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บทคัดยอ 
 

เอนไซมไคติเนส เอ จากเชือ้แบคทีเรียในทะเล Vibrio harveyi เปนเอนไซมที่สลายไคตินใหเปน

น้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดและไคโตไบโอสเปนผลิตผลหลัก งานวิจัยกอนหนาไดทาํการโคลนยีนไค

ติเนส เอ และไดศึกษาคุณสมบัติทางเอนไซมไคติเนส เอ งานวิจัยนี้อธบิายบทบาทของกรดอะมิโนวงแหวนที่

บริเวณจับกับสับสเตรทและกรดอะมิโนที่ผวิของเอนไซมในการสลายสบัสเตรทไคตินและไคโตโอลิโกแซค

คารไรดโดยทําการเปลีย่นกรดอะมิโน Trp70 Trp168 Tyr171 Trp231 Tyr245 Trp275 Trp397 และ 

Trp570 การทดสอบหาคา specific hydrolyzing activity ของไคติเนสกลายพนัธุ พบวามีเอนไซมกลาย

พันธุตวัเดียวคือ   W397F ที่ใหคาแอคติวิตี้สูงกวาเอนไซมดั้งเดิมสวนเอนไซมกลายพนัธุอ่ืนมีคาแอคติวิตี้

ลดลงอยางมาก การวเิคราะหหาน้าํตาลผลิตผลที่สรางขึน้โดยวิธ ีTLC พบวาเมื่อกรดอะมิโนที่ตําแหนงรีดิวซ 

Trp275 ถูกเปลี่ยนเปน  Gly และ Trp397 เปลี่ยนเปน Phe ทําใหรูปแบบการสลายน้ําตาลสายสัน้เปลี่ยนไป

อยางสิน้เชงิแสดงวากรดอะมิโนทั้งสองนาจะมีความสําคัญตอการเลือกจับของน้าํตาลไคโตโอลิโกแซคคาร

ไรด การศึกษาการจับกับไคตินและการทดลองทางจลนพลศาสตรแสดงใหเห็นวา Trp70 ซึ่งพบอยูที่ผิวที่

ปลายดานเอน็ของโดเมนจับไคตินมีความสําคัญมากตอการจับกับไคตินสายยาว การตรวจหารปูแบบการ

จับของสับสเตรทโดยเทคนิค HPLC MS พบวา NAG6 ชอบบริเวณจับ -2 ถึง + 2 มากกวาบริเวณจบั -3 ถึง 

+2 สวน NAG5 จะจับกับบริเวณจับ -2 ถงึ +2 อยางเดียวในขณะที่ crystalline α chitin จะเริ่มจับที่บริเวณ

จับไดหลายตาํแหนงทําใหสลายตัวกลางไคโตโอลิโกแซคคารไรดไดหลายชนิดซึ่งตวักลางเหลานีจ้ะจับกับ

ตําแหนง   -2 ถึง +2 เปนหลกั นอกจากนี้ยงัพบวาไคติเนสกลายพันธุ W275G และ W397F มีความชอบตอ

สับสเตรทชนิด β มากกวาสับสเตรทชนิด α 
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ABSTRACT 
 

Chitinase A from a marine bacterium Vibrio harveyi is an enzyme that degrades chitin to 

chitooligosaccharides, yielding chitobioase as the major product. The gene encodes chitinase A 

was previously cloned and its enzymatic properties characterized. This study describes the 

functional roles of the aromatic residues located at the substrate binding cleft and the surface-

exposed residues in chitin and chitooligosaccharide hydrolyses. Point mutations of Trp70, 

Trp168, Tyr171, Trp231, Tyr245, Trp275, Trp397, and Trp570, were generated. Investigation of 

specific hydrolyzing activity indicated that only mutant W397F had enhanced activity, while other 

mutants showed a significant loss of the activity. TLC analysis of product formation showed a 

complete change in the hydrolytic patterns of short-chain substrates when the reducing end 

residues Trp275 was mutated Gly and Trp397 to Phe, suggesting that both residues were crucial 

for the binding selectivity of chitinoligosaccharides. Chitin binding assay and kinetic experiments 

suggested that Trp70, which is located on the surface at the N-terminal end of the chitin binding 

domain, was the essential binding residue for a long-chain chitin.  Assessment of substrate 

binding modes by HPLC MS revealed that NAG6 preferred subsites -2 to + 2 over subsites -3 to 

+2 and NAG5 only bound to subsites -2 to +2. Crystalline α chitin initially occupied various 

subsites, generating variuos chitioligosaccharide intermediates which later interacted mainly to 

subsites -2 to +2. In addition, mutants W275G and W397F preferred β substrates over α 

substrates. 
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บทที่  1 
บทนํา 

 
1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

ไคติน (chitin) เปนชีวโพลีเมอรสายตรงประกอบดวยน้ําตาลหนวยยอย ๆ ของ N-acetyl glucosamine 

มาเรียงตอกันดวยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ β1→4 ดังรูบที่ 1.1 

 

 
รูปที่ 1.1 โครงสรางของไคตินโพลีเมอร 
 

ไคตินจัดเปนองคประกอบโครงสรางภายนอกที่สําคัญของสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําตาง ๆ ไดแก กุง ปู แมลง 

และองคประกอบหลักของเสนใยเชื้อราเกือบทุกชนิด ไคตินเปนชีวโพลีเมอรที่มีปริมาณมากที่สุดเปนอันดับ

ที่สองรองจากเซลลูโลสโดยมีการประมาณปริมาณของไคตินที่มีการผลิตในโลกนี้มากถึง 1010 ถึง 1011 ตัน

ตอป (Gooday, 1994) ดังนั้นจึงไดมีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพื่อนําไคตินไปใชใหเกิดประโยชนทั้ง

ทางดานการแพทย การเภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ําเสีย และอื่น ๆ  

เนื่องจากไคตินไมสามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ดังนั้น ไคตินจึงจัดเปนกากของเสียปริมาณ

มากที่ถูกปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตและแปรรูปอาหาร เชนโรงงานอาหารทะเลแชแข็ง โรงงาน

อาหารทะเลอัดกระปอง เปนตน กากของเสียนี้ไดสงผลใหเกิดปญหามลภาวะกับส่ิงแวดลอมขางเคียงเปน

อยางมากในปจจุบัน ดังนั้นจึงมีงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการยอยสลายไคตินพื่อนําผลิตผลที่ไดไป

ใชใหเกิดประโยชน เชน เปนแหลงอาหารในภาคเกษตรกรรมการเลี้ยงสัตว เชน กุง ปลา หมู ในขณะนี้การ

ยอยสลายไคตินโดยการใชเอนไซมเปนที่ไดรับความสนใจเนื่องจากมีขอดีหลายประการเปรียบเทียบกับ

กรรมวิธีทางเคมี ทั้งในแงของการประหยัดคาใชจาย ปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดรวดเร็วและสมบูรณ และไม

กอใหเกิดสารพิษตกคางหลังปฏิกิริยาการยอยสลาย  

ในธรรมชาติการยอยสลายไคตินอยางสมบูรณประกอบดวยการทํางานของเอนไซมสองชนิด

ดวยกัน กลาวคือข้ันตอนแรกไคตินจะถูกยอยดวยเอนไซมไคติเนส (EC3.2.1.14) ไดเปนน้ําตาลสายสั้นๆ 

หรือไคตินโอลิโกเมอรและใหผลิตผลสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุลคู ข้ันตอนตอมาคือการยอยน้ําตาลโมเลกุล
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คูใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวดวยเอนไซมบีตาเอนอะซิทิลกลูโคซะมินิเดส หรือไคโตไบเอส (β-N-acetyl 

glucosaminidase/chitobiase) (EC 3.2.1.29) (Davis & Eveleigh, 1984) 

เอนไซมไคติเนสพบในสิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตสิ่งมีชีวิตชั้นต่ําเชน เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา สัตวไมมี

กระดูกสันหลังตาง ๆ ไปจนถึงสิ่งมีชีวิตชั้นสูงขี้นไปเชน ที่สวนตาง ๆ ของพืช ระบบทางเดินอาหารของสัตว

ทะเล สัตวเคี้ยวเอื้อง และมนุษย หนาที่ของเอนไซมนี้ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีแตกตางกันไป เชน เกี่ยวของ

ในขบวนการแบงเซลลและการเปลี่ยนแปลงสัณฐานของเสนใยของเชื้อรา (Papavizas, 1985; Cabib, 

1987; Kuranda & Robbins, 1991) มีสวนในระบบการปองกันการรุกรานของปรสิตในส่ิงมีชีวิตที่เชื้อราไป

อาศัยอยู (Sivan & Chet, 1989; Srivastava, et al., 1985) มีสวนชวยในการยอยสารอาหารในระบบยอย

อาหารของทั้งสัตวที่มีและไมมีกระดูกสันหลัง เชน แมลง ปลาชนิดตาง ๆ  เชน ปลาทอง ปลาเทรา ปลาซี

