถา้มีการแสดงออกใน E. coli 

 

การผลิตโปรตีนทางด้านปลายเอ็น (N-terminal) 

พลาสมิด pET31_SFR2_delC(mP) และ pET32_SFR2_delC(mP) ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน 

Origami(DE3), Origami B(DE3) และ Rosetta-gami(DE3) ส่วน pET33_SFR2_delC และ 

pET34_SFR2_delC  ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน Origami(DE3) และ BL21(DE3) plysS และให้มีการ

แสดงออกของโปรตีนที่ 20 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และใส่ IPTG ให้มีความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นโปรตีนทั้งหมด (Total proteins) ถูกโหลดบน SDS-PAGE ผล

การทดลองพบวา่มีเพียงโปรตีนลูกผสม 31_SFR2_delC(mP) และ 32_SFR2_delC(mP) เท่านั้นที่มีการ

แสดงออกของโปรตีนโดยมีขนาดโมเลกุลประมาณ 42 kDa และ 29 kDa (รวมนํ้ าหนกัโมเลกุลลของไทโอรี

ดอกซิน) ตามลาํดบั ซ่ึงระดบัการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 32_SFR2_delC(mP) ใน Rosetta-gami(DE3) 

อยูใ่นระดบัตํ่ากวา่เม่ือเทียบกบัเซลล์เจา้บา้นอ่ืน (รูปท่ี 3.18 – 3.19) 
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ส่วนโปรตีนลูกผสม 33_SFR2_delC และ 34_SFR2_delC เมื่อให้มีการแสดงออกของโปรตีนและ

ตรวจสอบบน SDS-PAGE ผลการทดลองไม่พบการแสดงออกของโปรตีนทั้งใน BL21(DE3) plysS และ 

Origami(DE3) โดยโปรตีนลูกผสมทั้งสองชนิดควรมีขนาดโมเลกุลประมาณ 50 และ 37 kDa (รวมนํ้ าหนกั

โมเลกุลลของไทโอรีดอกซิน) ตามลาํดบั (รูปท่ี 3.20 – 3.21) 

จากผลการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้า่มีเพียงกรดอะมิโน 174 ตวัจากทางดา้นปลายเอ็น (กรดอะมิโน

ลาํดบัที่ 59-232) ที่สามารถตรวจพบการแสดงออกของโปรตีนใน E. coli บน SDS-PAGE ไดใ้นระบบของ 

pET32a 

 

 

 

 

รูปที่ 3.18  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 31_SFR2_delC(mP) บน SDS-PAGE โดยใช ้

Rosetta-gami(DE3), Origami(DE3) และ Origami B(DE3) เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เลนท่ี 1 และ 2: เซลล ์  Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน

ลูกผสม, เลนท่ี 4: เซลล ์ Origami B(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 6 และ 7: เซลล์ 

Rosetta-gami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 3, 5 และ 8: ฟิวชัน่โปรตีนไทโอรีดอกซิน

ท่ีมีการเหน่ีนาํให้แสดงออกโดยใช ้ Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) เป็นเซลล์เจา้บา้น

ตามลาํดบั ลูกศรแสดงขนาดของโปรตีนลูกผสม 31_SFR2_delC(mP) 
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รูปที่ 3.19 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 32_SFR2_delC(mP) บน SDS-PAGE โดยใช ้

Rosetta-gami(DE3), Origami(DE3) และ Origami B(DE3) เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง เลนท่ี 1 และ 2: เซลล์ Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน

ลูกผสม, เลนท่ี 5 และ 6: เซลล์ Rosetta-gami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 9 และ 10: 

เซลล์ Origami B(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 3, 7 และ 11: ฟิวชัน่โปรตีนไทโอรี

ดอกซินท่ีมีการเหน่ียวนาํใหแ้สดงออกโดยใช ้ Origami(DE3), Origami B(DE3), Rosetta-gami(DE3) เป็น

เซลล์เจา้บา้นตามลาํดบั เลนท่ี 4, 8 และ 12: เซลล์ Origami(DE3), Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3) ท่ี

ไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม ลูกศรแสดงขนาดของโปรตีนลูกผสม 32_SFR2_delC(mP) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.20 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 33_SFR2_delC บน SDS-PAGE โดยใช ้

Origami(DE3) และ BL21(DE3) plysS เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

16 ชัว่โมง (A) เลนท่ี 1 และ 3: เซลล์ Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 2 และ 4: 

เซลล ์Origami(DE3) ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม (B) เลนท่ี 1 และ 3: เซลล์ BL21(DE3) plysS 

ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 2 และ 4: เซลล ์BL21(DE3) plysS ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิต

โปรตีนลูกผสม ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 33_SFR2_delC  ท่ีควรพบบน 

SDS-PAGE ถา้มีการแสดงออกใน E. coli 

(A)                                               (B) 
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รูปที่ 3.21 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 34_SFR2_delC บน SDS-PAGE โดยใช ้

Origami(DE3) และ BL21(DE3) plysS เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

16 ชัว่โมง (A) เลนท่ี 1 และ 3: เซลล์ Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 2 และ 4: 

เซลล์ Origami(DE3) ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม (B) เลนท่ี 1: เซลล์ BL21(DE3) plysS ท่ีมีการ

เหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนลูกผสม, เลนท่ี 2 และ 4: เซลล์ BL21(DE3) plysS ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน

ลูกผสม ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 34_SFR2_delC  ท่ีควรพบบน SDS-

PAGE ถา้มีการแสดงออกใน E. coli 

3.2.1.2 การผลิตโปรตีนโดยใช้เวคเตอร์ pCold I 

 พลาสมิด pCold_37_SFR2 และ pCold_37_mutPEST_SFR2 ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน BL21(DE3) 

plysS, Origami(DE3) และ Rosetta-gami และให้มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี 20 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นโปรตีน

ทั้งหมดถูกโหลดบน SDS-PAGE ผลการทดลองไม่พบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสมทั้งสองชนิดบน 

SDS-PAGE ซ่ึงควรมีขนาดประมาณ 53 kDa (รูปท่ี 3.22 – 3.23) ซ่ึงผลการทดลองการแสดงออกของโปรตีน

ลูกผสม 37_mutPEST_SFR2 เป็นไปในทิศทางเดียวกบัการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 

26_mutPEST_SFR2 คือไม่มีการผลิตโปรตีนลูกผสมถึงแมว้า่มีการมิวเทตบริเวณ PEST sequenceไปแลว้  

 

 

 

(A)                                                    (B) 
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รูปที่ 3.22 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 บน SDS-PAGE 

โดยใช ้BL21(DE3) plysS เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เลนท่ี 1-4: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_SFR2, เลนท่ี 5: เซลล์ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต

โปรตีนลูกผสม 37_SFR2, เลนท่ี 6-8: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_mutPEST_SFR2, เลน

ท่ี 9: เซลลท่ี์ไม่มีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_mutPEST_SFR2 ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุล

โดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 ท่ีควรพบบน SDS-PAGE ถา้มีการ

