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บทคัดยอ 
ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการศึกษาหนาท่ีของโดเมนจับไคตินที่ปลายเอ็นของเอ็นไซมไคติเนส เอ ของเช้ือ

แบคทีเรีย Vibrio harveyi โดยทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ขนาด 372 bp ท่ีถอดรหัสใหโดเมนจับไคติน

เรียกวา ChBDVhChiA ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 124 ตัว เขาไปในพลาสมิด pETBlue-1 ไดเปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นนํารี

คอมบิแนนทพลาสมิด pETBlue-1/ChBDVhChiA เขาสูแบคทีเรียเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21Turner 

(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดปริมาณมาก หลังจากทําบริสุทธ์ิโปรตีนดวยวิธี

ทางโครมาโตกราฟฟสองข้ันตอนคือ Ni-NTA affinity chromatography ตามดวย gel filtration chromatography 

ไดโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิประมาณ 10 mg ตอเช้ือแบคทีเรีย 1 ลิตร ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค CD  

spectroscopy และ FL spectroscopy พบวา ChBDVhChiA มีโครงสรางทุติยภูมิหลักเปน β-rich ซึ่งสอดคลองกับ

โครงสรางสามมิติที่ไดรายงานไวแลวและ ChBDVhChiA มีโครงรูปท่ีเหมาะสม การศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและ

ไคโตซานดวยเทคนิค polysaccharide binding assay พบวาเอ็นไซม VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไค

ตินไดทุกชนิดแตดวยความสามารถในการจับที่ไมเทากัน โดยเอ็นไซมทั้งโมเลกุลสามารถจับกับไคตินไดสูงกวาโดเมน

จับไคตินประมาณ 10 เทา การท่ี ChBDVhChiA จับกับไคโตซานไดนอยมากแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน N-acetamido ท่ี

ตําแหนง C2 ของวงแหวนนํ้าตาล GlcNAc มีความสําคัญอยางย่ิงตอสัมพรรคภาคการจับ การวิเคราะหคาคงที่การแตก

ตัวของการจับ (Kd) แสดงสัมพรรคภาพของการจับของ ChBDVhChiA จากมากไปนอยดังนี้ colloidal β chitin > 

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

ดวย 1H-15N  HSQC NMR spectroscopy แสดงใหเห็นวา ChBDVhChiA  ไมมีสัมพรรคภาคตอน้ําตาลสายสั้น โดย

สรุปงานวิจัยครั้งน้ีไดคนพบวา ChBDVhChiA มีหนาที่จับกับไคตินสายยาวและหมูฟงกชัน  C2-N-acetamido บนหนวย

น้ําตาล GlcNAc เปนตัวกําหนดสัมพรรคภาพในการจับของ ChBDVhChiA กับสายไคติน 
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ABSTRACT 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

binding properties using polysaccharide binding assay showed that both VhChiA and 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

and the chitin chain.  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

ไคติน (chitin) เปนชีวโพลีเมอรสายตรงประกอบดวยน้ําตาลหนวยยอย ๆ ของ N-acetyl glucosamine มา

เรยีงตอกันดวยพันธะไกลโคลซิดิกแบบ β1→4 ไคตินจัดเปนองคประกอบหลักในโครงสรางภายนอกของ

สิ่งมีชีวิตชั้นต่ําตาง ๆ ไดแก กุง ปู แมลง และองคประกอบหลักของเสนใยเชื้อราเกือบทุกชนิด ในธรรมชาติพบไค

ตินปริมาณมากที่สุดเปนอันดับที่สองรองจากเซลลูโลส โดยมีการประมาณปรมิาณของไคตินที่ถูกสรางขึ้นโดย

สิ่งมีชีวิตในโลกนี้มีมากถึง 1 หมื่นลานตันตอป (Gooday, 1994) ดังนั้นจึงไดมีความสนใจในการศึกษาวิจัยเพ่ือนํา

ไคตินไปใชใหเกิดประโยชนทั้งทางดานการแพทย การเภสัชกรรม การโภชนาการ การเกษตรกรรม การบําบัดน้ํา

เสีย และอื่น ๆ  เนื่องจากไคตินไมสามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ดังนั้นไคตินจึงจัดเปนกากของเสยีปริมาณ

มากที่ถูกปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตและแปรรูปอาหาร เชน อาหารทะเลแชแข็ง อาหารทะเลอัด

กระปอง เปนตน กากของเสียนี้ไดกอใหเกิดปญหามลภาวะกับสิ่งแวดลอมขางเคียงเปนอยางมาก ดังนั้นจึงมี

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการยอยสลายไคตินพื่อนําผลิตผลท่ีไดไปใชใหเกิดประโยชน เชน เปนแหลง

อาหารในภาคเกษตรกรรมการเลี้ยงสัตว เชน กุง ปลา หมู ในขณะนี้การยอยสลายไคตินโดยการใชเอ็นไซมเปนที่

ไดรับความสนใจเน่ืองจากมีขอดีหลายประการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทางเคมี ทั้งในแงของการประหยัดคาใชจาย 

ปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดรวดเร็วและสมบูรณและไมกอใหเกิดสารพิษตกคางหลังปฏิกิริยาการยอยสลาย ในธรรมชาติไค

ตินถูกยอยสลายดวย chitinolytic bacteria โดยแบคทีเรียกลุมนี้หลั่งเอ็นไซมไคติเนส (EC3.2.1.14) ออกมายอย

ไคตินใหเปนน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดสายสั้นๆ ซึ่งจะถูกยอยตอไปจนไดผลิตผลสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุลคู

ที่เรียกวาไคโตไบโอสหรือ (GlcNAc)2 ที่จะถูกสงเขาสูเซลลผานชองที่ผนังเซลลที่เรยีกวาไคโตพอริน ขั้นตอนตอมา

แบคทีเรยีจะสรางเอ็นไซมเอ็นอะซิทิลกลูโคซามินิเดส (EC 3.2.1.52) ใน periplasm มายอยน้ําตาลโมเลกุลคูให

เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือเอ็น-อะซิติลกลูโคซามีนหรือ (GlcNAc) ซึ่งจะถูกเปลี่ยนใหเปนกลูโคซามีนโดยปฏิกิริยา 

deacetylation โดยเอ็นไซม deacetylase น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนี้จะถูกนําเขาสูเซลลแลวถูกเปลี่ยนเปนรูป 

glucosamine-phosphate และถูกเมทาบอไลทตอไปในวิถีไกลโคไลซีสของแบคทีเรียแลวสรางเปนพลังงาน ATP 