บาส เปนตน (Okutani, 1977; Okutani, et al., 1967) นอกจากนี้เอนไซมนี้ยังทําหนาที่ในการยอยสลายคิว

ติเคิล (cuticles) เกาที่ปกแมลงเพื่อสรางคิวติเคิลใหมขึ้นมา Spindler-Barth, 1993) ในพืชเอนไซมไคติเน

สมีสวนรวมในกลไกการตอตานการติดเชื้อราของพืช (Boller et al., 1983; Pleban et al., 1997) และ

ขบวนการสรางเซลล (embryogenesis) ของตนออนพืช (de Jong et al., 1992) สวนในคนพบวา acidic 

chitinase มีสวนเกี่ยวของกับการกระตุนการเกิดโรคภูมิแพได (Wills-Karp & Karp, 2004) 

ตามหลักเกณฑที่เสนอโดย Henrissat (Henrissat & Bairoch, 1993) โดยอาศัยความใกลเคียงของ

ลําดับของกรดอะมิโนเปนหลักจําแนกเอนไซมไคติเนสออกเปน 2 กลุมหลัก คือ (1) ไคติเนสแฟมิลี 18 พบใน

สิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตแบคทีเรีย ไปจนถึงพืชและสัตว เอนไซมในกลุมนี้มีลักษณะเชิงโครงสรางที่สําคัญ

คือมีบริเวณเรงประกอบดวย 2 motifs มาประกอบเปนโครงสราง (α/β)8-TIM barrel และมีกลไกการเรง

ปฏิกิริยาแบบ substrated-assisted mechanism (Papanikolau et al., 2001; Bortone, et al., 2002; 

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

Streptomyces (Cohen-Kupiec & Chet 1998; Ohno et al., 1996) ลักษณะของเอนไซมในกลุมนี้คือมี

บริเวณเรงเปนแบบ bilobal α+β folding motif และมีกลไกการเรงปฏิกิริยาแบบ inversion hydrolytic 

mechanism (Robertus & Monzingo, 1999) 

เชื้อแบคทีเรียในทะเล (marine bacteria) ในแฟมิลี Vibrionaceae เปนแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไคติเนส 

เอ ซึ่งเปนสมาชิกของไคติเนสแฟมีลี 18 ในปริมาณมาก แบคทีเรียในกลุมนี้จะผลิตเอนไซมออกนอกเซลล

เพื่อยอยสลายไคตินที่เปนองคประกอบของสิ่งมีชีวิตในทะเลเชน สาหรายสีเขียว ไดอะตอม เปนตน ใหเปน

แหลงคารบอนและไนโตรเจน (Yu et al. 1991; Montgomery & Kirchman, 1993; Bassler et al., 1991) 

ดังนั้นแบคทีเรียเหลานี้ถือวาเปนแหลงเอนไซมที่สามารถนํามาประยุกตใชในขบวนการยอยสลายทาง

ชีวภาพของกากไคติน มีการวิจัยหลายชิ้นรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีและชีววิทยาเชิงโมเลกุล

และองคประกอบของยีนไคติเนสในแบคทีเรีย (Watanabe et al., 1990; Svityl et al., 1997) แตการศึกษา

เกี่ยวกับโครงสรางสามมิติของเอนไซมไคติเนส เอ นี้มีเพียงในเชื้อแบคทีเรียที่สกัดจากดิน Serratia 
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marcescens (Perraki et al., 1994) และสวน catalytic domain ของไคติเนส เอ จาก Bacillus circulans 

(Watanabe et al., 2001) เปาหมายหลักของงานวิจัยทางดานโครงสรางเพื่อเขาใจกลไกการทํางานการของ

เอนไซมโดยละเอียดและการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเอนไซมใหมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการนําไปใช

ประโยชนทั้งในดานการแพทย เชนการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคติดเชื้อรา ทางการเกษตร (Wang et al., 

1997; Lorito et al., 1998; Carroad & Tom, 1978; Cosio et al., 1982) การพัฒนาปรับปรุงสายพันธุพืช

เศรษฐกิจตาง ๆ ไดแก ขาว ขาวโพด ถั่ว ออย ใหมีคุณสมบัติในการตอตานโรคราตาง ๆ และทาง

เทคโนโลยชีีวภาพ เชน การกําจัดกากของเสียไคตินและนําผลิตผลจากการยอยไคตินไปใชประโยชน

ทางดานการแพทยและการเกษตร (Carroad & Tom, 1978; Cosio et al., 1982)  

การศึกษากอนหนานี้ผูวิจัยพบวาเชื้อแบคทีเรียในทะเล V. carchariae ผลิตเอนไซมไคติเนส เอ เปน

หลักเพื่อการสลายไคติน (Suginta et al., 2000; Suginta, 2007) โดยเอนไซมนี้ประกอบดวยหนวยยอย

เดียวมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 63 kDa ที่คุณสมบัติเปนเอนโดไคติเนสที่สามารถสลายพันธะไกลโคซิดิกที่

ตําแหนงตาง ๆ ภายในสายไคตินโพลีเมอรไดผลิตผลที่เปนไคโตโอลิโกเมอรมีความยาวตั้งแต 2-6 หนวย แต

ผลิตผลของการยอยสุดทายคือไคโตไบโอส จากการศึกษาคุณสมบัติทางจลศาสตรของเอนไซมพบวา

เอนไซมมีความชอบ (affinity) ตอไคโตโอลิโกแซคคารไรดมากขึ้นเมื่อสายของไคโตโอลิโกเมอรยาวขึ้นซึ่ง

แสดงถึงโครงสรางของบริเวณเรงที่มีลักษณะเปน multiple binding subsites (Suginta et al., 2005) 

งานวิจัยที่เกี่ยวของจากเอนไซมไคติเนส เอ ของ Serratia marcescens (SmChiA)พบวากรดอะมิโนหลาย

ตัว ที่บริเวณเรงของเอนไซมมีลักษณะ conservedและมีคุณสมบัติไมมีข้ัวหรือเปนวงแหวนอะโรมาติกไดแก 

Typ167, Tyr170, Typ275, Phe396, Tyr418 และ Typ539 จากโครงสรางสามมิติของ (SmChiA) พบวา

กรดอะมิโนเหลานี้มีบทบาทในการสรางสิ่งแวดลอมที่ไมมีข้ัวที่บริเวณเรงทําใหเอนไซมจับกับสับสเตรทไดดี 

(Aronson et al., 2003) จากขอมูลนี้ผูวิจัยจึงมีความสนในบทบาทของกรดอะมิโนเหลานี้ในตอ

ความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมไคติเนส เอ ของเชื้อ V. carchariae โดยมีจุดมุงหมายที่จะพัฒนา

โมเลกุลของเอนไซมใหมีคุณสมบัติที่เหมาะสมและในการสลายไคตินและมีความจําเพาะสูงตอการสรางไค

โตโอลิโกแซคคารไรดที่ตองการ 
 

1.2. วัตถุประสงคของการวิจัย 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคหลัก 4 ประการคือ 

1. เพื่อเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไมมีข้ัวที่บริเวณเรงและบริเวณ Chitin Binding 

Domain ของเอนไซมไคติเนสเอ จากเชื้อแบคทีเรีย V. carchariae โดยเทคนิค site-directed 

mutagenesis 

2. เพื่อศึกษาการสรางโปรตีนกลายพันธุในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ M15 และการทําบริสุทธิ์

โดยเทคนิคทางโครมาโตกราฟฟ 

3. เพื่อศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทของไคติเนส เอ กลายพันธุเทียบกับ wild-type โดย
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เทคนิค quantitative HPLC 

 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนี้มีขอบเขตเริ่มที่การสรางไคติเนส เอ ที่กลายพันธุ จากเชื้อ V. carchariae โดยจะทําการ

เปลี่ยนชนิดกรดอะมิโนที่ไมมีขั้วที่บริเวณเรงและบริเวณ Chitin Binding Domain โดยเทคนิค site-directed 

mutagenesis หลังจากนั้นจะทําการศึกษาการแสดงออกของไคติเนส และทําการสกัดโปรตีนเพื่อนํามา

ศึกษาสมบัติทางจลศาสตรเพื่อเปรียบเทียบความจําเพาะตอสับสเตรทชนิดตาง ๆ ของเอนไซมกลายพันธุ 

และเลือกคัดเอนไซมที่ใหความจําเพาะตอสับสเตรทสูงสุดในการสลายไคติน 

 
1.4. ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 4 ประการหลักคือ 

1. เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน 

จึงคาดวาผลสัมฤทธิ์จากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact 

factor มากกวา 1.5 ไดอยางนอย 1 เร่ือง  

2. องคความรูที่ไดรับในระหวางการทํางานวิจัยสามารถถายทอดใหนักวิจัยรุนเยาวผาน
หลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมี ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี   