แสดงออกใน E. coli 

  
      

      

      

      

  

 

รูปที่ 3.23 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 บน SDS-PAGE 

โดยใช ้Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3) เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 16 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลนท่ี 1 และ 5: เซลล ์Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต

โปรตีนลูกผสม 37_SFR2 ตามลาํดบั, เลนท่ี 2 และ 6: เซลล์ Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3) ท่ีไม่มี

การเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 ตามลาํดบั, เลนท่ี 3 และ 7: เซลล ์ Rosetta-gami(DE3) และ 

Origami(DE3) ท่ีมีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_mutPEST_SFR2 ตามลาํดบั, เลนท่ี 4 และ 8: เซลล์ 

Rosetta-gami(DE3) และ Origami(DE3) ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนลูกผสม 37_mutPEST_SFR2 

ตามลาํดบั ลูกศรแสดงนํ้าหนกัโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนลูกผสม 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 

ท่ีควรพบบน SDS-PAGE ถา้มีการแสดงออกใน E. coli 
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3.2.2 การตรวจสอบโปรตีนโดยวิธีเวสเทิร์นบลอท (Western blot) 

เน่ืองจากขอ้จาํกดัของสีโคแมสซ่ีในการตรวจสอบโปรตีนบน SDS-PAGE จึงเปล่ียนวิธีการตรวจสอบ

โปรตีนไปเป็นวิธีเวสเทิร์นบลอท โดยใช ้ 28_SFR2 เป็นแอนติเซรัม พลาสมิด pETAK_SFR2, 26_SFR2, 

27_SFR2, 28_SFR2, 29_SFR2, 26mutPEST_SFR2, 26_SFR2_syn, 31_SFR2_delC(mP), 

32_SFR2_delC(mP), 33_SFR2_delC และ 34_SFR2_delC ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน Origami(DE3) และให้

มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 

0.3 มิลลิโมลาร์  โปรตีนทั้งหมด (Total proteins) ถูกโหลดบน SDS-PAGE และส่งผา่นโปรตีนไปท่ีแผน่เมม

เบรน PVDF เพื่อตรวจสอบโปรตีนโดยเวสเทิร์นบลอท ผลการทดลองพบวา่โปรตีนท่ีไม่พบการแสดงออกบน 

SDS-PAGE (AK_SFR2, 26_SFR2, 27_SFR2, 26mutPEST_SFR2, 26_SFR2_syn, 33_SFR2_delC และ 

34_SFR2_delC) สามารถตรวจพบปริมาณโปรตีนเพียงเล็กนอ้ยบนเมมเบรน PVDF (รูปท่ี 3.24) ส่วนโปรตีนท่ี

พบการแสดงออกบน SDS-PAGE (28_SFR2, 29_SFR2, 31_SFR2_delC(mP) และ 32_SFR2_delC(mP)) 

ตรวจพบแบนโปรตีนขนาดใหญ่บนแผน่เมมเบรน (รูปท่ี 3.24) จากผลการทดลองอาจสรุปไดว้า่โปรตีน SFR2 

สามารถผลิตโปรตีนใน E. coli ไดแ้ต่โปรตีนอาจเกิดการยอ่ยสลายหลงัการแปลรหสั (translation) อยา่งไรก็

ตามเม่ือทาํการทาํการตรวจสอบโปรตีนบนเมมเบรนโดยใช ้ anti-6-His ไม่พบแบนของโปรตีน SFR2 ดงันั้น

แบนของโปรตีน SFR2 ท่ีพบบนเมมเบรนในการทาํเวสเทิร์นบลอทสามารถตรวจสอบไดโ้ดยใช ้ anti-

28_SFR2 เท่านั้น ส่วนแบนโปรตีนบางๆ ท่ีอยูด่า้นล่างแบนของโปรตีน SFR2 อาจเป็นโปรตีนบางส่วนของ 

SFR2 ท่ีเกิดการยอ่ยสลายหรือเกิดการปนเป้ือนขา้มของโปรตีนในเซลล์ E. coli   

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.24 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน SFR2 โดยวิธีเวสเทิร์นบลอทบนแผน่เมมเบรน PVDF ซ่ึง

โปรตีนทั้งหมดถูกผลิตในเซลล์ Origami(DE3) และใหมี้การแสดงออกท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 

ชัว่โมง และใช ้anti-28_SFR2 สาํหรับตรวจสอบโปรตีน SFR2 เลนท่ี 1: โปรตีนลูกผสม AK_SFR2, เลนท่ี 2: 
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โปรตีนลูกผสม 26_SFR2, เลนท่ี 3: โปรตีนลูกผสม 27_SFR2, เลนท่ี 4: โปรตีนลูกผสม 28_SFR2, เลนท่ี 5: 

โปรตีนลูกผสม 29_SFR2, เลนท่ี 6: โปรตีนลูกผสม 26_mutPEST_SFR2, เลนท่ี 7: โปรตีนลูกผสม 

26_SFR2_syn, เลนท่ี 8: ฟิวชัน่โปรตีนไทโอรีดอกซิน, เลนท่ี 9: โปรตีนลูกผสม 33_SFR2_delC, เลนท่ี 10: 

โปรตีนลูกผสม 34_SFR2_delC, เลนท่ี 11: โปรตีนลูกผสม 31_SFR2_delC(mP) และ เลนท่ี 12: โปรตีน

ลูกผสม 32_SFR2_delC(mP) ลูกศรแสดงขนาดของโปรตีนลูกผสม SFR2 

 

3.2.3 การแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris 

 เซลล์ P. pastoris SMD1168H ที่มียีน 26_SFR2_syn อยูถู่กนาํไปเล้ียงในอาหารเหลว BMGY 50 

มิลลิลิตร และมีการเหน่ียวนาํใหม้ีการผลิตโปรตีนโดยการเติมเมธานอล 3% ลงไปทุกๆ 12 ชัว่โมงจนครบ 72 

ชัว่โมง จากนั้นปั่นแยกส่วนที่เป็นส่วนใสและเซลล์ออกจากกนั และนําส่วนใสไปทดสอบกิจกรรมของ

เอนไซมโ์ดยใช ้pNP-β-galactosidase เป็นสารตั้งตน้ (Moellering และคณะ, 2010) อยา่งไรก็ตามผลการ

ทดสอบไม่พบความแตกต่างการเกิดสีของปฏิกิริยาระหวา่งตวัอยา่งทดลองและตวัควบคุม (negative control)  

เมื่อทาํการโหลดโปรตีนลงบน SDS-PAGE (เซลล์ที่แตกแลว้, ส่วนใส และ โปรตีนทั้งหมด) เพื่อ

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris อยา่งไรก็ตาม ไม่พบการแสดงของโปรตีนทั้งสามส่วนบน 

SDS-PAGE (รูปท่ี 3.2) 

ในปี 2006, Nakphaijit ไดท้าํการศึกษาเก่ียวกบัการแสดงออกของโปรตีน SFR2 ที่เป็นไวด์ไทป์ใน P. 