ในกับเซลล รูปที ่1.1 แสดงวิถีการสลายไคตนิที่ตองการเอ็นไซมไคติเนสและไคโตไบเอส  
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รูปที่ 1.1 วิถีการสลายการใชไคตินโดยแบคทีเรีย (แหลงที่มา: Sylvia et al., 2005) 

 

ตามหลักเกณฑที่เสนอโดย Henrissat (Henrissat & Bairoch, 1993) ที่อาศัยความใกลเคียงของ

ลําดับของกรดอะมิโนเปนหลัก ไดจําแนกเอ็นไซมไคติเนสออกเปน 2 กลุม คอื (1) ไคติเนสแฟมิลี 18 พบใน

สิ่งมีชีวิตหลากหลายตั้งแตแบคทีเรยี ไปจนถึงพืชและสัตว เอ็นไซมในกลุมนี้โครงสรางหลักคือมีบริเวณเรง

ประกอบดวย 2 motifs มาประกอบเปนโดเมนเรงปฏิกิริยาที่เรียกวา (α/β)8-TIM barrel domain และมี

กลไกการเรงปฏิกิริยาแบบ ‘substrate-assisted’ mechanism (Papanikolau et al., 2001; Bortone, 

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

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

ติเนสในกลุมนี้คือมีบริเวณเรงเปนแบบ bilobal α+β folding motif และมีกลไกการเรงปฏิกิริยาแบบ 

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

เชื้อแบคทีเรียในทะเล (marine bacteria) แฟมิลี Vibrionaceae เปนแบคทีเรยีที่ผลิตเอ็นไซมไค

ติเนส เอ ซึ่งเปนสมาชิกของไคติเนสแฟมีลี 18 ในปริมาณมาก แบคทีเรียกลุมนี้จะผลิตและหลั่งเอ็นไซมออก

นอกเซลลเพื่อยอยสลายไคตนิที่เปนองคประกอบของเศษซากทับถมจากเปลือกกุง เปลือกปู สาหราย และได

อะตอม เปนตน แลวสรางเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เปนแหลงพลังงานหลักใหกับเซลลแบคทีเรยีเอง 
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(Yu et al. 1991; Montgomery & Kirchman, 1993; Bassler et al., 1991) ดังนั้นแบคทีเรียเหลานี้ถือวา

เปนแหลงเอ็นไซมไคนิเนสท่ีสามารถนํามาประยุกตใชในขบวนการยอยสลายทางชีวภาพของกากไคตินไดเปน

อยางดี มีงานวิจัยหลายชิ้นรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีและชีววิทยาเชิงโมเลกุลและองคประกอบ

ของยีนไคติเนสในแบคทีเรีย (Watanabe et al., 1990) และมีการศึกษาเกี่ยวกับโครงสรางสามมิติของ

เอ็นไซมไคติเนส เอ ในแบคทีเรยีชนิดตาง ๆ เชน Serratia marcescens (Perraki et al., 1994) และ 

Bacillus circulans (Watanabe et al., 2001) การรูโครงสรางสามมิติทําใหเขาใจกลไกการทํางานการของ

เอ็นไซมโดยละเอียดและเปนแนวทางในการกลายพันธุเอ็นไซมใหไดโมเลกุลใหม ๆ ที่มีคุณสมบัติที่เหมาะสม

ในการนําไปใชประโยชน เชน การพัฒนาวัคซนีปองกันโรคติดเชื้อรา (Wang et al., 1997; Lorito et al., 

1998) การพัฒนาปรับปรุงสายพันธุพืชเศรษฐกิจตาง ๆ ไดแก ขาว ขาวโพด ถั่ว ออย ใหมีคุณสมบัติในการ

ตอตานโรคราตาง ๆ และทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน การกําจัดกากของเสียไคตนิและนําผลิตผลจากการยอย

ไคตินไปใชประโยชนทางดานการแพทยและการเกษตร  

ในการศกึษากอนหนานี้ผูวิจัยคนพบเชื้อแบคทีเรียในทะเลสายพันธุ V. carchariae (ตอมาไดมีการ

จําแนกเชื้อนี้เปน V. harveyi) ทีผ่ลิตเอ็นไซมไคตเินส เอ เรียกวา VhChiA ในปริมาณมาก (Suginta et al., 

2000; Suginta, 2007) การศกึษาโครงสรางและหนาที่พบวาเอ็นไซมนี้ประกอบดวยหนวยยอยเดียวมี

น้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 63 kDa เอ็นไซม VhChiA มีลักษณะเปนเอ็นโดไคติเนสโดยสลายพันธะไกลโคซิดิกที่

ตําแหนงตาง ๆ ภายในสายไคตินโพลีเมอรใหไดผลิตผลคือไคโตโอลิโกเมอรที่มีความยาวตั้งแต 2-6 หนวย 

และผลิตผลของการยอยสุดทายคือไคโตไบโอส จากการศกึษาคุณสมบัติทางจลศาสตรของเอ็นไซมพบวามีสัม

พรรคภาพ (affinity) ตอไคโตโอลิโกแซคคารไรดสายยาวเนื่องจากบริเวณเรงของเอ็นไซมมีบริเวณจับกับ

น้ําตาล GlcNAc ไดหกหนวยยอย (Suginta et al., 2005)  สวนการศึกษาทางโครงสรางพบวาเอ็นไซม V. 

harveyi chitinase มโีครงสรางคลายไคติเนสจาก Serratia marcescens (SmChiA) (Perrakis et al., 

1994; Songsiriritthigul et al., 2008) ที่ประกอบดวย 1) โดเมนจับไคติน (ChBD) ที่ดานปลาย N-

terminus มีลักษณะเปน β-rich fold (กรดอะมิโนที่ 22-138) ตอดวย hinge ตั้งแตกรดอะมิโน 139-159 

ที่เชื่อมกับโดเมนที่ 2 คือ โดเมนเรงปฏิกิริยา (CatD) ที่มีลักษณะเปน (α/β)8 TIM barrel ที่ประกอบดวย

สายบีตา 8 สาย (B1-B8) และเกลียวอัลฟาอีก 8 สาย (A1-A8) โดเมนนี้แยกออกเปนสองสวนคือ CatI 

(กรดอะมิโนที่ 548-588) และ CatII (160-460) โดย CatI และ CatII ถูกแทรกดวยโดเมนเล็กที่ประกอบดวย 

α+β fold (กรดอะมิโนที่ 461-547) สวนบรเิวณเรงมีตําแหนงที่ conserve ที่เรยีกวา DxxDxDxE motif 

โดยมีกรดอะมิโนเรงปฏิกิริยาคือ Glu315 อยูที่ตําแหนงทายสุดของ motif นี้ โครงสรางสามมิติของ VhChiA 