3. เปนการนําไปสูการผลิตเชิงพาณิชยเนื่องจากงานวิจัยนี้มีเปาหมายหลักคือการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของเอนไซมไคติเนสที่มีความสามารถในการยอยไคตินโดยขบวนการทางชีวภาพดี

ขึ้น ซึ่งจะนําไปสูการผลิตสารไคโตโอลิโกแซคคาไรดในเชิงการคาและเภสัชกรรมตอไป 

4. เปนการสงเสริมการทองเที่ยวและการรักษาสิ่งแวดลอมเนื่องจากกากไคตินเปนของเสียทิ้ง
จากโรงงานแปรรูปอาหารทะเล การใชประโยชนจากไคตินจะชวยบรรเทาปญหาสิ่งแวดลอม

ชายฝงทะเล 

หนวยงานที่จะนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
2. กรมสงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
3. สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  

4. กรมสงเสริมการการสงออก กระทรวงพาณิชย 

5.  กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

6. หนวยงานเอกชนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาผลิตภัณฑจากไคติน-ไคโตซาน 
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บทที่  2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
2.1. การกลายพันธุ การแสดงออกและการทําบริสุทธิ์ 

ทําการกลายพันธุโดยเทคนิค PCR site-directed mutagenesis โดยใช QuickChange Site-

Directed Mutagenesis Kit (QIAGEN) และใช wild-type chitinase A DNA ที่โคลนอยูใน pQE60 

expression vector เปนดีเอ็นเอตนแบบ ทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนเพื่อสรางโปรตีนกลายพันธุชนิด  

singlemutant ดังนี้ S33A/W, W70A, W168G, Y171G, W231A, Y245A/W, W275G, E315M/Q, 

D392K/N, W397F และ W570G สวน double mutant ไดแก W397F/W570G triple mutant ไดแก 

W397F/W570G/ W275G) และ quadruple mutant ไดแก W397F/W570G/W275G/Y171G ดังอธิบาย

โดย Suginta et al. (2007) 

หลังจากทําการตรวจสอบความถูกตองของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนดวยการทํา automated DNA 

sequencing (BSU, ประเทศไทย) และวิเคราะหขอมูลของดีเอ็นเอดวยโปรแกรมใน  DNASTAR package 

(DNASTAR, Inc., Madison, USA) ทําการ express รีคอมบิแนนทไคติเนส เอ ดั้งเดิมและเอนไซมกลาย

พันธุในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ M15 ดวยการเลี้ยงเซลลที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเหลว 

LB/100 μg/ml ampicillin ที่ 25 °C จนได OD600 ประมาณ 0.6 ทําการ induce เซลลดวย 0.5 mM 

isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) ที่ 25 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปนเก็บเซลลดวย

ความเร็ว 4,500 g เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 °C ทําการละลายเซลลดวย 40 ml ของ lysis buffer ที่

ประกอบดวย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride 

(PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme ตอจากนั้นทําการสลายเซลลดวยเทคนิค ultrasonication แลวปนแยก

เอาเศษเซลลออกดวยความเร็ว 12,000 g เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสวนใสที่ไดหลังการปนตกตะกอนดวยวิธี

โครมาโตรกราฟฟแบบจับจําเพาะโดยใช Ni-NTA agarose เปนตัวจับ หลังจากลางคอลัมนดวย 5 mM 

imidazole ตามดวย 10 mM imidazole  ทําการชะเอาโปรตีนที่จับอยูกับ Ni2+ ดวย 250 mM imidazole นํา 

fraction ที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ดวย 12% SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (Laemmli, 1970) 

ทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีนไคติเนสที่ตําแหนง 63 kDa เขาดวยกันแลวนํามาผาน membrane 

filtration (Mr 10 000 cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) เพื่อกําจัด imidazole และทําให

โปรตีนเขมขนขึ้น  ทําการวัดความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี  Bradford’s  (Bradford, 1974) แลวนําโปรตีน

มาศึกษาหนาที่ โครงสราง หรือเก็บที่ -30oC ใน 15% กลีเซอรอล จนกวาจะนํามาใชงานตอไป 
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2.2. การหาแอคติวิตี้ของเอนไซมไคติเนส 
หาแอคติวิตี้ของเอนไซมไคติเนสโดยใช pNP-GlcNAc2 เปนสับสเตรท โดยทําปฏิกิริยาใน 96-well 

microtiter plate ทําปฏิกิริยา 100-μl ที่ประกอบดวย10 μl เอนไซม 500 μM pNP-(GlcNAc)2 และ 100 

mM sodium acetate buffer, pH 5.5 ที่ 37°C เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม   

1.0 M Na2CO3 (50 μl) แลววัดหาปริมาณ p-nitrophenol (pNP) ที่คาดูดกลืนแสง A405  แลวคํานวณความ

เขมขนของ pNP ดวยกราฟมาตรฐานของ pNP ที่สรางขึ้นที่ชวง 0-30 nmol อีกวิธีหนึ่งคือการหาแอคติวิตี้

ของเอนไซมโดยวิธี reducing-sugar assay โดยทําปฏิกิริยา 500 μl ที่ประกอบดวย 1% (w/v) colloidal 

chitin ใน 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 และ  100 μg เอนไซมที่ 37°C ในเครื่องเขยา 

Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นหยุด

ปฏิกิริยาดวยการตมที่ 100°C เปนเวลา 5 นาที แลวปนเอาสวนของไคตินออกดวยความเร็ว 5,000 g เปน

เวลา 10 นาที นําสวนใส  200 μl มาทําปฏิกิริยาตรวจสอบน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DMAB assay ตามวิธีของ 

Bruce et al. (1995) แลววัดหาปริมาณน้ําตาลที่ทําปฏิกิริยาที่คาดูดกลืนแสง  A585  โดยใชกราฟมาตรฐาน

ของ GlcNAc2 ที่ชวง 0-1.75 μmol เพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ สวน crystalline α-chitin ทําวิธี

เดียวกันกับ colloidal chitin แตใชปริมาณเอนไซมในการทําปฏิกิริยาปริมาณ 400 μg (Pantoom et al., 

2008) 
 

2.3. การวิเคราะหหาน้ําตาลโดยเทคนิค TLC 
ทําการศึกษาปฏิกิริยาการสลายไคโตโอลิโกแซคคารไรด (NAG2-NAG6) ของเอนไซมไคติเนสดั้งเดิม

และไคติเนสกลายพันธุ ในปริมาตร 20 μl โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 100 mM sodium acetate buffer, pH 

5.0 ที่มี 2.5 mM สับสเตรท และ 200 ng เอนไซมบริสุทธิ์ ทําการบมปฏิกิริยาที่ 37 °C เปนเวลา 0, 2.5, 5, 

10, 30, 60 นาที และ 18 ชั่วโมง หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการตมที่ 100 °C เปนเวลา 5 นาที หลังจาก

นั้นดูดสารละลายปริมาตร 5 μl นําไปวิเคราะหหาผลิตผลที่เกิดขึ้นดวยวิธี thin layer chromatography โดย

ใชแผน silica TLC plate ขนาด 5.0 ซม × 6.0 ซม เปน stationary phase และมี mobile phase ที่

ประกอบดวย n-butanol:methanol: 30% ammonia solution:H2O (10:8:4:2) (v/v) หลังจากนั้นสเปรย

แผน TLC ดวยสารละลาย aniline–diphenylamine reagent แลวอบที่ 120 °C เปนเวลา 5–10 นาที 

(Suginta et al., 2007) 
 

2.4. การแยกและวิเคราะหน้ําตาลโดยเทคนิค HPLC MS 
ทําปฏิกิริยาการสลายน้ําตาล NAG5 และ NAG6 ในปริมาตร 50 μl ที่ประกอบดวย 500 μM 

สับสเตรท 100 ng เอนไซม ในสารละลายบัพเฟอร 0.1 M ammonium acetate buffer, pH 7.0 ที่อุณหภูมิ  

0 oC เปนเวลา 0, 3, 7, 20, 30, 60 และ 180 นาที ณ เวลาตาง ๆ ทําการ aliquot สารละลาย 10 μl ลงใน   
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200- μl vial แลวนําไปแยกดวยHPLC ที่ตอกับเครื่อง ESI/MS โดยคอลัมนที่ใชคือ Hypercarb®column 

(ThermoQuest, Thermo Electron Corporation, San Jose, CA, USA) ขนาด 150 × 2.1 mm 5 μm ทํา

การ run คอลัมนที่อุณหภูมิ 10 oC ที่ flow rate เทากับ 0.4 ml/.min ทําการชะน้ําตาลออกจากคอลัมนดวย 

5-70% gradient ของ acetonitrile ที่มี 0.1% formic acid คํานวณหา β/α ratios จากพื้นที่ใต peak ของ

น้ําตาลตาง ๆ   สวนการวิเคราะหหามวลในเครื่อง electrospray MS ใชโหมด positive full scan โดยเลือก