pastoris Y11430 พบวา่ ไม่สามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมห์รือการแสดงออกของโปรตีนบน SDS-

PAGE หรือเวสเทิร์นบลอทโดยใช ้anti-6-His เป็นเอนติบอดี แต่สามารถตรวจพบระดบัอาร์เอ็นเอของยีน 

SFR2 ได ้
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รูปที่ 3.25 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 26_SFR2_syn บน SDS-PAGE โดยใช ้ P. pastoris 

SMD1168H  เป็นเซลล์เจา้บา้น และให้มีการแสดงออกท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เลนท่ี 1 และ 

2: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้มีการผลิตโปรตีน 26_SFR2_syn, เลนท่ี 3: เซลล์ท่ีมีการเหน่ียวนาํให้มีการผลิต

โปรตีน EKL เพื่อใชเ้ป็นตวัควบคุม, เลนท่ี 4 และ 5: โปรตีนทั้งหมด (total protein), เลนท่ี 6 และ 7: ส่วนใส

ของโปรตีน 26_SFR2_syn, เลนท่ี 8: ส่วนใสของโปรตีน EKL และ เลนท่ี 9: โปรตีนทั้งหมดท่ีไม่ไดมี้การ

เหน่ียวนาํให้เกิดการผลิตโปรตีน 26_SFR2_syn 

 

3.3 การตรวจสอบอาร์เอ็นเอโดยวิธีนอร์ทเทิร์นบลอท 

ปริมาณอาร์เอ็นเอของ SFR2 ถูกตรวจสอบโดยวิธีนอร์ทเทิร์นบลอท โดยใชก้ารไฮบริไดซ์ระหวา่งดี

เอ็นเอและอาร์เอ็นเอ พลาสมิด pET ท่ีมีช้ินส่วนของยีน SFR2 ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปใน Origami(DE3) และ

ให้มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยใส่ IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย

เป็น 0.3 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นทาํการสกดัอาร์เอ็นเอโดยใช ้RNA easy mini kit (QIAGEN) อาร์เอ็นเอความ

เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัม ถูกโหลดลงบนเจล FA ความเขม้ขน้ 1% และส่งผา่นอาร์เอ็นเอไปท่ีเมมเบรน ผลการ

ทดลองพบวา่ ปริมาณอาร์เอ็นเอทางดา้นปลาย 3’ ท่ีใช ้ 28_SFR2 เป็นโพรบ พบวา่ระดบัอาร์เอ็นเอของ

AK_SFR2, 26_SFR2 และ 27_SFR2 มีปริมาณเพียงเล็กนอ้ย ส่วนระดบัอาร์เอ็นเอของ 28_SFR2 มีปริมาณท่ี

มากกวา่เม่ือเทียบกบัระดบัอาร์เอ็นเอของ AK_SFR2, 26_SFR2 และ 27_SFR2 จากผลการทดลองอาจสรุปได้

วา่ระดบัการทรานสคริปชัน่ของ AK_SFR2, 26_SFR2 และ 27_SFR2 ตํ่าจึงทาํใหมี้ปริมาณของโปรตีนท่ีได้

นอ้ยลงตามไปดว้ย (Wu และคณะ, 2004) หรืออาจเกิดจากการท่ีปริมาณอาร์เอ็นเอท่ีไดไ้ม่มีความเสถียรทาํให้มี

ปริมาณอาร์เอ็นเอน้อย จากผลการทดลองน้ีมีความสัมพนัธ์ไปในทิศทางเดียวกบัผลการทดลองท่ีไดจ้าก SDS-

PAGE และเวสเทิร์นบลอท (รูปท่ี 3.26) 
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อยา่งไรก็ตามระดบัอาร์เอ็นเอของยีนทางดา้นปลาย 5’ ผลการทดลองท่ีไดมี้ความขดัแยง้กบัระดบัอาร์

เอ็นเอทางดา้นปลาย 3’ โดยการทาํนอร์ทเทิร์นบลอททางดา้นปลาย 5’ ใช ้ 34_SFR2_delC เป็นโพรบในการ

ตรวจสอบปริมาณอาร์เอ็นเอ ผลการทดลองพบแบนเขม้ของ 32_SFR2_delC(mP) และ 33_SFR2_delC บน

เมมเบรน ซ่ึงยีนทั้งสองน้ีพบและไม่พบการแสดงออกของโปรตีนบน SDS_PAGE ตามลาํดบั ส่วน 

31_SFR2_delC(mP) และ 34_SFR2_delC พบเพียงแบนบาง ๆ ซ่ึงพบและไม่พบการแสดงออกของโปรตีนบน 

SDS-PAGE ตามลาํดบั (รูปท่ี 3.25B) ซ่ึงผลการทดลองน้ีไม่ไดแ้สดงความสัมพนัธ์ไปในทิศทางเดียวกบัผลการ

ทดลองท่ีไดจ้าก SDS-PAGE และเวสเทิร์นบลอท แสดงให้เห็นวา่ระดบัอาร์เอ็นเอไม่มีความสัมพนัธ์กบั

ปริมาณโปรตีนท่ีได ้ มีรายงานการวิจยัเก่ียวกบัความสัมพนัธ์ระหวา่งอาร์เอ็นเอและโปรตีนของยีสตแ์ละ E. 

coli วา่มากกวา่ 70% ของยีสต ์ และประมาณ 50 % ของ E. coli ระดบัโปรตีนของข้ึนอยูก่บัระดบัของการ

ทรานสคริปชัน่ (Lu และคณะ, 2004) อยา่งไรก็ตามมีการบ่งช้ีวา่จาํนวนของ mRNA และจาํนวนของโปรตีนไม่

มีความสัมพนัธ์กนัเน่ืองจาก mRNA มีอายุสั้นโดยเฉพาะในแบคทีเรีย ในขณะท่ีโปรตีนสามารถอยูใ่นเซลล์ได้

เป็นเวลานาน ในขณะท่ีมีกรแสดงออกของยีนmRNA ปรากฏเพียงชัว่ระยะเวลาสั้นๆ และมีอายสุั้นเม่ือเทียบกบั

โปรตีน เช่นระดบัของโปรตีนอาจสูงหลงัจากท่ี mRNA เกิดการยอ่ยสลายไปแลว้ (Taniguchi และคณะ, 2010) 

    

    

    

     

 

รูปที่ 3.26 ตรวจสอบระดบัของอาร์เอ็นเอของ SFR2 โดยวิธีการนอร์ทเทิร์นบลอท โดยใช ้ ยีน 28_SFR2 และ 

34_SFR2_delC เป็นโพรบ (A) เลนท่ี 1: อาร์เอ็นเอ AK_SFR2, เลนท่ี 2: อาร์เอ็นเอ 26_SFR2, เลนท่ี 3: อาร์เอ็น

เอ 27_SFR2, เลนท่ี 4: อาร์เอ็นเอ 28_SFR2 (B) เลนท่ี 1: อาร์เอ็นเอ 33_SFR2_delC, เลนท่ี 2: อาร์เอ็นเอ 