แสดงในรปูที่ 1.2 
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รูปที่ 1.2 โครงสรางสามมิติของ VhChiA (Songsiriritthigul et al., 2008)  

 

การศึกษาโครงสรางเชิงซอนของ VhChiA กลายพันธุ E315M กับน้ําตาลไคโตเฮกซะโอสพบวา

น้ําตาลจับไดเต็มที่ในบรเิวณเรงโดยมีโครงสรางแบบงอ ซึ่งอธิบายวาบริเวณเรงของเอ็นไซมมีมีลักษณะเปน

รองยาวลึกและมีบริเวณจับกับน้ําตาลหกตําแหนงคือ (-4)(-3)(-2)(-1)(+1)(+2) งานวิจัยที่เกี่ยวของจาก

เอ็นไซมไคติเนส เอ ของ Serratia marcescens (SmChiA) พบวากรดอะมิโนหลายตัวที่บริเวณเรงของ

เอ็นไซมมีลักษณะ conserved และไมมีขั้ว ไดแก Typ167, Tyr170, Typ275, Phe396, Tyr418 และ 

Typ539 จากโครงสรางสามมิติของ SmChiA พบวากรดอะมิโนเหลานี้มีทําหนาที่จับกับสับสเตรท (Aronson 

et al., 2003)  สวนงานวิจัยเกี่ยวกับ VhChiA ไดทําการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่บริเวณเรงคอื Trp168 Tyr171 

Trp275 Trp397 และ Trp570 โดยเทคนิค site-directed mutagenesis ใหได 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 กรดอะมิโนเหลานี้จัดเรียงอยูในบริเวณจับกับสับสเตรททั้งสิ้น (Suginta 

et al., 2007) การทดสอบหาคา specific hydrolyzing activity ของไคติเนสกลายพันธุ พบวามีเอ็นไซม

กลายพันธุตัวเดียวคือ W397F ที่ใหคาแอคติวิตี้สูงกวาเอ็นไซมดั้งเดิมสวนเอ็นไซมกลายพันธุอื่นมีคาแอคติวิตี้

ลดลงอยางมาก การวิเคราะหหาน้ําตาลผลิตผลที่สรางขึ้นโดยวิธี TLC พบวาเมื่อกรดอะมิโนที่ตําแหนงรีดวิซ 

Trp275 ถูกเปลี่ยนเปน  Gly และ Trp397 เปลี่ยนเปน Phe ทําใหรูปแบบการสลายน้ําตาลสายสั้นเปลี่ยนไป

อยางสิ้นเชิงแสดงวากรดอะมิโนทั้งสองมีความสําคัญตอการเลือกจับของน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด 

ไดมีการตั้งสมมติฐานวาในรายงานวิจัยอื่น ๆ วาโดเมนจับไคติน (chitin binding domain, ChBD) 

ของไคติเนสมีความสําคัญตอการนําไคตนิสายยาวเขาสูบริเวณเรง ดังนั้นโดเมนนี้นาจะมีกรดอะมโินที่ผิวที่ทํา
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หนาที่จับกับสายไคตนิได (Hult et al., 2005; Imai et al., 2002; Sonsiriritthigul et al., 2008) งานวิจัย

ตอมาของผูวิจัยไดวิเคราะหโครวสรางสามมิติของเอ็นไซม VhChiA เทียบกับเอ็นไซม SmChiA และBcChiA1 

พบวามีกรดอะมิโนที่ conserved ที่ผิวของโดเมน ChBD คือ  Ser33 Trp70 Trp231 และ  Tyr245 โดยที่

กรดอะมิโน Trp70 จะอยูนอกสุดและ Trp231 จะอยูดานในสุดของโดเมนติดกับปลายดานรีดิวซ (รูปที่ 1.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.3 แบบจําลองโครงสรางสามมิติของไคติเนส เอ จากแบคทีเรีย V. harveyi ที่แสดงตําแหนงของ

กรดอะมิโน Ser33 Trp70 Trp231 และ Tyr245 ที่บริเวณดานนอกโมเลกุลของไคติเนส (แหลงที่มา 

Pantoom et al., BMC-Biochem, 2008) 

การทดลองศึกษาผลของการกลายพันธุตอการจับกับสับสเตรทโดยวิธี polysaccharide binding 

assay พบวาเอ็นไซมกลายพันธุ W70A จับกับ colloidal chitin ไดนอยที่สุด สวนเอ็นไซม W231A จับไค

ตินไดมากที่สุดโดยเอ็นไซมที่ศึกษาทั้งหมดมีลําดับของการจับไคตินเมื่อเทียบกับไคติเนสดั้งเดมิดังนี้คือ

W231A>S33W >WT≅ W231F>S33A>Y245W>W70A ผลการทดลองการดังกลาวไดขอสรุปวา Trp70 

ซึ่งอยูที่ปลายดานเอ็นของโดเมนจับไคตินมบีทบาทสําคัญตอการจับกับไคตนิสายยาว สวนกรดอะมิโน 

Trp231 และ Tyr245  ซึ่งอยูใกลกับโดเมนเรงปฏิกิริยาชวยในการสลายแตไมมีผลตอการจับกับไคตินสาย

ยาว  

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือทําการโคลน ทําการแสดงออกและทําบริสุทธิ์ของโดเมนจับไคตินรูปธรรมชาติของแฟมิลี-18 ไค

ติเนสของ V. harveyi ในระบบ E. coli 

2. เพ่ือศกึษาหนาที่ในการจับไคตินของโดเมนจับไคตินรูปธรรมชาติ 

3. เพ่ือศกึษาโครงสรางของโดเมนจับไคตนิรูปธรรมชาติโดยวิธี CD/FL spectroscopy 
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1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีขอบเขตเร่ิมตนดวยการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่สรางโดเมนจับไคตนิจากเอ็นไซมไคติเนส ของ

แบคทีเรยี V. harveyi ดวยเทคนิค PCR เขาสู expression vector ชนดิตาง ๆ เชน pET series หรือ pQE 

series แลงทาํการแสดงออกของโดเมนจับไคตินใน E. coli สายพันธุที่เหมาะสม หลังจากทําการตรวจสอบ

ความถูกตองของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดแลว การทดลองในขั้นตอนตอมาคือการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

แสดงออกของยีนเพื่อผลิตรีคอมบิแนนโปรตีนในปริมาณมาก ๆ หลังจากนั้นเปนขั้นตอนของการทําบริสุทธ์ิ

โดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟ ในขั้นตอนสุดทายคือการศึกษาคุณสมบัติทางจลนพลศาสตรของการจับกับไค

ตินและไคโตโอลิโกแซคคารไรดโดยเทคนิค polysaccharide binding assay และการหาโครงสรางทุติยภูมิ

