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ช่องจาํเพาะต่อนํ้ าตาล, ไคโตพอริน, ไอโซเทอร์มอล ไตเตรชนั ไมโครคาลอริเมทรี, การวิเคราะห์

ช่องโปรตีนเด่ียว 

 

ไคตินเป็นไบโอโพลีเมอร์ท่ีประกอบดว้ยนํ้ าตาล GlcNAc มาเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ บีตา-

1,4-ไกลโคซิดิกและเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหลือเฟือสําหรับจุลินทรียใ์นทะเล

วิทยานิพนธ์น้ี ประกอบดว้ยสามส่วน ซ่ึงส่วนแรกจะอธิบายเก่ียวกบัคุณลกัษณะของไคโตพอรินท่ี

ค้นพบใหม่ (เรียกว่า EcChiP) ท่ีช่วยในการนําเข้าของนํ้ าตาลไคตินโอลิโกแซคคาร์ไรด์โดย

แบคทีเรียไม่ใช้ไคติน E. coli โดยได้ทําการจําแนกยีน chip ทําการโคลนและการศึกษาการ

แสดงออกของยีนในเซลล์เจ้าบา้น E. coli BL21 (Omp8) Rosetta การศึกษาช่องเด่ียวโดยเทคนิค 

black lipid membrane  (BLM) reconstitution พบว่า EcChiP สร้างช่องโมโนเมอร์เสถียรท่ีมีค่าสภาพ

การนาํไฟฟ้าเฉล่ียเท่ากบั 0.55±0.01 nS และมีความชอบต่อประจุบวก เม่ือหาค่าคงท่ีการจบั (K) ของ

ช่องเด่ียวดว้ยวิธีทางคณิตศาสตร์สามวิธีพบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 0.4-1.0×105 M-1 การหาค่าเทอร์โม

ไดนามิกส์โดยวิธีไอโซเทอร์มอล ไตเตรชนั ไมโครคาลอริเมทรี (ITC) พบว่าอนัตรกริยาระหว่าง

นํ้ าตาลไคโตเฮกซะโอสกับช่อง  EcChiP เป็นกระบวนการแบบเอนโดเทอร์มิก นอกจากน้ี การ

ทดลองผลของอุณหภูมิพบว่าการขนส่งนํ้ าตาลผ่านช่อง EcChiP เป็นการแพระแบบฟาซิลิเทต และ

การศึกษาผลของ pH แสดงให้เห็นว่าหมู่อะซิทะมิโดท่ีตําแหน่ง C2 ของไคโตเฮกซะโอสมี

ความสาํคญัต่อสมัพรรคภาคของการจบัของช่องต่อไคโตโอลิโกแซคคาร์ไรด ์การศึกษาโดยใชช่้อง 

EcChiP เป็นตน้แบบให้องค์ความรู้ใหม่ว่ายีน chip ของแบคทีเรียกลุ่มท่ีไม่ใช้ไคตินสามารถถูก

กระตุน้ใหแ้สดงออกและสร้างไคโตพอรินท่ีทาํงานได ้ในงานส่วนท่ีสองทาํการศึกษาไคโตพอริน

เหมือน OccD จากเช้ือแบคทีเรียใชไ้คตินคือ Serratia marcescens (เรียกว่า SmChiP) การวิเคราะห์

มวลโมเลกุลของ SmChiP โดยวิธี Electrospray MS ให้ค่าเป็น  49,085 Da ซ่ึงสอดคล้องกับค่า

นํ้ าหนักโมเลกุลทางทฤษฎี การหาค่าทางเทอร์โมไดนามิกส์พบว่านํ้ าตาลไคโตเฮกซะโอสจบักบั

ช่องดว้ยกระบวนการท่ีขบัคล่ืนดว้ยเอนโทรปี การทดลองดา้น BLM พบว่า SmChiP สร้างช่องเด่ียว

โมโนเมอร์ท่ีเสถียรท่ีมีสภาพการนาํไฟฟ้าเฉล่ียเท่ากบั 0.54±0.01 nS ใน 1M KCl โดย SmChiP ก็มี
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Chitin, a biopolymer of β-1,4-glycosidic linked GlcNAc residues, is an 

abundant source of carbon and nitrogen for marine microorganisms. This thesis is 

divided into three parts. The first part describes the characterization of a novel 

chitoporin (so-called EcChiP) which helps to uptake chitin oligosaccharides in non-

chitinolytic E. coli. The chip gene was identified, cloned and functionally expressed in 

the Omp-deficient E. coli BL21 (Omp8) Rosetta host. Single channel study by black 

lipid membrane (BLM) reconstitution demonstrated that EcChiP could readily form a 

stable monomeric channel, with an average conductance of 0.55±0.01 nS, and showing 

a slight preference for cations. The binding constant (K) of a single channel binding 

chitohexaose (the sugar with greatest affinity) was estimated by three mathematical 

methods and values of 0.4-1.0×105 M-1 were consistently obtained. Thermodynamic 

assessment by isothermal titration microcalorimetry (ITC) suggested that chitohexaose-

EcChiP channel interactions are driven by an endothermic process. Moreover, 

temperature dependence experiments reveal that chitosugar translocation through 

EcChiP was achieved by facilitated diffusion. The importance of the acetamido group 

at C2 of the chitooligosacharide chain for the binding affinity of EcChiP and its 
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