34_SFR2_delC, เลนท่ี 3: อาร์เอ็นเอ 31_SFR2_delC(mP), เลนท่ี 4: อาร์เอ็นเอ 32_SFR2_delC(mP) 

 

3.4 การติดตามการเคลื่อนที่ของโปรตีน 

ยีน SFR2 ถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยไพร์เมอร์ SFR2B1_f และ SFR2B2_r และโคลนเขา้ไปในเวคเตอร์ 

pDONR/Zeo โดยใชเ้อนไซม ์ BP clonase และทรานสฟอร์มเขา้ไปใน E. coli TOP10 สกดัพลาสมิดโดยใช ้

plasmid extraction kit (QIAGEN) เม่ือนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้ไม่พบการมิวเทตหรือผิดเฟรม จากนั้น

ยีน SFR2 ใน pDONR/Zeo ถูกส่งผา่นไปท่ีเวคเตอร์ 3 ชนิด คือ pMDC43, pMDC83 และ pMDC140 พลาสมิด

ปริมาณอาร์เอน็เอท่ีตรวจสอบ

โดยนอร์ทเทิร์นบลอท 

ปริมาณอาร์เอน็เอทั้งหมด 
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สุดทา้ยท่ีมีช้ินยีน SFR2 อยูใ่ห้ช่ือวา่ pSM43, pSM83 และ pSM140 ตามลาํดบั โครงสร้างพลาสมิดแสดงดงั

ตารางท่ี 3.1 

 

ตารางที่ 3.1 โครงสร้างพลาสมิดท่ีใชใ้นการติดตามตาํแหน่งของโปรตีน 

พลาสมิด ลักษณะ เนือ้เยื่อที่ใช้สําหรับการทรานสฟอร์ม 

pMDC43 

(-control) 

2x 35S – GFP – ccdB – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

pSM43 2x 35S – GFP – SFR2 – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

pRM83 

(+control) 

2x 35S – AAM08614 – GFP – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

pSM83 2x 35S – SFR2 - GFP– nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

pMDC140 

(-control) 

2x 35S – ccdB – GUS – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก,เซลล์

หวัหอม 

pSM140 2x 35S – SFR2 – GUS – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก,เซลล์

หวัหอม 

pRM140 

(+control) 

2x 35S – AAM08614 – GUS – nos T เซลลส์าหร่ายหางกระรอก,เซลล์

หวัหอม 

 

พลาสมิด pSM43 และ pSM83 ท่ีมี GFP เป็นโปรตีนติดตามถูกยงิเขา้ไปในเซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

โดยวางใบสาหร่ายหางกระรอกบนวุน้แข็งความเขม้ขน้ 2% และบอมบาร์ดท่ีความดนั 1,100 psi ต่อการยิง  1 

คร้ังท่ีระยะห่าง 6 เซนติเมตร หลงัจากนั้นบ่มใบสาหร่ายหางกระรอกท่ีทรานสฟอร์มแลว้ท่ี 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในสภาวะไม่มีแสง (Noji, 1998) จากนั้นนาํใบสาหร่ายหางกระรอกท่ี ทรานสฟอร์มแลว้

ไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนตท่ี์ความยาวคล่ืน 520-590 นาโนเมตร กาํลงัขยาย 40X 
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ผลการทดลองพบวา่ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนตเ์ซลล์ท่ีมีการทรานสฟอร์มพลาส มิด 

pMDC43 ซ่ึงใชเ้ป็นตวัควบคุม และ pSM43 ให้ผลการทดลองท่ีคลา้ยคลึงกนั คือมีการกระจายตวัของโปรตีน 

GFP ไปทัว่ทั้งเซลล์เน่ืองจากมีการใชส้ัญญาณเปปไทด์ (signal peptide) ของโปรตีน GFP (รูปท่ี 3.27) 

ส่วนเซลล์สาหร่ายหางกระรอกท่ีมีการทรานสฟอร์มพลาสมิด pSM83 พบวา่ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์

แบบฟลูออเรสเซนตมี์การกระจายตวัของโปรตีน GFP ในคลอโรพลาส ในขณะท่ี เซลล์สาหร่ายหางกระรอกท่ี

มีการทรานสฟอร์มพลาสมิด pRM83 ซ่ึงมี AAMO88614, RM83 เป็นสัญญาณท่ีส่งโปรตีนออกไปท่ีเยื่อหุ้ม

เซลล์ มีโปรตีน GFP กระจายทัว่เซลล์ยกเวน้คลอโรพลาส (รูปท่ี 3.28) ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ GFP ใชส้ัญญาณเปป

ไทด์ท่ีอยูท่างดา้นปลายเอ็นของโปรตีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.27 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GFP ในเซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

โดยใชพ้ลาสมิด pMDC43 (1) และ pSM43 (2) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์(A) และ แบบส่อง

กราด (B) โดยท่ีจุดสีแดง (A) และสีเขียว (B) แสดงตาํแหน่งของคลอโรพลาส 
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รูปที่ 3.28 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GFP ในเซลลส์าหร่ายหางกระรอก 

โดยใชพ้ลาสมิด pSM83 (1) และ pRM83 (2) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์ (A) และ แบบส่อง

กราด (B) โดยท่ีจุดสีแดง (A) และสีเขียว (B) แสดงตาํแหน่งของคลอโรพลาส 
 

พลาสมิด pMDC140 และ pSM140 ถูกทรานสฟอร์มเขา้ไปในเซลล์สาหร่ายหางกระรอกและเซลล์หวั

หอมโดยวิธีการบอมบาร์ดเมนต ์จากนั้นทาํการตรวจสอบโปรตีน GUS โดยการยอ้มสีเซลล์และบ่มไวท่ี้ 37 

องศาเซลเซียส ขา้มคืนในสภาวะท่ีไม่มีแสง ลา้งเซลล์ดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ 70% และตรวจสอบตาํแหน่งของ

โปรตีนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
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ผลการทดลองพบวา่ เซลล์หวัหอมท่ีมีการทรานสฟอร์มพลาสมิด pMDC140 มีสีนํ้าเงินกระจายไปทัว่

ทั้งเซลล์ รวมถึงนิวเคลียส, ผนงัเซลล ์ และไซโตพลาสซึม ในขณะท่ีเซลล์หวัหอมท่ีมีการทรานสฟอร์ม พลาส

มิด pSM140 เกิดสีนํ้าเงินข้ึนเฉพาะในเซลล์ อยา่งไรก็ตามยงัไม่สามารถระบุตาํแหน่งของออกาแนลได ้

เน่ืองจากเซลล์หวัหอมไม่สามารถระบุตาํแหน่งของคลอโรพลาสได ้ ดงันั้นจึงทรานสฟอร์มพลาสมิดทั้งสอง

ชนิดเขา้ไปในเซลล์สาหร่ายหางกระรอกดว้ย ซ่ึงผลการทดลองพบวา่ พลาสมิดควบคุม pMDC140 มีสีนํ้าเงิน