ของโดเมนจับไคตนิโดยวิธี CD/FL spectroscopy 

1.4.ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1. เปนองคความรูใหมในการวิจัยเนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมผีูใดดําเนินงาน 

มากอน ผลงานวิจัยสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติและเผยแพรในรูป 

โปสเตอรหรือการบรรยายในที่ประชุมระดับชาติได 

2. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาเคมี มหาวิทยาลัย 

เทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีท่ีจะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง

ระดับสูงที่มีการถายทอดนอยมากในสถาบันการศึกษาอื่น ๆ ในประเทศไทย 

3. องคความรูที่ไดเปนการคนควาวิจัยสอดคลองกับแนวทางการพัฒนากระบวนการ 

สลายไคตินโดยวิธีทางชีวภาพ ซึ่งมุงเปาไปยังกระบวนการผลิตที่มีใหคุณคาทางการคาสูง 

หนวยงานที่จะนาํผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. หนวยงานภาครัฐที่ทํางานเกี่ยวของกับการเกษตร เชน กรมพัฒนาสงเสริมการเกษตร 

2. หนวยงานภาคอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับการกําจัดมลภาวะที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดลอม 

3. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

2.1. การโคลนยีน 

ทําการโคลนชิ้นสวนของยีนที่ผลิตโดเมนจับไคตินของเอ็นไซมไคติเนส เอ โดยวิ ธี  PCR 

amplification โดยใชยีน ChiA ที่แยกออกมาไดจากเชื้อ V. harveyi ที่ไดทําการศึกษามากอนหนานี้แลว

เปนดีเอ็นเอตนแบบ (Pantoom et al., 2009) ยีนท่ีโคลนประกอบดวยกรดอะมิโน histidine หกตัวตาม

ดวยกรดอะมิโน Ala22-His138 เรียกชิ้นสวนของยีนที่โคลนวา ChBDVhChiA สวน โอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชเปน

ไพรเมอรในการทํา PCR มีลําดับดังนี้ 5’-ATGCACCATCACCATCACCATGCTCCAACCGCACCAAGTAT 

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

CCGTCTGTATCTG-3’ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนที่จะถูกสังเคราะหเปน hexahistidine tag หลังจาก

นั้นนํา PCR product มาเชื่อมโดยตรงเขากับพลาสมิด pETBlue-1 expression vector สรางเปนรีคอม

บิแนนทพลาสมิดที่เรียกวา pETBlue-1/ChBDVhChiA แลวนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน E. 

coli สายพันธุ DH5α ตอจากนั้นทําการตรวจสอบวายีนที่โคลนเขาไปถูกตองหรือไมโดยวิธี colony PCR 

โดยใชไพรเมอรคูเดิม ตอจากนั้นทําการสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดออกมาแลวสงหาลําดับนิวคลีโอไทด

ของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดโดยวิธี  automated DNA sequencing (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA) 

อีกครั้งหนึ่ง 

2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบริสุทธิ์โปรตีน   

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ผานการทดสอบวามีชิ้นของยีน ChBD ที่ถูกตองมา transform เขาไป

ใน E. coli สายพันธุ BL21 Turner (DE3)pLacI แลวเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ประกอบดวย LB และ 

100 μg.mL-1 ของ ampicillin (LB/Amp) เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่ 37oC วันตอมาทําการเลือกโคโลนีเดี่ยวที่

สมบูรณมาเลี้ยงตอในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 10  mL เปนเวลา 16 ชั่วโมงที่ 37oC หลังจากนั้นทํา

การถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 4x500 mL โดยใชอัตราสวน 1:100 (เชื้อ:อาหารเลี้ยงเชื้อ) 

เลี้ยงเชื้อที่ 37 oC จนได OD600 ประมาณ 0.6-1.0 ทําการเหนี่ยวนําเซลลใหสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนดวย

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

ปนเก็บเซลลดวยความเร็ว 6,500 rpm เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 oC ทําการละลายเซลลดวย 30 mL ของ

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

(PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme) ตอจากนั้นทําการสลายเซลลที่ 0-4 oC ดวยเทคนิค ultrasonication 

(หัว probe ขนาด 1.5 cm; 50% duty cycle; คาความแรงของแอมปริจูด 30%; เวลา 30 s; 10 ครั้ง) แลว

ปนแยกเอาเศษเซลลออกดวยความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 40 นาที นําสวนใสที่ไดหลังการปน
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มาผานการทําบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโตรกราฟฟแบบจับจําเพาะโดยใช Ni-NTA agarose resin เปนตัวจับ 

หลังจากนั้นลางคอลัมนดวย 10 mM imidazole ตามดวย 20 mM imidazole แลวทําการชะเอาโปรตีนที่

จับอยูกับ Ni2+ ดวย 250 mM imidazole นํา fraction ที่มีรีคอมบิแนนทโปรตีนมารวมกันแลวทําบริสุทธ์ิ

ดวยวิธีโครมาโตกราฟฟแบบเลือกขนาดโดยการผานตัวอยางโปรตีนลงในคอลัมน  HiPrep 16/60 

Sephacryl S-100 HR column ที่ตอกับเครื่อง AKTAPrime FPLC purifier system (GE Healthcare, 

Munich, Germany) หลังจากนั้นนํา fraction ที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของโปรตีนดวยวิธี SDS-

PAGE แลวจึงทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีน ChBDVhChiA ขนาด 14 kDa เขาดวยกันแลวนํามาผาน 

membrane filtration (Mr 10 000 cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) เพื่อทําใหโปรตีน

เขมขนขึ้น  ทําการวัดหาความเขมขนของโปรตีนดวยการวัดการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 

nm (A280) แลวนําโปรตีนมาศึกษาหรือเก็บที่ -80°C ใน 15% (w/v) กลีเซอรอล จนกวาจะนํามาใชงาน

ตอไป 

2.3. การศึกษาโครงสรางทุติยภูมิโดยวิธี Circular dichroism (CD) spectroscopy 

ทาํการหา CD spectra ของโปรตีนที่ผลิตไดจากเคร่ือง Jasco J-720 spectrometer ที่อุณหภูมิ 

25°C ใช quartz cuvette ปริมาตร 700 µL มี path length เทากับ 1 mm ทําการ scan หา CD 

spectrum ที่ชวงความยาวคลื่น 200-260 nm ความเขมขนของ ChBDVhChiA ที่ใช 10 μM  ทําการ 

normalize CD spectra ของโปรตีนตัวอยางดวย CD spectreum ของ 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 แลว

แปลงขอมูลดิบที่ไดใหเปนคา mean residue molar ellipticity (MRE) โดยใชสมการขางลาง 

[θ] = m◦/([protein]M · l · n) 