ชวงของ mass-to-charge ratio (m/z) ระหวาง 200-1,400 หลังจากนั้นทําการเพิ่ม  signal-to-noise ratios 

ดวยการเปลี่ยนโหมดในการวิเคราะหเปน single ion monitoring mode โดยเลือก m/z 424.5 สําหรับ 

NAG2, m/z 627.5 สําหรับ NAG3, m/z 830.3 สําหรับ NAG3, m/z 1034.16 สําหรับ NAG5 สําหรับ m/z 

1236.3 สําหรับ NAG6(Suginta et al., 2009) 
 

2.5. การทํา Chitin Binding Assay 
ทําการศึกษาการจับกับสับสเตรทดวยวิธี chitin binding assay ทําปฏิกิริยา (500 μl) 

ประกอบดวย 1.0 μmol เอนไซม และ 1.0 mg ไคติน ใน  20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0 ที่เวลาตาง ๆ 

กันคือ 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, และ 30 นาที ที่  0 °C เพื่อลดอัตราการสลายของสับสเตรทโดย

เอนไซม ณ เวลาที่ตองการทําการปนแยกเอนไซมอิสระออกจากเอนไซมที่จับกับไคติน ดวยความเร็ว 12000 

g ที่ 4°C เปนเวลา 10 นาที ทําการหาความเขมขนของเอนไซมทั้งหมด (Et) และเอนไซมที่เหลืออยู (Ef) ใน

สวนใสดวยวิธี  Bradford's แลวคํานวณหาความเขมขนของเอนไซมที่จับกับไคติน (Eb) จากสมการ  Et = Ef 

+ Eb สวนการหาคา equilibrium adsorption isotherm ทําโดยบมเอนไซมไคติเนสที่ความเขมขนตาง ๆ 

ตั้งแต 0 ถึง 7.0 μM ที่อุณหภูมิ 0 °C กับ 1.0 mg ของไคตินชนิดตาง ๆ เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นทํา

การปนแยกสวนใสที่มีเอนไซมอิสระออกจากเอนไซมที่จับกับไคตินดวยความเร็ว 12,000 xg แลวนํามาวัด

คา โปรตีนดวยวิธี Bradford แลวสรางกราฟระหวาง [Eb] vs [Ef] เพื่อหาคา dissociation binding 

constants (Kd) ของเอนไซม wild-type เทียบกับเอนไซมกลายพันธุโดยฟงกชัน non-linear regression ใน 

GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) (Pantoom et al., 2008) 
 

2.6. การศึกษาทางจลนพลศาสตร 
ทําการศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมไคติเนส โดยวิธี colorimetric assay โดยใน

ปฏิกิริยา 100 μl ประกอบดวย 0–500 μM pNP-GlcNAc2 ในสารละลาย 100 mM sodium acetate 

buffer, pH 5.0 และ dH2O โดยทําการ pre-incubate ของเหลวใน microtiterplate ที่ 37 °C เปนเวลา 10 

นาที หลังจากนั้นเติมเอนไซมปริมาณ  400 ng และบมปฏิกิริยาตอไปอีก 10 นาที ที่อุณหภูมิ 37°C แลว

หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 50 μl 1 M Na2CO3 ทําการวัดหาปริมาณ pNP ที่เกิดขึ้นโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ 

A405 และสรางกราฟมาตรฐานของ pNP ในชวง 0–30 nmol ตอจากนั้นทําการคํานวณคาคงที่ทาง

จลนพลศาสตร เชนคา Km คา Vmax คา kcat จากการทดลองซ้ําสามครั้ง โดยใชฟงกชัน nonlinear 
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regression จากโปรแกรม GraphPad Prism สวนการหาคาทางจลนพลศาสตรดวยน้ําตาล chitohexaose 

และ colloidal chitin ใชวิธี DMAB assay โดยทําปฏิกิริยา 200 μl ที่มี 0-500 μM NAG6 กับ 50 μg 

เอนไซม ใน 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 ที่ 37°C เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นหยุด

ปฏิกิริยาดวยการตมที่ 100 °C เปนเวลา 3 นาที แลวนําปริมาตรทั้งหมดในปฏิกิริยามาวัดหาน้ําตาลรีดิวซ

ดวยวิธี  DMAB assay สวน colloidal chitin ใชวิธีเดียวกันกับน้ําตาล chitohexaose แตใชความเขมขน 0 

to 5.0 % (w/v) ทําการวัดผลิตผลน้ําตาลที่เกิดขึ้นจากกราฟมาตรฐานของน้ําตาล GlcNAc2 ที่ชวง 0-1.75 

μmol และหาคาทางจลนพลศาสตรตาง ๆ จาก  ฟงกชัน nonlinear regression (Pantoom et al., 2008) 
 

2.7. การทํา homology modeling 
นําลําดับของกรดอะมิโนของเอนไซมไคติเนส เอ จากเชื้อ V. carchariae (UniProtKB/TrEMBL 

accession number Q9AMP1) submit เขาไปใน Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) เพื่อ

ทํานายโครงสรางสามมิติของเอนไซมโดยใชโครงสรางเชิงซอนของเอนไซมไคติเนส เอ กลายพันธุ E315L 

จากเชื้อ S. marcescens กับ hexaNAG (PDB code: 1NH6) เปนโครงสรางตนแบบ และแสดงโครงสรางที่

ทํานายไดดวยโปรแกรม Pymol (www.pymol.org) ทําการหาตําแหนงของกรดอะมิที่บริเวณเรงโดย 

superimpose กรดอะมิโน 459 ตัวของโครงสรางที่ทํานายไดของเอนไซมไคติเนส เอ จากเชื้อ Vibrio กับ

กรดอะมิโนที่ตําแหนงเดียวกนักับเอนไซมของ Serratia แลว dock น้ําตาล hexaNAG เขากับบริเวณเรงของ

เอนไซมจาก Vibrio ดวยโปรแกรม Superpose ใน CCP4 suit package (Collaborative Computational 

Project, 1994) 
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บทที่  3 
ผลการวิจัยและขอวิจารณ 

 

3.1. การศึกษาผลของการกลายพันธุของกรดอะมิโนที่บริเวณเรง 
 งานวิจัยเริ่มตนที่ทําการออกแบบสังเคราะห mutagenic primer เพื่อทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนวง

แหวนที่บริเวณเรงของเอนไซมไคติเนส เอ ทั้งหมด Trp168 Tyr171 Trp275 Trp397 และ Trp570 จากการ

เปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของเอนไซมนี้กับไคติเนสจากแบคทีเรียอื่น ๆ และจากแบบจําลอง

โครงสรางสรางสามมิติของเอนไซมไคติเนสที่ใชโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากเชื้อ Serratia 

marcescens เปนตนแบบพบวากรดอะมิโนทั้งหมดนี้มีลักษณะ conserved และมีการจัดเรียงตัวอยูที่

สวนบนของ TIM barrel domain ดังแสดงในรูปที่ 3.1 

 

 
 

รูปที่ 3.1 แบบจําลองโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากแบคทีเรีย V. carchariae ที่แสดงตําแหนงของ

กรดอะมิโนวงแหวน Trp168 Tyr171 Trp275 Trp397 และ Trp570 ที่บริเวณดานบนของ TIM barrel 

domain (แหลงที่มา Suginta et al., BBA-General Subjects, 2007) 

 

การทดลองเปลี่ยน Trp168 Tyr171 Trp275 Trp397 และ Trp570 โดยเทคนิค site-directed 

mutagenesis ทําใหได single mutant  5 ตัวคือ W168G Y171G W275G W397Fและ W570G มี double 

mutant 1 ตัว คือ W397F/W570G) มี triple mutant 1 ตัวคือ W397F/W570G/ W275G และมี quadruple 

mutant 1 ตัวคือ W397F/W570G/W275G/Y171G กรดอะมิโนเหลานี้จัดเรียงอยูในบริเวณจับกับสับสเตรท 

6 บริเวณคือ (-4)(-3)(-2)(-1)(+1)(+2) ดังแสดงในรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.2 การจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนวงแหวนที่บริเวณเรงของไคติเนส เอ ที่เปนเปาหมายของการกลาย

พันธุ (แหลงที่มา Suginta et al., BBA-General Subjects, 2007) 

 

หลังจากการตรวจสอบความถูกตองของการเปลี่ยนชนิดของนิวคลิโอไทดดวยการทํา DNA 

sequencing ไดศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ M15 

พบวาเซลลสามารถผลิตโปรตีนออกปริมาณมาก เมื่อเหนี่ยวนําดวย IPTG ความเขมขน 0.5 mM อุณหภูมิ 

25oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง จึงทําบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA affinity chromatography และชะโปรตีนออกดวย 

250 mM imidazole พบวาไดโปรตีนไคติเนส เอ มีความบริสุทธิ์สูง (รูปที่ 3.3.A) และปริมาณของโปรตีนที่