กระจายไปทัว่ทั้งเซลล์ แต่เซลล์หวัหอมท่ีมีการทรานสฟอร์ม พลาสมิด pSM140 เกิดสีนํ้าเงินข้ึนเฉพาะในคลอ

โรพลาส (รูปท่ี 3.29) ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่โปรตีน SFR2 มีการเคล่ือนท่ีไปท่ีคลอโรพลาส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.29 การติดตามตาํแหน่งของโปรตีน SFR2โดยใชโ้ปรตีนติดตาม GUS ในเซลล์หวัหอม (1) และเซลล์

สาหร่ายหางกระรอก (2) โดยใชพ้ลาสมิด pMDC140 (A) และ pSM140 (B) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออ

เรสเซนต ์(A) และ แบบส่องกราด (B) โดยท่ีจุดสีแดง (A) และสีเขียว (B) แสดงตาํแหน่งของคลอโรพลาส 
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บทที่ 4 

บทสรุป 

ยีน SFR2 ไดท้าํการเพิ่มจาํนวนดว้ยวิธีพีซีอาร์โดยใชซี้ดีเอ็นเอ AK119461 เป็นแม่แบบดว้ยไพร์เมอร์ท่ี

ต่างกนัเพื่อสร้างยีน SFR2 ทางดา้นปลาย 5’ และ 3’ นอกจากน้ีไดท้าํการมิวเทตบริเวณ PEST sequence ของยีน 

SFR2 เพื่อสร้าง 26_mutPEST_SFR2 ซ่ึงยีนทั้งหมดถูกโคลนเขา้ไปใน pET32a และให้มีการแสดงออกของ

โปรตีน ส่วน 37_SFR2 และ 37_mutPEST_SFR2 ถูกโคลนเขา้ไปใน pCold I  

โปรตีนลูกผสมทั้งหมดถูกทาํให้มีการแสดงออกในเซลลเ์จา้บา้นต่างชนิดกนั 4 ชนิด คือ BL21(DE3) 

plysS, Origami(DE3), Origami B(DE3) และ Rosetta-gami(DE3) และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน

บน SDS-PAGE ซ่ึงผลการทดลองพบวา่มีเพียงกรดอะมิโนเพียง 260 ตวั ทางดา้นปลายซี และกรดอะมิโน 174 

ตวัทางดา้นปลายเอ็นซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนใน E. coli ได ้ 

PEST sequence ทาํหนา้ท่ีเป็นสัญญาณเหน่ียวนาํให้โปรติเอสเขา้มาใกลโ้ปรตีนและเกิดการยอ่ยสลาย 

PEST sequence ท่ีพบในโปรตีน SFR2 ถูกมิวเทตโดยใชว้ิธีมิวตาเจเนซิส เพื่อเปล่ียนกรดกลูตา        มิกเป็นก

ลูตามีน เม่ือนาํไปทดสอบคุณสมบติัการเป็น PEST sequence โดยใช ้ PESTfind ไม่พบ PEST sequence 

ปรากฏอยูใ่นโปรตีน SFR2 ดงันั้นยีน 26_mutPEST_SFR2 จึงถูกโคลนและทาํการผลิตใน E. coli ซ่ึงผลการ

ทดลองพบวา่ โปรตีน SFR2 ท่ีทาํการมิวเทตบริเวณ PEST sequence ก็ไม่สามารถตรวจสอบการแสดงออกของ

โปรตีนบน SDS-PAGE โดยใชสี้ยอ้มโคแมสซีบลูได ้

เน่ืองดว้ยการตรวจสอบโปรตีน SFR2 ดว้ย SDS-PAGE ไม่สามารถตรวจพบแบนของโปรตีนไดจึ้ง

เปล่ียนวิธีการตรวจสอบโปรตีนไปใชว้ิธีการตรวจสอบโดยเวสเทิร์นบลอทโดยใช ้ anti-28_SFR2 ซ่ึงผลการ

ทดลองพบวา่โปรตีน SFR2 ท่ีไม่สามารถตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบน SDS-PAGE ไดส้ามารถ

ตรวจพบแบนบางๆ ไดบ้นเมมเบรน PVDF ซ่ึงอาจสรุปผลการทดลองน้ีไดส้องประเด็นดงัน้ี คือ 1. โปรตีนเกิด

การย่อยสลายไปหลังจากการแปลรหัส 2. มีการสร้างอาร์เอ็นเอของยีน SFR2 น้อยและอาร์เอ็นเอคงสภาพอยู่

ภายในเซลล์ได้ไม่นาน จึงส่งผลให้มีการผลิตโปรตีน SFR2 น้อยจนไม่สามารถตรวจสอบด้วย SDS_PAGE ได้ 

ระดบัอาร์เอ็นเอของยีน SFR2 ถูกตรวจสอบโดยใชว้ิธีการนอร์ทเทิร์นบลอท โดยใชซี้ดีเอ็นเอ 

28_SFR2 และ 34_SFR2_delC เป็นโพรบดีเอ็นเอสาํหรับตรวจสอบอาร์เอ็นเอโดยใชก้ารไฮบริไดซ์ระหวา่งดี

เอ็นเอและอาร์เอ็นเอบนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส ผลการทดลองพบวา่ความสัมพนัธ์ของระดบัอาร์เอ็นเอท่ีได้

จากนอร์ทเทิร์นบลอทและระดบัโปรตีนจาก SDS-PAGE และเวสเทิร์นบลอทของยีนและโปรตีน SFR2 

ทางดา้นปลาย 5’ เป็นไปในทิศทางเดียวกนัคือปริมาณอาร์เอ็นเอท่ีผลิตไดน้อ้ยทาํให้ผลิตโปรตีนไดน้อ้ยตามลง
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ไปดว้ย ส่วนผลการทดลองทางดา้นปลาย 3’ พบวา่ระดบัอาร์เอ็นเอและระดบัโปรตีนไม่เป็นไปในทิศทาง

เดียวกนัคือระดบัของอาร์เอ็นเอไม่ไดเ้ป็นตวัช้ีวดัถึงการแสดงออกของโปรตีน 

การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 26_SFR2_syn ใน P. pastoris SMD1168H โดยใชเ้วคเตอร์ 

pPICZαBNH8 ไม่พบการทั้งกิจกรรมของเอนไซมแ์ละแบนของโปรตีนบน SDS-PAGE ถึงแมว้า่จะมีการปรับ

โคดอนยีน SFR2 ให้เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris แลว้ก็ตาม ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ 

codon usage ไม่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีนชนิดน้ี 

จากผลการทดลองทั้งหมดสามารถสรุปไดว้า่โปรตีน SFR2 สามารถผลิตไดใ้นเซลล์ E. coli อย่างไรก็

ตามสามารถผลิตได้ในปริมาณเพียงเล็กน้อยเท่าน้ัน อาจเน่ืองมาจากปริมาณอาร์เอ็นเอหรือเกิดการยอ่ยสลาย

ของโปรตีน นอกจากน้ีโครงสร้างของทุติยภูมิของอาร์เอ็นเออาจมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการเร่ิมตน้การแปลรหสั ถา้