โดยที่ [θ] คือ MRE ในหนวย deg· cm2/dmol คา n คือจํานวนของกรดอะมิโนในสายโพลีเพป

ไทด คา m° คือคา ellipticity ที่วัดได คา M  คือน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน และคา l คือคาระยะทางที่แสง

ผานในหนวย centimeters จากชิ้นสวนของยีนที่โคลนไดจะสรางสายโพลีเพปไทดของโดเมน ChBDVhChiA ที่

มีจํานวนกรดอะมิโนทั้งหมด 124 ตัว 

2.4. การศึกษาการเปลี่ยนโครงรูปของโปรตีนโดยวิธี Fluorescence (FL) spectrophotometry 

ทําการศึกษาโครงรูปของโปรตีน ChBDVhChiA โดยวิธี fluorescence spectroscopy ดวยเคร่ือง 

LS-55 fluorescence spectrometer (Perkin-Elmer, Bangkok, Thailand) โดยใสสารละลายโปรตีน

ปริมาตร 500 µL ที่ประกอบดวย 14 µg ของ ChBDVhChiA ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM Tris-HCl 

pH 8.0 ลงใน quartz cuvette วัดหาการเปลี่ยนแปลงคา intrinsic tryptophan fluorescence intensity 

โดยตั้งคา excitation wavelength เปน 295 nm และคา emission wavelength ใหอยูในชวง 300-500 

nm คาความกวางของ emission slit เทากับ 5 nm และตั้งคาอุณหภูมิในการวัดเทากับ 25oC หลังจากนั้น

นําสเปคตรัมของ native protein มาเปรียบเทียบกับสเปคตรัมของโปรตีนที่ทําใหเสียสภาพโดยการตมที่ 
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100 oC เปนเวลา 10 นาทีหรือการเติม 8 M urea ทําการหักลางคา fluorescence intensity ของโปรตีน

ทั้งชุดขอมูลดวยคาของบัพเฟอรแลววิเคราะหผลการทดลอง 

2.5. การทํา polysaccharide binding assay 

ทําการทดลองศึกษาความสามารถในการจับของโดเมน ChBDVhChiA กับไคตินชนิดตาง ๆ ไดแก 

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

chitosan โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกับเอ็นไซม VhChiA ดั้งเดิม ในปฏิกิริยาปริมาตร 500 μL 

ประกอบดวย 10% (w/v) chitin และ 5 µg VhChiA หรือ 50 µg ChBDVhChiA ในสารละลายบัพเฟอร 100 

mM sodium acetate, pH 5.0 ทําการบมปฏิกิริยาที่ 0°C ในกระติกน้ําแข็งพรอมกับการเขยาที่ 700 rpm 

เมื่อเวลาผานไปที่ 0, 2.5, 5, 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที ทําการปนเก็บตะกอนที่ประกอบดวยเอ็นไซมที่

จับกับไคติน (chitin-bound enzyme หรือ Eb) โดยใชความเร็วในการปนที่ 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4° 

และเวลา 10 นาที และสวนใสเปนสวนของเอ็นไซมที่ไมจับกับไคติน (free enzyme หรือ Ef) ทําการหา

ความเขมเขนของเอ็นไซมในสวน Ef ดวยวิธีของ Bradford (1976)  สวนการทดลองหาคา binding 

isotherm ทําการทดลองเหมือนขางบนแตใชความเขมเขนของโปรตนีในปฏิกิริยาตางกันตั้งแต 0-5 μM 

2.6. การศึกษาผลของ pH ตอปฏิกิริยาการจับกับไคตินสายยาว 

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

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

สารละลายใหอยูในชวง 3-8 ทําการบมปฏิกิริยาบนน้ําแข็ง และเขยาใหเขากันดวยความแรง 700 rpm เปน

เวลา 1h หลังจากนั้นปนตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 rpm นําสวนใสมาวัดหาปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู

ในแตละคา pH ที่ทดสอบ 
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บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 

3.1. การวิเคราะหโครงสรางของเอ็นไซม 

ในขั้นตอนแรกทําการวิเคราะหองคประกอบของสายโพลีเพปไทดที่สรางจากยีน ChiA ในจีโนมของ

เชื้อแบคทีเรียในทะเล Vibrio haveyi พบวาโปรตีนมีจํานวนกรดอะมิโนทั้งสิ้น 158 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 

62.7 kDa (Suginta et al., 2004) ภายในสายโพลีเพปไทดประกอบดวย 5 สวนคือ 1) signal sequence 

อยูดานปลายเอ็น (กรดอะมิโนที่ 1-21); 2) โดเมนจับไคติน ChBD (กรดอะมิโนที่ 22-138); 3) สวนของ hint 

(กรดอะมิโนที่ 139-158); 4) โดเมนเรงปฏิกิริยา CatD (กรดอะมิโนที่ 159-588); และ 5) โดเมนขนาดเล็ก

หรือ α+β small insertion domain ที่แทรกระหวางกลางโดเมนเรงปฏิกิริยา (กรดอะมิโนที่ 461-547) 

ดังแสดงในรูปที่ 3.1A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1. การวิเคราะหโครงสรางของเอ็นไซม VhChiA 

(A) โครงสรางของยีน ChiA ประกอบดวยสวนท่ีถอดระหัสเปน signal peptide (SP) โดเมนจับไคติน 

(ChBD) โดเมนเรงปฏิกิริยา (CatD) และโดเมนแทรก α+β insertion 

(B) แผนภาพแสดงการเคลื่อนตัวของเอ็นไซม VhChiA บนแผนไคตินและการนําไคตินสายเดี่ยวเขาสูบริเวณ

เรงของเอ็นไซม 
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สวนรูปที่ 3.1B แสดงโครงสรางสามมิติแบบผิว (surface representation) ของเอ็นไซม VhChiA จาก

รูปแสดงสมมติฐานการจับของเอ็นไซมกับสายไคติน โดยไคตินสายเดี่ยวแตกออกมาแผนไคตินโดยเอ็นไซม 

lytic polysaccharide monooxygenase ทําการสลายพันธะไฮโดรเจนที่ยึดสายไคตินแตละสายเอาไว ซึ่ง

โมเลกุลของเอ็นไซม VhChiA จะใชสวนของโดเมนจับไคตินเขาจับกับไคตินสายยาวที่ตําแหนงตาง ๆ โดย

ปลายของสายไคตนิจะถูกสงจากดานโดเมน ChBDVhChiA เขาสูบริเวณเรงที่อยูในโดเมน CatDVhChiA  แลวเกิด