ผลิตไดคือ  10-15 mg โปรตีนบริสุทธิ์ตอเซลล 1 ลิตร  การวิเคราะหโครงสรางระดับทุติยภูมิดวย CD 

spectroscopy พบวาลักษณะของ CD spectra ของโปรตีนกลายพันธุมีความคลายคลึงกับของโปรตีน 

wild-type (รูปที่ 3.3B) แสดงวากรดอะมิโนที่ไดทําการเปลี่ยนแปลงไมสงผลกระทบกับโครงสรางโดยรวม

ของโปรตีน 
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รูปที่ 3.3 การวิเคราะหเอนไซมไคติเนส เอ หลังทําการกลายพันธุ 

(A) SDS-PAGE ของโปรตีนกลายพันธุที่ทําบริสุทธิ์ดวยเทคนิค Ni-NTA agarose affinity 

chromatography (B) CD spectra ของโปรตีนกลายพันธุที่บริสุทธิ์ (แหลงที่มา Suginta et al., BBA-

General Subjects, 2007) 

 

การตรวจหาคา specific hydrolyzing activity ของเอนไซมกลายพันธุเทียบกับเอนไซม wild-type 

โดยดูการสลายของ pNP-[GlcNAc]2 และ colloidal chitin พบวาโปรตีนกลายพันธุทั้งหมดยกเวน W397F 

ใหคา specific activity ต่ํากวาคาของโปรตีน wild-type สวน W397F ใหคา specific activity ของการ

สลาย pNP-[GlcNAc]2 สูงเปน 142 เทาและใหคาที่ไมแตกตางกันในสลาย colloidal chitin ของคาที่ได

จาก wild-type (ตารางที่ 3.1)  
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ตารางที่ 3.1 คา specific hydrolyzing activity ของโปรตีน wild-type และโปรตีนกลายพันธุ (แหลงที่มา 

Suginta et al., BBA-General Subjects, 2007) 

 

 
 

ผลการทดลองที่ไดจากตารางที่ 3.2 ใหขอสรุปวาการเปลี่ยนกรดอะมิโนวงแหวนยกเวน W397 มีผล

ตอการสลายของสับเสตรทโมเลกุลเล็ก ๆ และไคตินโพลิเมอร จากการวิเคราะหชนิดของผลิตผลน้ําตาลที่ได

จากการสลาย colloidal chitin และไคโตโอลิโกแซคคารไรดขนาด 2-6 หนวย (NAG2-NAG6) พบวาโปรตีน

กลายพันธุ W168G, Y171G, W570G ไมสามารถสลายไคตินไดที่เวลา 18 ชั่วโมง สวนโปรตีน W275G 

และ W397F สามารถสลาย colloidal chitin ไดที่เวลาของการบมต้ังแต 2.5 นาที ถึง 18 ชั่วโมง ไดนอยลง

แตไมเปลี่ยนแปลงรูปแบบการสลายไคตินมากนักเมื่อเทียบกับ wild-type  โดยผลิตผลหลักที่ไดคือ NAG2 

และผลิตผลรองคือ NAG1 ดังแสดงในรูปที่ 3.4  
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รูปที่ 3.4 การวิเคราะหทาง TLC แสดงการสลาย colloidal chitin ดวย A) wild-type B) W275G และ C) 

W397F ชอง std คือ G1-G6 standard mix; 1-7 คือเวลาในการบม 2, 5, 10, 15, 30, 60 นาที และ 18 

ชั่วโมง และ 8 คือ substrate blank (แหลงที่มา Suginta et al., BBA-General Subjects, 2007) 

 

สวนผล TLC แสดงถึงโปรตีนทุกตัวไมสามารถสลาย NAG2 ไดเลยและ W275G เปนโปรตีนตัว

เดียวที่สลาย NAG3 ไดเปน NAG2+NAG1 และโปรตีนที่สลายน้ําตาล NAG4- NAG6 ไดดีกวา wild-type คือ 

W275G และ W397F การศึกษาผลของเวลาในการบมตอการสลายน้ําตาล G6 ของโปรตีนกลายพันธุสอง

ตัวนี้เทียบกับ wild-type พบวา W275G สลาย NAG6 ไดเปนน้ําตาล NAG2+NAG3 เปนหลัก สวนโปรตีน 

W397F สลายน้ําตาล NAG6 ใหเปนตัวกลางขนาดตาง ๆ ตั้งแต NAG1-NAG5 และที่เวลาของการบมเปน 

18 ชั่วโมงจะไดผลิตผลที่เปน NAG2+NAG1 ซึ่งลักษณะการยอยน้ําตาล NAG6 ของโปรตีนกลายพันธุทั้ง

สองตางไปจากโปรตีน wild-type อยางสิ้นเชิง (รูปที่ 3.5) โดยที่ผลิตผลหลักของการสลาย NAG6 ของ wild-

type คือน้ําตาล NAG2+NAG4  
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รูปที่ 3.5 การวิเคราะหทาง TLC ที่แสดงรูปแบบการสลาย hexaNAG ดวย A) wild-type B) W275G และ 

C) W397F ชองที่ std คือ G1-G6 standard mix; 1-7 เวลาที่ใชในการบมต้ังแต 2, 5, 10, 15, 30, 60 นาที 

และ 18 ชั่วโมง; 8 คือ substrate blank (แหลงที่มา Suginta et al., BBA-General Subjects, 2007) 

 

จากรูปที่ 2 พบวากรดอะมิโน W275 จัดเรียงตัวอยูในตําแหนง จับที่ -1 สวนกรดอะมิโน W397 จะ

อยูในบริเวณจับสุดทายคือ +2 กรดอะมิโนทั้งสองนาจะเปนตัวกําหนดการจับของน้ําตาล NAG6 ใหเขามา

อยูในตําแหนงที่เหมาะสมที่จะทําใหเกิดการยอยที่พันธะที่สองจากดานริดิวซเพื่อใหไดผลิตผลเปน 

NAG2+NAG4 การเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนทําใหกรดอะมิโน Trp275 และ Trp397 สูญเสีย

ความสามารถในการเลือกจับแบบจําเพาะทําใหผลิตผลที่แตกตางไปจากเดิมมาก 

 
3.2. การศึกษาผลของการกลายพันธุที่บริเวณจับกับไคติน 

งานวิจัยตอมาคือทําการออกแบบสังเคราะห mutagenic primer เพื่อทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ 

conserved ที่บริเวณจับกับไคติน (chitin binding domain, ChBD) ของเอนไซมไคติเนส เอ สองตัวคือ  

Ser33 และ Trp70 บริเวณดานนอกบริเวณเรงที่ติดกับ ChBD อีกสองตัวคือ Trp231 และ  Tyr245 จากการ

เปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนของเอนไซมนี้กับไคติเนสจากแบคทีเรียอื่น ๆ และจากแบบจําลอง

โครงสรางสรางสามมิติของเอนไซมไคติเนสที่ใชโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากเชื้อ S. marcescens 

เปนตนแบบพบวากรดอะมิโนทั้งหมดนี้มีลักษณะ conserved และมีการจัดเรียงตัวอยูที่ผิว (surface 

exposed) ของเอนไซม โดยที่กรดอะมิโน Trp70 จะอยูนอกสุดและ Trp231 จะอยูดานในสุดติดกับปลาย

ดานรีดิวซ (รูปที่ 3.6) 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 
รูปที่ 3.6 แบบจําลองโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากแบคทีเรีย V. carchariae ที่แสดงตําแหนงของ

กรดอะมิโน Ser33 Trp70 Trp231 และ Tyr245 ที่บริเวณดานนอกโมเลกุลของไคติเนส (แหลงที่มา 

Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 
 

การทดลองศึกษาผลของการกลายพันธุตอการจับกับสับสเตรทโดยการทํา chitin binding assay 

พบวาเอนไซมกลายพันธุ W70A จะจับกับ colloidal chitin ไดนอยที่สุด สวนเอนไซม W231A จับไคตินได

มากที่สุดโดยเอนไซมที่ศึกษาทั้งหมดมีลําดับของการจับไคตินเมื่อเทียบกับไคติเนสดั้งเดิมดังนี้คือ W231A> 

S33W >WT ≅ W231F>S33A>Y245W>W70A โดยผลของการจับแสดงไวในรูปที่ 3.7A และ 3.7B 

 

 
รูปที่ 3.7 การจับของโปรตีนกลายพันธุที่ผิวโปรตีนกับไคติน A) ผลของเวลาตอการจับ B) การจับของโปรตีน

กลายพันธุกับไคตินสองชนิดคือ colloidal chitin (closed bar) และ crystalline chitin (open bar) 

สัญลักษณคือ wild-type ( ); S33A ( ); S33W ( ); W70A ( ); W231A ( ); W231F ( ); และ 