บริเวณน้ีมีความเสถียรมากอาจทาํให้เกิดการขดัขวางการเขา้ไปของไรโบโซมทาํให้ไม่สามารถเกิดการเร่ิมตน้

การแปลรหสั หรือทาํให้ประสิทธิภาพในการเร่ิมตน้การแปลรหสัลดลง (Spirin และคณะ, 1999) 

การติดตามการเคล่ือนท่ีของโปรตีน SFR2 โดยใชโ้ปรตีนติดตามสองชนิดคือ GFP และ GUS ในเซลล์

หวัหอมและเซลลส์าหร่ายหางกระรอก พบว่าโปรตีน SFR2 มีการเคลื่อนที่ไปที่คลอโรพลาส 

การศึกษาคุณสมบติัของโปรตีน SFR2 ไม่สามารถทาํไดโ้ดยการผลิตโปรตีนชนิดน้ีใน E. coli ดงันั้น

เซลล์เจา้บา้นที่เหมาะสมควรเป็นเซลล์ของพืช เน่ืองจากโปรตีนชนิดน้ีสามารถแสดงออกไดใ้น green tissue 

เท่านั้น (Thorlby และคณะ, 2004) เพื่อทาํการศึกษาโปรตีน SFR2 ต่อไป 
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ตารางที ่4.1 สรุปการแสดงออกและการตรวจสอบโปรตีน SFR2 บน SDS-PAGE และเวสเทิร์นบลอท และการตรวจสอบอาร์เอ็นโดยวธีินอร์ทเทิร์นบลอท 

รูป ช่ือ SDS-
PAGE 

WB NB 

 

AK_SFR2    
 26_SFR2    
 27_SFR2    
 28_SFR2    
 29_SFR2   - 

 26_mutPEST_ 
SFR2 

  - 

 26_SFR2_syn   - 

 31_SFR2_delC 
(mP) 

   
 32_SFR2_delC 

(mP) 
   

 33_SFR2_delC    
 34_SFR2_delC    
 37_SFR2  

(pCold) 
 - - 

 37_mutPEST_ 
SFR2 (pCold) 

 - - 

 
หมายเหตุ: WB = western blot, NB = northern blot,  = ตรวจสอบได,้  = ตรวจสอบไดใ้นปริมาณมาก,  = ไม่สามารถตรวจสอบได,้ - = ไม่ใชใ้นการทดลอง 
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จากการทําการศึกษาทั้งหมด ประโยชน์ที ่ไดจ้ากโครงการน้ีคือ สามารถผลิตมหาบณัฑิตที ่มี

ความสามารถและศกัยภาพทั้งความรู้และความสามารถในการแกปั้ญหางานวิจยัทางชีววิทยาระดบัโมเลกุล
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Technology 21-23 November 2010 (poster presentation) 
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Kajanawattana, S. and Ketudat-Cairns, M. Expression of Rice SFR2 Gene in Escherichia Coli 
Proceeding of the 20th  Annual Meeting and International Conference of the Thai Society 
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Thailand October 14-17, 2008. (poster presentation) 

Nakphaichit, M., Ketudat-Cairns, J. and Ketudat-Cairns, M. Characterization of β-glucosidase 
from rice SFR2 gene  The annual meeting of science and technology master research grant  
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ภาคผนวก 