การยอยสลายใหไดผลิตผลหลักคือไคโตไบโอส (GlcNAc)2 

3.2. การออกแบบไพรเมอรและการโคลนยีน  

หลังจากวิเคราะหโครงสรางแลว ขั้นตอนตอมาทําการออกแบบไพรเมอรแลวสังเคราะหชิ้นสวนของ

ยีน ChBD ขนาด 327 bp โดยเทคนิค PCR ชิ้นสวนของยีนนี้สรางโดเมน ChBDVhChiA ที่มี hexahistidine 

tag ตดิอยูท่ีดานปลายเอ็น รวมจํานวนกรดอะมิโนในสายโพลีเพปไทดทั้งหมดมี 124 ตัว แลวนําชิ้นสวนของ

ยีนที่ไดโคลนเขาสู pETBlue-1 expression vector ดังแสดงในรูปที่ 3.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 แผนภาพแสดงการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD เขาไปใน pETBlue-1 expression vector 
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เมื่อทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD เขาไปใน pETBlue-1 expression vector แลวทําการนํา 

construct ที่สรางขึ้นใหมที่เรียกวา pETBlue-1/ChBD เขาไปในเซลแบคทีเรียเจาบาน E. coli BL21 

Turner (DE3)pLacI รูปที่ 3.3 แสดง PCR product ขนาด 0.37 kbp ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดยวิธี PCR 

amplification (รูปที่ 3.3 ชองที่ 1) หลังจากทําการโคลนยีนแลวทํา colony PCR เพื่อตรวจสอบหายีนที่ได

อีกครั้งได ผลการทํา colony PCR ให PCR product (รูปที่ 3.3 ชองที่ 2) ขนาดเทากับชิ้นสวนของยีนกอน

ทําการโคลน ผลการทดลองแสดงไดทําการโคลนยีนที่ตองการเขาไปและสราง pETBlue-1/ChBD ไดสําเร็จ 

 
รูปที่ 3.3 Agarose gel electrophoresis แสดง PCR product ของ ChBDVhChiA ขนาด 0.37 kbp ชองที่ 

(1) แสดง PCR product ที่ไดกอนทําการโคลนยีน และชองที่ (2) แสดง PCR product ที่ไดจากการทํา 

PCR colony หลังการโคลนยีน  

 

3.3. การศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนและการทําบริสุทธิ์โปรตีน 

เม่ือทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ที่สรางโดเมนจับไคตินที่มีกรดอะมิโนทั้งสายจํานวน 124 ตัว

พรอมกับมีสวนของ hexahistidine (His6) ติดอยูท่ีปลายดานเอ็น (N-terminus) แลวศึกษาการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนทโปรตีนในเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ BL21Turner(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli 

สามารถสรางรีคอมบิแนนทโปรตีนไดออกมาปริมาณมาก เมื่อทําการสลายเซลลแลวนําสวน crude extract 

มาผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์โดย Ni-NTA affinity chromatography ตามดวยการทําบริสุทธ์ิคร้ังที่สองดวย 

gel filtration chromatography พบวาโปรตีนที่ผานการทําบริสุทธิ์สองขั้นตอนมีความบริสุทธ์ิมากกวา 

95% โดยสามารถผลิตโปรตีนได 10 mg ตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร รูปที่ 3.4A แสดงการวิเคราะหโปรตีน 

ChBDVhChiA โดยวิธี SDS-PAGE หลังการทําบริสุทธ์ิโปรตีนดวยการผาน Ni-NTA agarose affinity column 

โดยวิธี gravity flow สวนรูปที่ 3.4B แสดง chromatographic profile ของโปรตีน ChBDVhChiA ที่ชะออก

มากจากคอลัมน HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR ที่ตอกับ AKTAPrime FPLC purifier system 
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การวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวาโปรตีนเคลื่อนที่ไปบน SDS-PAGE gel มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 14 

kDa ซึ่งใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคาํนวณจากลําดับของกรดอะมิโนคือ 13.5 KDa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 การทําบริสุทธิ์โดเมนจับไคติน ChBDVhChiA 

A. SDS-PAGE แสดงความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่ผาน Ni-NTA column และถูกชะดวย 250 mM imidazole 

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

B. การทําบริสุทธิ์โดเมนจับไคตินดวยวิธี gel filtration chromatography สวนรูปภาพเล็กแสดง SDS-PAGE 

ของ peak ที่ดูดกลืนแสงที่ A280 (ชองที่ 1-11 คือ fraction ที่ 17-27)  

3.4. การศึกษาโครงสรางทุติยภูมิและสถานภาพการมวนพับของโปรตีน 

หลงัจากทําบริสุทธิโปรตีนแลวทําการตรวจสอบหาโครงสรางทุติยภูมิของโดเมนจับไคตินดวยเทคนิค 

CD spectroscopy  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3.5 

 

 
รูปที่ 3.5 สเปคตรัมของ ChBDVhChiA ที่วิเคราะหดวย circular dichroism (CD) spectroscopy 
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ผลการทดลองแสดง CD spectrum ของโดเมนจับไคตินบริสุทธิ์โดยแสดงคา negative ellipticity ที่ความ

ยาวคลื่น 210-220 nm ซึ่งบงบอกวา ChBDVhChiA ประกอบดวยสายบีตา (β-strand) เปนหลักเมื่อเทียบกับ CD 

spectrum ของโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนมาตรฐาน (http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm) ซึ่ง

ผลการทดสอบมีความสอดคลองกับโครงสรางสามมิติที่ไดทําการศึกษามากอนหนานี้ (Songsiriritthigul et al., 2008) 

วาโดเมนจับไคตินของเอ็นไซม VhChiA ประกอบดวย β-rich fold เมื่อทําการวิเคราะหโครงสรางดวยวิ ธี 

fluorescence  (FL) spectroscopy (รูปที่ 3.6) โดยตรวจหาคา intrinsic fluorescence intensity ที่ปลอยออกมา

ในชวง emission wavelength ที่ 300-500 nm ทําการเปรียบเทียบ fluorescence spectrum ของโดเมนจับไค

ตินใน 3 สภาวะคอื สภาวะไมเสียสภาพ สภาวะเสียสภาพดวย 8M urea และสภาวะเสียสภาพดวยความรอน 100oC  

 
รูปที่ 3.6 การวิเคราะหโครงสรางทุติยภูมิดวยวิธี FL spectroscopy  

ผลการทดลองแสดง ChBDVhChiA ในสภาพ native ใหคา fluorescence intensity สูงที่สุดที่ความ