Y245W ( ) (แหลงที่มา Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 

เมื่อศึกษาผลของการกลายพันธุตอคา hydrolytic activity ของเอนไซมตอสับสเตรทสามชนิดคือ 

pNP-[GlcNAc]2 crystalline chitin และ colloidal chitin ดังแสดงในตารางที่ 3.2 พบวาการกลายพันธุมีผล
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ตอการเปลี่ยนแปลงคา hydrolytic activity ของ pNP สับสเตรทเพียงเล็กนอย แตพบวาโปรตีนกลายพันธุ 

S33A W70A W231A และ W231F ใหคาแอคติวิตี้ตอสับสเตรทสายยาวคือ colloidal chitin และ 

crystalline chitin ลดลงอยางมาก เมื่อเทียบกับโปรตีนดั้งเดิม สวนโปรตีนกลายพันธุ S33W และ Y245W 

จะใหคาแอคติวิตี้สูงขึ้น 

 

 ตารางที่ 3.2 ผลของการกลายพันธุตอคา hydrolytic activity ของเอนไซมไคติเนส เอ (แหลงที่มา 

Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 

 

 
 

การศึกษาคาทางจลนพลศาสตรกับ chitohexamer กับ colloidal chitin พบวาโปรตีนกลายพันธุ

ทุกตัวให คา Km ตอสับสเตรทไคโตโอลิโกแซคคารไรดลดลงเล็กนอย  และไมมีผลอยางมีนัยสําคัญกับคา 

kcat และคา kcat/Km ของเอนไซม ในทางตรงขามกันโปรตีนกลายพันธุ  S33A W70A W231A และ W231F 

ใหคา kcat และคา kcat/Km ตอสับสเตรทสายยาว (colloidal chitin) นอยลงมาก โปรตีนกลายพันธุที่ใหคา 

kcat/Km นอยที่สุดคือ W70A ดังแสดงในตารางที่ 3.3  
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ตารางที่ 3.3 ผลของการกลายพันธุตอคาจลนพลศาสตรของเอนไซมไคติเนส เอ (แหลงที่มา Pantoom et 

al., BMC-Biochem, 2008) 

 

 
 

การศึกษาคา adsorption isotherms พบวา  S33W และ W231A ใหคาการจับกับ colloidal chitin 

สูงกวาโปรตีน wild-type สวน ไคติเนสกลายพันธุ  W70A, S33A, W231F และ Y245W ใหคาการจับกับไค

ตินนอยกวา เมื่อคํานวณหาคา dissociation binding constants (Kd) จากกราฟในรูปที่ 3.8 ใหคา Kd ของ 

wild-type เปน 0.95 ± 0.11 μM ซึ่งสูงกวาคา  Kd ของ  S33W (0.84 ± 0.09 μM) และของ W231F (0.88 

± 0.09 μM) เล็กนอย แตสูงกวาคาของ  W231A (0.26 ± 0.03 μM) อยางมีนัยสําคัญ ในทางตรงขามคา 

Kd ของ S33A (1.50 ± 0.11 μM) ของ W70A (2.30 ± 0.25 μM) และของ Y245W (1.60 ± 0.16 μM) มีคา

มากกวาคาของ wild-type จากคา  Kd ที่ไดสามารถสรุปความสามารถในการจับกับสับสเตรทไดเปนลําดับ

ดังนี้คือ  W231A > S33W > W231F > wild-type > S33A > Y245W > W70A ผลการทดลองที่ได

สอดคลองกับผลของ  chitin binding assay  และคาทางจลนพลศาสตรดังแสดงในรูปที่ 3.7 และตารางที่

3.3 ตามลําดับ  
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รูปที่ 3.8 Adsorption binding isotherms ของโปรตีนกลายพันธุที่ผิวโปรตีนกับ colloidal chitin (closed 

bar) สัญลักษณคือ wild-type ( ); S33A ( ); S33W ( ); W70A ( ); W231A ( ); W231F ( ); 

และ Y245W ( ) (แหลงที่มา Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 

 

3.3. การศึกษากลไกการเลือกจับของสับสเตรทบนบริเวณเรงและการ 
เลือกใชอะโนเมอรของเอนไซมไคติเนส  
 

งานวิจัยขั้นตอมาไดทําการศึกษาความเลือกจับของสับสเตรทชนิดตาง ๆ บนบริเวณ substrate 

binding subsites ของเอนไซม โดยใชเทคนิค quantitative HPLC MS จากขอเสนอของ Watanabe และ ผู

รวมวิจัย (Imai et al., 2002) ที่วาน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดสายสั้นจะเขาจับกับบริเวณจับแบบสุม 

สวนน้ําตาลไคตินสายยาวเขาสูบริเวณเรงโดยการ feed เขาจากทางดานโดเมนจับไคติน (ChBD) ดานเดียว

เทานั้น ในการทดลองนี้จึงไดเสนอกลไกการเขาจับของน้ําตาล pentaNAG และ hexaNAG ซึ่งเปนตัวแทน

ของน้ําตาลสายสั้น และไคตินสายยาว ดังแสดงในรูปที่ 3.9 
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รูปที่ 3.9 กลไกการจับของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดและไคตินที่บริเวณเรงของเอนไซมไคติเนส (A) 

pentaNAG hydrolysis; (B) hexaNAG hydrolysis; และ (C) chitin hydrolysis (แหลงที่มา Suginta et 

al.,  J Chem Biol, 2009) 

 

จากรูปจะเห็นวาน้ําตาล pentaNAG จะสามารถจับบนบริเวณจับไดสามแบบคือ 1) จับที่ subsites 

-4 ถึง +1; 2) จับที่ subsites -3 ถึง +2; และ 3) จับที่ subsites -2 ถึง +2 (รูปที่ 3.9A) ขณะที่น้ําตาล 

hexaNAG ก็สามารถจับที่บริเวณจับไดสามแบบเชนกันคือ คือ 1) จับที่ subsites -4 ถึง +2; 2) จับที่ 

subsites -3 ถึง +2; และ 3) จับที่ subsites -2 ถึง +2 (รูปที่ 3.9B) สวนไคตินสายยาวจะจับไดแบบเดียวคือ

ปลายดานรีดิวซจะเริ่มที่บริเวณ +2 สวนปลายดานนอนรีดิวซขยายมาทางดานบริเวณ -4 และดานโดเมน

จับไคตินดังรูปที่ 3.9C  

การศึกษาการยอยที่เวลาเริ่มตนที่ 0oC แลวตรวจหาปริมาณของผลิตผลที่เกิดขึ้นโดยเทคนิค 

quantitative HPLC ESI/MS พบวาไคติเนสดั้งเดิมยอยสับสเตรท pentaNAG จะถูกยอยเปนผลิตผลสอง

ชนิดคือ NAG2 และ NAG3 และยอย hexaNAG ใหเปน NAG2 NAG3 และ NAG4 ซึ่งแสดงวาการตัดพันธะ
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ไกลโคซิดิกเกิดขึ้นสองตําแหนงคือ ตําแหนงที่สองจากปลายสายและตําแหนงกลางสายน้ําตาล สวนการ

ประมาณเปอรเซ็นตของบีตาอะโนเมอรของผลิตผลน้ําตาลที่ไดไดแสดงไวในตารางที่ 3.4 

 

ตารางที่ 3.4 การประมาณผลิตผลที่เกิดขึ้นจากการสลายไคโตโอลิโกแซคคารไรดโดยวิธี quantitative 

HPLC MS analysis (แหลงที่มา Suginta et al., J Chem Biol, 2009) 

 

 
 

ผลการทดลองในตารางที่ 3.4 พบวาเปอรเซ็นตการยอย pentaNAG ดวย wild-type chitinase ได

เปน 92% βNAG2 และ 41% βNAG3 ซึ่งสอดคลองกับเปอรเซ็นตคํานวณของผลิตผล (100% βNAG2 และ 

42%  βNAG3) ที่ไดจากการยอยที่เกิดจากการจับของสับสเตรทโดยใช -2 to + 2 binding mode  สวน

เปอรเซ็นตการยอย hexaNAG ไดเปน 90% βNAG2, 67% βNAG3, และ 45% βNAG4 สอดคลองกับคา

คํานวณของผลิตผลที่ไดจากการจับของสับสเตรทโดยใชกลไกแบบผสมระหวาง -3 to +2 binding mode 

กับ -2 to +2 binding mode  คือ 100% βNAG2, 71% βNAG3, และ 48% βNAG4 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.4 

คาในวงเล็บ) 

 

สวนผลของการสลายไคตินพบวาเอนไซมไคติเนสยอยไคตินเปนน้ําตาลไคโตโอลิโกแซ็คคารไรด

สายสั้น ๆ มีขนาดตั้งแต NAG-NAG6 ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่ไดศึกษามากอนแลวแต NAG2 จัดเปน

ผลิตผลหลักของการยอย โดยที่เวลาเริ่มตนของการยอย (3 นาที) เอนไซมผลิต NAG2 ไดประมาณ 3 μM 

และที่ส้ินสุดของปฏิกิริยาจะได NAG2 ปริมาณ 13 μM สวนผลิตผลรองลงมาคือ NAG3 ที่ผลิตไดในชวงตน