1.  ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของ 26_SFR2_syn โดยทาํการเปรียบเทยีบกบัลาํดับนิวคลีโอไทด์ของ   AK_SFR2 
Prot.    M  P  L  P  A  F  V  A  A  A  A  R  L  A  V  L  V  A  A  A  20 
AK_SFR2         ATGCCACTACCGGCGTTCGTGGCGGCGGCGGCGAGGCTCGCCGTCCTCGTGGCCGCGGCG 60 
SFR2_Syn        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
Prot.    A  T  A  A  N  A  A  S  Y  A  R  Y  R  R  R  H  L  R  R  I  40 
AK_SFR2         GCGACGGCGGCCAATGCCGCCTCCTACGCGCGGTACCGGCGGCGCCACCTCCGCCGCATC 120 
SFR2_Syn        ----CTGCAGGCAACGCTGCTTCCTACGCTAGATACAGAAGAAGACATTTGAGAAGAATC 56 
                    * **.* *** ** ** ******** .*.***.*..*..*.**  * .*..*.*** 
Prot.    P  S  P  I  D  E  S  A  D  P  L  A  D  F  R  A  F  P  S  S  60 
AK_SFR2         CCCAGCCCCATCGACGAGTCCGCCGATCCCCTCGCCGACTTCCGCGCCTTTCCCTCCTCC 180 
SFR2_Syn        CCATCTCCTATCGATGAATCCGCTGACCCATTGGCTGATTTCAGAGCTTTTCCTTCTTCC 116 
                **.:  ** ***** **.***** ** **. * ** ** ***.*.** ***** ** *** 
Prot.    D  A  D  D  S  E  E  D  N  F  F  F  G  L  A  T  A  P  A  H  80 
AK_SFR2         GACGCTGACGACTCAGAGGAGGATAATTTCTTCTTTGGGCTAGCAACAGCGCCTGCGCAT 240 
SFR2_Syn        GACGCTGATGACTCAGAAGAGGATAACTTTTTCTTTGGTTTGGCTACTGCTCCAGCTCAC 176 
                ******** ********.******** ** ********  *.**:**:** **:** **  
Prot.    V  E  D  R  L  E  D  A  W  L  Q  F  A  T  E  T  S  C  D  D  100 
AK_SFR2         GTTGAGGACAGGCTAGAAGATGCTTGGCTCCAGTTTGCAACTGAAACTTCCTGCGATGAC 300 
SFR2_Syn        GTTGAAGACAGATTGGAGGATGCTTGGTTGCAATTCGCTACTGAAACATCCTGTGATGAC 236 
                *****.*****. *.**.********* * **.** **:********:***** ****** 
Prot.    N  G  N  V  R  D  Q  R  P  V  D  A  L  M  A  S  A  A  G  D  120 
AK_SFR2         AATGGAAACGTGCGCGACCAGAGGCCAGTAGATGCACTGATGGCATCTGCTGCTGGTGAT 360 
SFR2_Syn        AACGGTAACGTTAGAGACCAGAGACCTGTTGATGCTTTGATGGCTTCAGCTGCTGGAGAC 296 
                ** **:***** .*.********.**:**:*****: *******:**:********:**  
Prot.    G  G  S  Q  Q  S  W  R  S  T  G  G  E  N  I  G  D  R  E  Q  140 
AK_SFR2         GGAGGCTCCCAGCAATCTTGGAGGTCAACAGGTGGGGAAAATATTGGTGATAGAGAGCAG 420 
SFR2_Syn        GGTGGATCCCAACAGTCATGGAGATCTACTGGTGGAGAAAACATCGGAGATAGAGAGCAA 356 
                **:**.*****.**.**:*****.**:**:*****.***** ** **:***********. 
Prot.    R  K  P  L  R  V  A  M  E  A  M  L  R  G  F  E  I  L  A  E  160 
AK_SFR2         AGGAAACCACTTAGGGTAGCCATGGAGGCTATGCTCAGGGGGTTTGAAATTCTTGCTGAG 480 
SFR2_Syn        AGAAAGCCATTGAGAGTTGCTATGGAAGCTATGTTGAGAGGTTTCGAGATCTTGGCTGAA 416 
                **.**.*** * **.**:** *****.****** * **.** ** **.**  * *****. 
Prot.    S  G  E  S  A  G  G  D  N  C  S  H  N  V  A  A  W  H  N  V  180 
AK_SFR2         AGTGGAGAATCTGCTGGCGGCGATAACTGCAGCCACAATGTTGCTGCTTGGCATAATGTT 540 
SFR2_Syn        TCCGGAGAGTCAGCTGGTGGAGATAACTGTTCTCATAACGTTGCTGCTTGGCACAATGTT 476 
                :  *****.**:***** **.******** :  ** ** ************** ****** 
Prot.    P  C  P  Q  E  R  L  R  F  W  S  D  P  D  A  E  L  K  L  A  200 
AK_SFR2         CCATGCCCGCAAGAAAGGCTTAGATTTTGGTCTGATCCTGATGCTGAGTTGAAACTTGCT 600 
SFR2_Syn        CCATGTCCTCAGGAAAGATTGAGATTCTGGTCAGATCCTGACGCTGAATTGAAGTTGGCT 536 
                ***** ** **.*****. * ***** *****:******** *****.*****. * *** 
Prot.    K  E  T  G  I  S  V  F  R  M  G  V  D  W  A  R  L  M  P  E  220 
AK_SFR2         AAGGAGACCGGCATCAGCGTTTTCCGCATGGGGGTAGATTGGGCAAGGTTAATGCCTGAG 660 
SFR2_Syn        AAGGAGACTGGTATCTCTGTTTTTAGAATGGGAGTTGATTGGGCTAGATTGATGCCAGAA 596 
                ******** ** ***:  ***** .*.*****.**:********:**.**.*****:**. 
Prot.    E  P  T  E  E  L  K  S  S  V  N  F  A  A  L  E  R  Y  R  W  240 
AK_SFR2         GAACCAACCGAAGAATTGAAGAGCTCAGTTAATTTTGCAGCACTTGAGCGGTATAGATGG 720 
SFR2_Syn        GAGCCTACAGAAGAGTTGAAGTCATCTGTTAACTTCGCTGCTTTGGAAAGATACAGATGG 656 
                **.**:**.*****.******: .**:***** ** **:**: * **..*.** ****** 
Prot.    I  I  Q  R  V  R  E  Y  G  M  K  V  M  L  T  L  F  H  H  S  260 
AK_SFR2         ATCATTCAAAGGGTTCGCGAATATGGAATGAAAGTAATGCTTACTCTGTTTCATCACTCA 780 
SFR2_Syn        ATCATCCAAAGAGTTAGAGAGTACGGAATGAAGGTTATGTTGACTTTGTTCCATCACTCA 716 
                ***** *****.***.*.**.** ********.**:*** * *** **** ********* 
Prot.    L  P  P  W  A  G  K  Y  G  G  W  K  M  E  K  T  V  T  Y  F  280 
AK_SFR2         CTTCCACCCTGGGCTGGAAAATATGGCGGGTGGAAGATGGAAAAAACTGTCACCTATTTC 840 
SFR2_Syn        TTGCCACCTTGGGCTGGTAAATACGGTGGATGGAAGATGGAAAAGACTGTTACATACTTC 776 
                 * ***** ********:***** ** **.**************.***** **.** *** 
Prot.    M  D  F  V  R  L  V  V  D  C  V  S  N  L  V  D  Y  W  V  I  300 
AK_SFR2         ATGGATTTTGTGAGGCTTGTTGTTGATTGTGTATCCAATTTAGTGGACTACTGGGTGATT 900 
SFR2_Syn        ATGGACTTCGTTAGATTGGTTGTTGATAGAGTTTCTAACTTGGTTGACTACTGGGTTATT 836 
                ***** ** ** **. * *********:*:**:** ** **.** *********** *** 
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Prot.    F  N  E  P  H  V  F  V  M  L  T  Y  C  A  G  A  W  P  G  G  320 
AK_SFR2         TTCAATGAACCTCACGTTTTTGTGATGCTAACTTATTGTGCCGGTGCTTGGCCTGGTGGA 960 
SFR2_Syn        TTCAATGAACCACATGTTTTCGTTATGTTGACTTATTGTGCTGGAGCTTGGCCAGGTGGA 896 
                ***********:** ***** ** *** *.*********** **:********:****** 
Prot.    D  P  N  A  I  E  V  A  T  S  T  L  P  T  G  V  Y  N  Q  A  340 
AK_SFR2         GACCCTAATGCAATTGAAGTAGCAACATCTACTCTGCCAACTGGTGTATACAATCAGGCT 1020 
SFR2_Syn        GATCCTAACGCTATCGAGGTTGCTACTTCTACATTGCCTACAGGTGTTTACAACCAAGCT 956 
                ** ***** **:** **.**:**:**:*****: ****:**:*****:***** **.*** 
Prot.    L  H  W  M  A  I  A  H  S  E  A  Y  D  Y  I  H  S  K  S  K  360 
AK_SFR2         TTGCATTGGATGGCTATTGCACATTCTGAAGCCTATGACTACATACATTCGAAAAGCAAG 1080 
SFR2_Syn        TTGCATTGGATGGCTATCGCTCACTCCGAAGCTTACGATTACATCCACTCCAAGTCTAAG 1016 
                ***************** **:** ** ***** ** ** *****.** ** **.:  *** 
Prot.    N  E  R  K  P  I  V  G  V  A  H  H  V  S  F  T  R  P  Y  G  380 
AK_SFR2         AACGAAAGGAAGCCAATAGTTGGTGTTGCACACCATGTATCGTTTACAAGGCCATATGGG 1140 
SFR2_Syn        AACGAGAGAAAGCCAATCGTTGGTGTTGCTCATCACGTTTCTTTCACTAGACCTTACGGA 1076 
                *****.**.********.***********:** ** **:** ** **:**.**:** **.   
Prot.    L  F  D  V  A  A  V  A  L  A  N  S  L  T  L  F  P  Y  V  D  400 
AK_SFR2         CTATTTGATGTTGCTGCTGTCGCGCTAGCTAACTCATTGACCCTTTTTCCTTACGTGGAT 1200 
SFR2_Syn        TTGTTCGACGTTGCTGCTGTTGCTTTGGCTAACTCCTTGACATTGTTCCCATACGTTGAT 1136 
                 *.** ** *********** **  *.********.*****. * ** **:***** *** 
Prot.    S  I  C  D  K  L  D  F  I  G  I  N  Y  Y  G  Q  E  V  I  S  420 
AK_SFR2         AGCATATGTGATAAATTGGACTTCATTGGAATCAACTACTATGGACAGGAGGTTATATCA 1260 
SFR2_Syn        TCAATCTGTGATAAGTTGGACTTTATTGGTATCAACTACTACGGACAAGAAGTTATCTCT 1196 
                : .**.********.******** *****:*********** *****.**.*****.**: 
Prot.    G  P  G  L  K  L  V  D  N  D  E  Y  S  E  S  G  R  G  V  Y  440 
AK_SFR2         GGACCTGGTCTAAAGCTTGTGGATAATGATGAGTATAGTGAATCTGGTCGTGGGGTTTAT 1320 
SFR2_Syn        GGTCCAGGATTGAAGTTGGTTGATAACGACGAATACTCTGAGTCCGGTAGAGGAGTTTAC 1256 
                **:**:**: *.*** * ** ***** ** **.** : ***.** ***.*:**.*****  
Prot.    P  D  G  L  F  R  I  L  I  Q  F  N  E  R  Y  K  R  L  N  I  460 
AK_SFR2         CCTGATGGGCTGTTCCGCATCCTGATTCAATTCAATGAACGATATAAGAGATTAAATATA 1380 
SFR2_Syn        CCTGATGGATTGTTCAGAATCTTGATCCAGTTTAACGAGAGATACAAGAGATTGAACATC 1316 
                ********. *****.*.*** **** **.** ** **..**** ********.** **. 
Prot.    P  F  V  I  T  E  N  G  V  S  D  E  T  D  L  I  R  K  P  Y  480 
AK_SFR2         CCTTTTGTCATTACTGAAAATGGAGTTTCTGATGAGACTGATCTGATACGGAAACCATAT 1440 
SFR2_Syn        CCATTCGTTATCACTGAAAACGGTGTTTCCGATGAGACAGACTTGATCAGAAAGCCTTAC 1376 
                **:** ** ** ******** **:***** ********:**  ****..*.**.**:**  
Prot.    I  L  E  H  L  L  A  T  Y  A  A  I  I  M  G  V  R  V  L  G  500 
AK_SFR2         ATACTGGAACACTTGTTAGCCACATACGCTGCCATCATTATGGGTGTCCGTGTACTTGGT 1500 
SFR2_Syn        ATCTTGGAACATTTGTTGGCTACTTACGCTGCTATCATCATGGGTGTTAGAGTTTTGGGA 1436 
                **. ******* *****.** **:******** ***** ******** .*:**: * **: 
Prot.    Y  L  F  W  T  T  S  D  N  W  E  W  A  D  G  Y  G  P  K  F  520 
AK_SFR2         TATTTGTTTTGGACAACATCAGATAATTGGGAATGGGCGGATGGCTATGGTCCCAAGTTT 1560 
SFR2_Syn        TACTTGTTCTGGACTACATCTGACAACTGGGAGTGGGCTGATGGTTATGGACCAAAGTTT 1496 
                ** ***** *****:*****:** ** *****.***** ***** *****:**.****** 
Prot.    G  L  V  A  V  D  R  A  N  N  L  A  R  K  P  R  P  S  Y  F  540 
AK_SFR2         GGGCTTGTTGCTGTTGACCGTGCTAATAACCTAGCACGGAAACCTCGGCCTTCATACTTT 1620 
SFR2_Syn        GGTTTGGTTGCTGTTGACAGAGCTAACAATTTGGCTAGAAAGCCAAGACCTTCATATTTC 1556 
                **  * ************.*:***** **  *.**:.*.**.**:.*.******** **  
Prot.    L  F  S  R  V  V  T  T  G  K  I  T  R  Q  D  R  M  S  A  W  560 
AK_SFR2         TTATTCTCC--------------------------------------------------- 1629 
SFR2_Syn        TTGTTTTCTAGAGTTGTTACTACAGGTAAAATTACTAGACAAGATAGAATGTCTGCTTGG 1616 
                **.** **                                                     
Prot.    R  E  L  Q  Q  A  A  V  Q  K  K  T  R  P  F  F  R  A  V  D  580 
AK_SFR2         ------------------------------------------------------------   
SFR2_Syn        AGAGAATTGCAACAGGCTGCTGTTCAGAAGAAAACAAGACCTTTCTTTAGAGCTGTTGAT 1676 
                                                                             