ยาวคลื่นที่ 340 nm แตเมื่อทําใหเสียสภาพดวย 8M urea และใหความรอน พบวาคา fluorescence 

intensity สูงขึ้นทั้งนี้เกิดจากโครงสรางเสียสภาพมีกรดอะมิโน Trp ที่เคยฝงตัวดานในโครงสรางสามารถ 

expose ได นอกจากการเพิ่ม intensity แลวยังพบวาโครงสรางเสียสภาพของโปรตีมีการเปลี่ยนแปลงคา 

maximum emission wavelength ไปอยูที่ 345 nm อีกดวย ผลการทดลองแสดงถึงความแตกตางของ

โครงสราง native กับโครงสรางเสียสภาพ ผลการทดลองที่ไดจาก CD และ FL ไดขอสรุปวารีคอมบิแนนท 

ChBDVhChiA ทีผ่ลิตโดย E. coli มีโครงสรางที่ถูกตองกับรูปธรรมชาติ 

3.5.  การศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและผลของ pH 

การทดลองตอมาคือการศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและไคโตซานของ ChBDVhChiA โดยหลักการ

ของ polysaccharide binding assay คือถาโปรตีนจับกับไคตินจะไดคอมเพล็กซที่ตกตะกอนลงมาหลังจาก

การปนเหวี่ยง สวนโปรตีนที่ไมจับกับไคตินจะลองลอยอยูในสวนใส ผูวิจัยไดทําการทดลองเปรียบเทียบ

คุณสมบัติการจับของเอ็นไซม VhChiA กับของ ChBDVhChiA ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปท่ี 3.7  
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รูปที่ 3.7 การจับกับไคตินและไคโตซานของ VhChiA และ ChBDVhChiA 

 

ผลการทดลองในรูปขางบนแสดงใหเห็นวาทั้ง VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไคตินชนิด

ตาง ๆ ได แต VhChiA แสดง %binding กับไคตินทุกชนิดสูงกวา ChBDVhChiA ประมาณ 10 เทา เมื่อ

เปรียบเทียบความสามารถในการจับกับไคตินชนิดตาง ๆ พบวา โปรตีนทั้งสองรูปสามารถจับกับไคตินไดแต

ใหผลการจับดีกับ colloidal form มากกวา crystalline form ทั้งนี้เปนเพราะโครงสราง crystalline มี

ลักษณะ compact มากเมื่อเทียบกับโครงสราง colloidal ที่เปนโครงสรางหลวม ๆ เนื่องจากพันธะ

ไฮโดรเจนที่ยึดวงแหวนน้ําตาล GlcNAc ที่ตําแหนงตาง ๆ ในสายโพลีแซคคารไรดใหอยูในรูปเกลียวหรือแผน

บีตาถูกทําใหแตกออกดวยกรด HCl นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีนทั้งสองชนิดจับกับไคตินที่มีโครงสรางแบบ β 

ไดดีกวาโครงสรางแบบ α ทั้งนี้โครงสรางของ α-chitin มีลักษณะแนนมากกวาโครงสรางของ β-chitin ผล

การทดลองที่แตกตางกันคือ VhChiA สามารถจับกับไคโตซานไดดวย %binding ประมาณ 35% แตโดเมน 

ChBDVhChiA จับกับไคโตซานไดนอยมากดวย %binding ประมาณ 2% การที่ %binidng ลดลงอยางมากเมื่อ

เปลี่ยนชนิดของโพลีแซคคารไรดจากไคตินเปนไคโตซานแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน C2-NHC=OCH3 มี

ความสําคัญอยางมากตอสัมพรรคภาพในการจับของโดเมนจับไคติน เมื่อศึกษาผลของ pH ตอความสามารถ

ในการจับพบวาชวง pH ท่ีใหคาการจับของทั้ง VhChiA และ ChBDVhChiA กับ colloidal β-chitin อยูที่ pH 

4-5 ถาคา pH มากขึ้นหรือนอยกวาชวง pH น้ีจะทําให %binidng ลดลง ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปที่ 

3.8 จากรูปแสดงใหเห็นวา %binidng ของ VhChiA สูงกวาของ ChBDVhChiA ในทกุคาของ pH ที่ทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

 
รูปที่ 3.8 กราฟแสดงผลของ pH ตอความสามารถในการจับของ VhChiA และ ChBDVhChiA กับ colloidal β-chitin 

 

3.6. การหาคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Equilibrium dissociation constant, Kd) 

การทดลองตอมาทําการหาคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Equilibrium dissociation constant, 

Kd) โดยวิธี Langmuir Binding Isotherm ในเบื้องตนทําการหา %binding ที่เวลาตาง ๆ ผลการทดลองใน

รูปที่ 3.8A แสดงปฏิกิริยาการจับไคตินเกิดขึ้น (สังเกตจากกราฟแสดง % free protein ลดลง) อยางรวดเร็ว

ในชวง 15 นาทีแรก และอัตราการจับคอย ๆ ลดลงและเขาสูสภาวะสมดุลภายใน 30-60 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.9 รูปแสดงการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินชนิดตาง ๆ และไคโตซาน  

(A)  ผลของการจับที่เวลาตาง ๆ 

(B) กราฟ equilibrium binding isortherm ของการจับ 

 

จากรูปที่ 3.9A การลดลงของ free protein แสดงถึงการจับของ ChBDVhChiA กับไคตนิโพลีเมอร การทดลอง

พบวาการจับเกิดขึ้นกับไคตินทุกชนิด สวนการทดสอบกับไคโตซานไมเห็นการลดลงอยางมีนัยในชวงเวลาที่ศึกษา 

การทดลองสวนที่สองทําปฏิกิริยาการจับระหวางไคตินชนิดตาง ๆ กับ ChBDVhChiA ที่ความเขมขนตาง ๆ  ที่เวลา 

15 นาที อุณหภูมิ 0°C แลวคํานวณหาคาความเขมขนของโปรตีน-ลิแกนด คอมเพล็กซจากสมการ [total 

protein] = [free protein] + [bound protein] กราฟความสัมพันธระหวาง [bound protein] และ [free 
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protein] แสดงในรูปที่ 3.9B จากรูปจะเห็นวากราฟมีลักษณะ hyperbolic ซึ่งแสดงการจับแบบจําเพาะและมี

ความอิ่มตัวที่ความเขมขนของโปรตีนสูง ๆ เมื่อ fit graph โดยใช non-linear one-site binding algorithm 

สามารถหาคาสูงสุดของการจับหรือ binding capacity (Bmax) และคาคงที่การแตกตัวของการจับหรือ 

equilibrium dissociation constant (Kd) ดังท่ีสรุปไวในตารางที่ 3.1   

 

ตารางที่ 3.1 คาจลนพลศาสตรของการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินและไคโตซาน 

Chitin substrates Bmax (µM) Kd (µM) 