คือ 2 μM และสิ้นสุดที่ 4 μM สวนผลิตผลอื่นจัดเปน intermediate ที่สรางในปริมาณนอย (นอยกวา 2 μM) 

ผลการทดลองที่ไดยืนยันวาเอนไซมไคติเนสตัดสายไคตินในลักษณะผสมคือสายน้ําตาลสั้น ๆ ตั้งแต 3 

หนวยขึ้นไปเกิดจากการจับแบบ random binding และโดยการตัดดวย endo activity สวนน้ําตาล NAG2 

เกือบทั้งหมดถูกสรางโดยกลไกแบบ feeding  โดยการตัดดวย exo activity (รูปที่ 3.10A) เมื่อคํานวณคา 
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cleavage ratio ของน้ําตาล NAG2 กับน้ําตาลผลิตผลอื่น ๆ เทียบกันระหวางเวลายอยเริ่มตนที่ 3 นาที กับ

เวลาสิ้นสุดในการทําปฏิกิริยาที่ 3 ชั่วโมงพบวาสัดสวนนี้ของ NAG2 ตอน้ําตาลชนิดตาง ๆ มีคาสูงขึ้น

ทั้งหมดกลาวคือ NAG2:NAG3 สูงขึ้น 1.9 เทา NAG2:NAG4 สูงขึ้น 9 เทา NAG2:NAG5 สูงขึ้น 5 เทา และ 

NAG2:NAG6 สูงขึ้น 6 เทา (รูปที่ 3.10B) ซึ่งอัตราสวนของ NAG ตอน้ําตาล ๆ อ่ืน ๆ ที่สูงขึ้นที่เวลาในการทํา

สลายนานขึ้นแสดงวาการตัดพันธะนาจะเกิดขึ้นโดยขบวนการ feeding และแสดงถึงการยอยสายไคติน

แบบ progressive hydrolysis 

 
 

รูปที่ 3.10 ปริมาณของผลิตผลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการยอย chitin โดยวิธี quantitative HPLC MS (A) 

Time course of chitin hydrolysis (B) Cleavage ratios (แหลงที่มา Suginta et al., J Chem Biol, 2009) 

 

การทดลองตอมาคือการศึกษาผลของการกลายพันธุตอการเลือกใชอะโนเมอรของสับเสตรท ดัง

แสดงในรูปที่ 3.11A พบวาในชวงเวลาในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 0-150 นาที พบวาอัตราการสลาย β-

anomer ของสับสเตรทไมแตกตางจากอัตราการสลาย α-anomer ทั้งนี้แสดงใหเห็นวาสับสเตรท นาจะจับ

กับบริเวณเรงของเอนไซมโดยที่ปลายดานรีดิวซที่ยื่นออกมานอก substrate binding subsites และอยูใน

สารละลายในโครงรูป � - หรือ � -anomer อยูในปริมาณสมดุล (48% β และ 52% α) ผลการทดลอง

สอดคลองกับการจับของสับสเตรท hexaNAG แบบ -3 to +2 และ +2 to +2 binding modes (รูปที่ 3.9B) 

เมื่อทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ปลายดานรีดิวซสองตัวคือ Trp275 เปน Gly และ Trp397 เปน Phe พบวา

โปรตีนกลายพันธุทั้งสองคือ W275G และ W397F มีความสามารถในการใชอะโนเมอรของสับสเตรท
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เปลี่ยนไปกลาวคือใหอัตราการสลาย β-anomer ไดดีกวา α-anomer มากเมื่อเทียบกับอัตราการสลายของ

โปรตีนดั้งเดิม (รูปที่ 3.11B,C) กรดอะมิโน Trp275 มีความสําคัญกับการจับกับน้ําตาล GlcNAc ที่ตําแหนง

ยอย (cleavage site, -1 to +1)  สวนกรดอะมิโน Trp397 มีความสําคัญตอการเลือกจับของเอนไซมกับ

น้ําตาลดานปลายรีดิวซคือ +2NAG จากการศึกษาโครงสรางของเอนไซมไคติเนส เอ กลายพันธุกับน้ําตาล 

pentaNAG และ hexaNAG (Songsiriritthigul et al., 2008) พบวาการจับกับน้ําตาลที่บริเวณเรงเกิดขึ้น

ดวยพันธะไฮโดรเจนและแรไฮโดรโฟบิกเปนหลัก การเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโน Trp275 เปนกรดอะมิโน 

Gly ทําใหมีผลกระทบตอแรงไฮโดรโฟบิกที่กระทําตอน้ําตาลที่ตําแหนง -1 และ +1 สงผลใหมีการเปลี่ยน

การเลือกจับของเอนไซมโดยมีการเลื่อนตําแหนงของสายสับเสตรทไปทางดานนอนรีดิวซไดเล็กนอย จาก

ตารางที่ 3.4 จะเห็นวาการสลายน้ําตาล hexaNAG จะใหผลิตผลที่เปน NAG2 NAG3 และ NAG4 

เหมือนเดิมแตเปอเซ็นตของ β content ที่ไดเปลี่ยนไปจากเดิมแสดงวาสายน้ําตาลมีการเขาจับที่บริเวณเรง

เปลี่ยนไป นอกจากนี้โปรตีนกลายพันธุ W275G ยังใหคาความจําเพาะตอสับสเตรท (substrate 

specificity) ทั้งสามตัวคือ pentaNAG hexaNAG และ colloidal chitin ลดลงประมาณ 5 เทา โดยมีการ

เปลี่ยนคาความชอบในการจับ (affinity of binding, Km) ตอสับสเตรท เล็กนอย แตคาคงที่ในการสลาย 

(catalytic rate, kcat) ลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับคาที่ไดจากโปรตีนดั้งเดิม (ตารางที่ 3.5) 

 
 
รูปที่ 3.11 ปริมาณของผลิตผลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการยอย chitin โดยวิธี quantitative HPLC MS (A) 

Time course of chitin hydrolysis (B) Cleavage ratios (แหลงที่มา Suginta et al., J Chem Biol, 2009) 
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สวนการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp397 เปน Phe อาจทําใหเกิดผลกระทบตอแรงไฮโดรโฟบิกที่ทํากับ

น้ําตาลดานปลายรีดิวซทําใหความสามารถในการเลือกจับลดลดเชนกันแตกรดอะมิโนนี้ไมไดอยูในตําแหนง

ยอยเหมือนกับ Trp275 ดังนั้นการเปลี่ยนกรดอะมิโนจึงไมมีผลกระทบกับอัตราการยอย ผลรวมของการ

กลายพันธุก็คือทําใหสายน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดขยับมาทางดานปลายนอนรีดิวซไดและอาจจับกับ

ตําแหนงจับแบบยืดหยุนมากขึ้นทําใหโอกาสที่พันธะไกลโคซิดิกของน้ําตาลที่ตําแหนงตางๆ จะพบกับ

ตําแหนงยอยไดมากขึ้นผลคือทําใหผลิตผลในการยอยหลากหลายสปชีสตั้งแต NAG-NAG5 ดังแสดงใน

ตารางที่ 3.4 และทําใหคาคงที่ทางจลนพลศาสตรเปลี่ยนไปดวยโดยไปเพิ่มคา kcat ของการสลายน้ําตาล 

pentaNAG และ hexaNAG เปน 8 และ 60 เทาตามลําดับ (ตารางที่ 3.5) 

  

ตารางที่ 3.5 คาจลนพลศาสตรของการสลายสับสเตรทไคโตโอลิโกแซคคารไรดและไคตินของเอนไซมไค

ติเนสดั้งเดิมและเอนไซมไคติเนสกลายพันธุ (แหลงที่มา Suginta et al., J Chem Biol, 2009) 

 

จากตารางที่ 3.11 จะเห็นวาการกลายพันธุของกรดอะมิโน Trp275 และ Trp397 ใหผลตอคา

จลนพลศาสตรของการสลายไคตินตางจากคาจลนพลศาสตรของการสลายไคโตโอลิโกแซคคารไรด

เนื่องจากกลไกการจับของสับสเตรททั้งสองไมเหมือนกัน สวนของไคตินจะเขาจับโดยปลายดานรีดิวซจะ

เคลื่อนเขาทางดานปลายของโดเมนจับไคตินโดยการจับระหวางสายของไคตินโพลีเมอรกับ surface-

exposed residues เชน Tyr31, Trp70, Trp231 และ Tyr245 และ ดังนั้นกรดอะมิโนดานปลายรีดิวซ เชน 

Trp397 และ Trp275 จะทําหนาที่ในการชวยดึงสายของน้ําตาลใหเขาสู substrate binding subsites จาก

ดานนอนรีดิวซ (-4) มายังดานรีดิวซ (+2) ดังนั้นการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนง -1, +1, +2 ทําใหลด