Prot.    K  H  G  R  M  Y  A  G  G  L  D  R  P  I  Q  R  P  F  I  L  600 
AK_SFR2         ------------------------------------------------------------ 
SFR2_Syn        AAGCATGGTAGAATGTACGCTGGTGGATTGGACAGACCAATCCAAAGACCTTTCATCTTG 1736 
                                                                             
Prot.    R  D  W  R  F  G  H  Y  K  M  E  G  L  Q  D  P  L  S  C  F  620 
AK_SFR2         ------------------------------------------------------------ 
SFR2_Syn        AGAGATTGGAGATTCGGTCACTACAAGATGGAAGGATTGCAAGATCCATTGTCTTGTTTC 1796 
                                                                             
Prot.    I  R  C  I  F  A  P  F  S  R  Q  K  K  I  H  Y  I  E  D  D  640 
AK_SFR2         ------------------------------------------------------------ 
SFR2_Syn        ATCAGATGTATCTTCGCTCCTTTTTCCAGACAGAAGAAAATTCACTACATCGAGGATGAC 1856 
                                                                             
Prot.    V  I  S  Y  S  I  N           647 
AK_SFR2         ------------------------------  
SFR2_Syn        GTTATTTCATATTCTATCAATTAACTCGAG 1886 
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• การผลิตรีคอมบิแนนทท์รานสกลตูามิเสนจากปลานิล   ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 

• การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Thermostable DNA polymerase จาก Pyrococcus furiosus                               

ในแบคทีเรีย Escherichia coli     ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 

• การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนในถงัหมกั ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2549 
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ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2547 

• การหาแผนท่ีทางพนัธุกรรมของไผต่ง    ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2546 

• การพฒันาวิธีการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานิล  ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2543 

• การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Taq DNA polymerase   ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2541 

 

ผู้ร่วมวจิยัในโครงการวิจยั  ดงัต่อไปน้ี 

• การโคลนน่ิงตวัอ่อนโค กระบือ แมว และสัตวป่์าใกลสู้ญพนัธ์ โดยใชเ้ซลลร่์างกายเป็นเซลลต์น้แบบ 

• Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions. (National Science and Technology Development Agency 

National Center for Genetic Engineering and Biotechnology)    ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 

• Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses  ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2545 

• Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)  แลว้เสร็จ 2537 

7.4 งานวจิยัที่ทําเสร็จแล้ว :  

ดูหวัขอั 7.3 

7.5 งานวจิยัที่กําลงัทํา : 

• โมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิ Y ของววั 

• สถานภาพในการทาํวิจยั : เร่ิมโครงการในปีงบประมาณ 2552 และไดด้าํเนินการไปแลว้ 80% 

o การโคลนและผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย 

 สถานภาพในการทาํวิจยั : เร่ิมโครงการในปีงบประมาณ 2551 และไดด้าํเนินการไปแลว้ 95% 
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