Crystalline α-chitin  1.2 ± 0.2 4.6 ± 2.2 

Crystalline β-chitin 1.5 ± 0.5 4.0 ± 2.4 

Colloidal α-chitin  1.3  ± 0.2 2.2 ± 0.9 

Colloidal β-chitin 1.7 ± 0.1 1.8 ± 0.3 

Chitosan 1.0 ± 0.2 16.0 ± 2.4 

 
 

จากตารางจะเห็นวา Bmax ของ ChBDVhChiA มีคาสูงสุดกับ colloidal β chitin ตามดวย colloidal 

α chitin crystalline β chitin และ α chitin ตามลําดับ สวนไคโตซานใหคา Bmax ต่ําที่สุด เมื่อพิจารณา

คา Kd จะพบวามีคาจากนอยไปมากดังนี้ colloidal β chitin < colloidal α chitin <  crystalline β 

chitin < crystalline α chitin << chitosan ผลการทดลองแสดงสัมพรรคภาคในการจับกับไคตินของ

โดเมน ChBDVhChiA จากมากไปนอยตามลําดับ โดยโปรตีนแสดงสัมพรรคภาคสูงสุดกับ crystalline β chitin 

และสัมพรรคภาคต่ําสุดกับ chitosan ผลการวิเคราะหสัมพรรคภาพการจับโดยพิจารณาคา Kd มีความ

สอดคลองกับคา %binding จากการทดลองที่ไดจาก polysaccharide binding assay 

3.7. การศึกษาการจับกับน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรดดวยเทคนิค 1H-15N-NMR spectroscopy 

ผลการทดลองที่ไดจาก polysaccharide binding assay และ Langmuir binding isotherm 

แสดงความจําเพาะในการจับของ ChBDVhChiA กับไคตินสายยาว เพื่อเปนการทดสอบความสามารถในการจับ

ของ ChBDVhChiA กับน้ําตาลสายสั้น ผูวิจัยไดใชเทคนิค 1H-15N HSQC NMR spectroscopy ในการตรวจหา

คาการเปลี่ยนตําแหนงของสัญญาณ (chemical shift) เทียบกันระหวางสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA  

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

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

เตรยีมโปรตีนในสารละลายบัพเฟอร 10 mM PBS, pH 7.0 และ 5% D2O 

 

จากรูปแสดงสัญญาณที่ไดจากสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA/GlcNAc)5 ซอนทับกับสัญญาณที่

ไดจากสเปคตรัมของ 1H-15N ChBDVhChiA เกือบสนิทโดยไมมีการกระจายตัวหรือใหสัญญาณที่แตกตางออกไป 

แสดงวาไมมีการจับกันของโดเมนจับไคตินกับน้ําตาลสายสั้น ผลการทดลองที่ไดใหขอสรุปวา ChBDVhChiA มี

ความจําเพาะตอไคตินสายยาวเพียงอยางเดยีวแตไมมคีวามจําเพาะตอน้ําตาลโอลิโกแซคคารไรด ซึ่ง

สอดคลองกับขอเสนอกอนหนาโดย Watanabe et  al (1990) และ Songsiriritthigul et al (2008) วา

โดเมนจับไคตินของเอ็นไซมไคตเินสทําหนาที่สงไคตนิโพลีเมอรใหกับโดเมนเรงปฏิกิริยาผานกลไกที่เรียกวา 

‘Slide and Bend’ และไมจับกับน้ําตาลไคโตโอลิโกแซคคารไรด (Pantoom et al, 2008) 
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บทที่ 4 

บทสรุป 

4.1. สรุปผลการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยทําการศึกษาหนาที่ของโดเมนจับไคตินที่ปลายเอ็นของเอ็นไซมไคติเนส เอ ของเชื้อ

แบคทีเรีย Vibrio harveyi โดยทําการโคลนชิ้นสวนของยีน ChBD ขนาด 372 bp ที่ถอดรหัสใหโดเมนจับไคติน

เรยีกวา ChBDVhChiA ที่มีจํานวนกรดอะมิโน 124 ตัว เขาไปในพลาสมิด pETBlue-1 ไดเปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นนํารี

คอมบิแนนทพลาสมิด pETBlue-1/ChBDVhChiA เขาสูแบคทีเรียเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21Turner 

(DE3)pLacI พบวาเซลล E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดปริมาณมาก หลังจากทําบริสุทธิ์โปรตีนดวยวิธี

ทางโครมาโตกราฟฟสองขั้นตอนคือ Ni-NTA affinity chromatography ตามดวย gel filtration chromatography 

ไดโปรตีนที่บริสุทธ์ิประมาณ 10 mg ตอเชื้อแบคทีเรีย 1 ลิตร ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค CD  

spectroscopy และ FL spectroscopy พบวา ChBDVhChiA มีโครงสรางทุติยภูมิหลักเปน β-rich ซึ่งสอดคลองกับ

โครงสรางสามมิติที่ศกึษาไวและ ChBDVhChiA มีโครงรูปที่เหมาะสม  

ผลการศึกษาคุณสมบัติการจับกับไคตินและไคโตซานดวยเทคนิค polysaccharide binding assay พบวา

เอ็นไซม VhChiA และ ChBDVhChiA สามารถจับกับไคตินไดทุกชนิดแตดวยความสามารถในการจับที่ไมเทากัน โดย

เอ็นไซมทั้งโมเลกุลสามารถจับกับไคตินไดสูงกวาโดเมนจับไคตินประมาณ 10 เทา การที่ ChBDVhChiA จับกับไคโตซาน

ไดนอยมากแสดงใหเห็นวาหมูฟงกชัน N-acetamido (NHC=OCH3) ที่ตําแหนง C2 ของวงแหวนน้ําตาล GlcNAc มี

ความสําคัญอยางยิ่งตอสัมพรรคภาคการจับ การวิเคราะหคาคงที่การแตกตัวของการจับ (Kd) แสดงสัมพรรคภาพของ

การจับของ ChBDVhChiA จากมากไปนอยดังนี้ colloidal β chitin > colloidal α chitin >  crystalline β chitin 

> crystalline α chitin >> chitosan และผลการวิเคราะหดวย 1H-15N  HSQC NMR spectroscopy แสดงให

เห็นวา ChBDVhChiA  ไมมีสัมพรรคภาคตอน้ําตาลสายสั้น โดยสรุปงานวิจัยคร้ังนี้ไดคนพบวา ChBDVhChiA มีหนาที่จับกับ

ไคตินสายยาวและหมูฟงกชัน  C2-N-acetamido บนหนวยน้ําตาล GlcNAc ทําหนาที่กําหนดสัมพรรคภาพในการจับ

ของ ChBDVhChiA กับไคตนิ 
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