ความสามารถในการจับกับน้ําตาลดานปลายรีดิวซและทําใหเอนไซมมี processivity ตอสับสเตรทนอยลง 

ขอสันนิษฐานนี้สอดคลองกับผลการจลนพลศาสตรของการสลายไคตินดวยโปรตีนกลายพันธุ W275G และ 

W397F ใหคา Km เพิ่ม สวนคา kcat ลดลงอยางมาก 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

4.1. สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี้ไดทําการสรางไคติเนสกลายพันธุโดยการเปลี่ยนกรดอะมิโนวงแหวนที่บริเวณจับกับ

สับสเตรทและกรดอะมิโนที่ผิวของเอนไซมโดยทําการเปลี่ยนกรดอะมิโน Trp70 Trp168 Tyr171 Trp231 

Tyr245 Trp275 Trp397 และ Trp570 โดยเทคนิค site-directed mutagenesis การทดสอบหาคา 

specific hydrolyzing activity ของการสลาย pNP-[GlcNAc]2 และ colloidal chitin เปรียบเทียบกับ

โปรตีน wild-type พบวาโปรตีนกลายพันธุที่กรดอะมิโนวงแหวนมีความสามารถยอย pNP-glycoside และ 

colloidal chitin ไดนอยกวาโปรตีน wild-type เอนไซมกลายพันธุ W397F เปนตัวเดียวที่ใหคา specific 

activity ของการยอยสับสเตรททั้งสองตัวมากกวา wild-type  การตรวจสอบผลิตผลที่เกิดขึ้นจากการสลาย

ไคตินและไคโตโอลิโกแซคคารไรดตั้งแต 2-6 หนวย (NAG2-NAG6) พบวาไคติเนสกลายพันธุ W275G และ 

W397F ไดเปลี่ยนแปลงรูปแบบการสลายน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดไปจากรูปแบบของเอนไซม wild-

type อยางสิ้นเชิง ผลการทดลองสรุปไดวากรดอะมิโน Trp275 และ Trp397 นาจะมีความสําคัญตอการ

เลือกจับของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด สวนผลของการกลายพันธุของกรดอะมิโนที่อยูที่บริเวณผิว

โปรตีน พบวา Trp70 ซึ่งอยูที่ปลายดานเอ็นของโดเมนจับไคตินมีบทบาทสําคัญตอการจับและการสลายไค

ตินสายยาว สวนกรดอะมิโน Trp231 และ Tyr245  ซึ่งอยูใกลกับปลายมีผลตอการสลายไคตินแตไมมีผลตอ

การจับกับไคตินสายยาว และกรดอะมิโนทั้งหมดไมมีบทบาทสําคัญตอการจับและการสลายไคโตโอลิโก

แซคคารไรดสายสั้น ๆ  การศึกษาลักษณะการจับของเอนไซมกับไคโตโอลิโกแซคคารไรดเทียบกับไคตินโดย

เทคนิค quantitative HPLC MS พบวาสับเสตรท NAG5 และ NAG6 ชอบที่จะจับกับบริเวณเรงที่ตําแหนงจับ 

-2 ถึง +2  สวนไคตินสายยาวเริ่มตนจับทั้งแบบสุมและแบบ progressive แตผลิตผลน้ําตาล NAG2 ที่พบ

มากกวาน้ําตาลสายสั้นอื่น ๆ แสดงวาเอนไซมสลายไคตินสายยาวแบบ progressive จากการวิเคราะหโดย 

HPLC MS ทําใหทราบวาเอนไซม wild-type ไมมีการเลือกใชสับสเตรทสวนเอนไซมกลายพันธุ W397F 

และ W275G เลือกสลาย β สับสเตรทมากกวา α สับสเตรท 
 

4.2. ขอเสนอแนะ 
 

ไมมี 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สารละลาย และสับสเตรท 
 

1.1. LB Medium (Luria-Bacterial Medium) 
Per litre: 

   To 950 ml of deionised H2O add: 

   bacto-tryptone 10 g 

   bacto-yeast extract  5  g  

   NaCl     10 g 

Shake until the solutes have dissolved. Adjust the pH to 7.0 with 5 N NaOH (0.2 ml). 

Adjust the volume of the solution to 1 litre with deionised H2O. Sterilise by autoclaving for 20 min 

at 15lb/sq. in. on liquid cycle. 

 
1.2. Preparation of colloidal chitin 

Chitin powder from crab shells (5 g) was added slowly into 60 ml of concentrated HCl 

and left at 4 °C overnight with vigorous stirring. The mixture was added to 2 litres of ice-cold 

95% ethanol with rapid stirring and kept overnight at 25 °C. The precipitant was collected by 

centrifugation at 5000 g for 20 min at 4 °C and was washed with sterile distilled water until the 

colloidal chitin became neutral (pH 7.0). Colloidal chitin was stored at 4 °C until further 

applications. 
 

1.3. Preparation of Bradford’s solution 
The dye reagent is prepared by dissolving 0.01% Coommassie blue G-250 in a mixture 

of 85% (v/v) phosphoric acid, 95% (v/v) ethanol, and water in a ratio of 10:5:85 by vol. 

The protein concentration was determined by Micro-assay method     

1. Pipet 20 μl samples containing between 1 and 10 μg into 1.5-mL polyethylene 

microfuge tubes. For the calibration curve, pipet triplicate volumes of 0-20 μg/mL 

BSA standard solution into microfuge tubes. 

2. Add 1 mL of protein reagent to each tube and mix gently, but thoroughly. 
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3. Measure the absorbance of each sample between 2 and 60 min after 

addition of the protein reagent. 

1.4.  SDS-PAGE 
- Solutions for preparing 12% resolving SDS-polyacrylamide gel 

Solution component 
Component volume (ml) 

5 ml 10 ml 20 ml 

H2O 1.6 3.3 6.6 

30% (w/v) acrylamide mix 2.0 4.0 8.0 

1.5 M Tris (pH 8.8) 1.25 2.5 5.0 

10% SDS 0.05 0.1 0.2 

10% ammonium persulfate 

(freshly prepared) 

0.05 0.1 0.2 

TEMED 2 μl 4 μl 6 μl 

 
- Solutions for preparing 5% stacking SDS-polyacrylamide gel 

Solution component 
Component volume 

(ml) 
2 ml 5 ml 

H2O 1.4 3.4 

30% (w/v) acrylamide mix 0.33 0.83 

1.0 M Tris (pH 6.8) 0.25 0.63 

10% SDS 0.02 0.05 

10% ammonium persulfate 

(freshly prepared) 

0.02 0.05 

TEMED 2 μl 5 μl 
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- Buffers for SDS-PAGE 

SDS-gel loading buffer (3 x stock) 

  150 mM Tris.Cl (pH6.8) 

  300 mM dithiothreitol 

  6% SDS (electrophoresis grade) 

  0.3 % bromophenol blue 

  30% glycerol 

- Tris-Glycine electrophoresis buffer (5 x stock) 
  250 mM Tris.Cl (pH 8.3) 

  1.25 M glycine (electrophoresis grade) (pH 8.3) 

  0.5 % SDS 

- Staining solution with Coomassie Brilliant Blue for Protein 
Dissolve 0.25 g of Coomassie Brilliant Blue R250 in 90 ml of methnol:H2O (1:1v/v) 

and 10 ml of glacial acetic acid. Filter the solution through a Whatman No. 1 filter to 

remove any particulate matter.   

- Destaining Solution for Coommassie Stain 
  30% methanol 

  10% acetic acid 

dH2O is added to bring volume to 100 ml.  
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1.5. Preparation of competent cells 
1. Streak E. coli host cells on an LB plate+100 μg/ml Amp) 

2. Allow cells to grow at 37oC overnight 

3. Place one colony in 10 mL LB media (+antibiotic selection if necessary), grow overnight 

at 37oC 

4. Transfer 5 mL overnight DH5a culture into 500 mL LB media in 2-L flask 

5. Allow cell to grow at 37oC (250 rpm), until OD600= 0.6 (~2-3 hours) 

6. Transfer cells to 2 centrifuge bottles (250 mL), and place cells on ice for 20 mins 

7. Centrifuge cells in Sorval GSA rotor at 4oC for 10 mins at 3,000 g (2500 rpm). Cells must 
remain cold for the rest of the procedure 

8. Pour off media and resuspend cells in 30 mL of cold 0.1 M CaCl2. Transfer the 

suspended cells into 50 mL polypropylene falcon tubes, and incubate on ice for 30 mins 

9. Centrifuge cells using rotor at 4 oC for 10 mins at 3,000 g  

10. Pour supernatant and re-suspend cells (by pipetting) in 8 mL cold 0.1M CaCl2 containing 

15% glycerol. Transfer 100 μL into (1.5 mL) Eppendorff tubes placed on ice. Freeze the 

cells in liquid nitrogen. Cells stored at -80oC can be used for transformation for up to ~6 

months. 
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ภาคผนวก ข 
แผนที่พลาสมิด pQE60 expression vector 
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