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  เอนเทอโรไคเนสเปนเอ็นไซมจําพวกซีรีนโปรติเอสซึ่งจะตัดพนัธะเปปไทดทางดานปลาย
คารบอกซี่ของตําแหนงตัดจําเพาะ (Asp4Lys) และเนื่องจากเอ็นไซมเอนเทอโรไคเนสสามารถ
ทํางานไดในสภาวะที่หลากหลาย จึงทําใหเอนเทอโรไคเนสมีความเหมาะสมอยางยิ่งในการนํามาใช
ตัดฟวชันโปรตีนที่ตําแหนงจําเพาะ ในงานวิจยันี้ ผูวิจยัไดทําการโคลนและผลิตเอ็นไซมเอนเทอโร
ไคเนสสายสั้นในระบบรีคอมบิแนนท (rEKL) จากลําไสวัว  
       
             จากการเพิ่มจํานวนดีเอนเอของยนีเอนเทอโรไคเนสสายสั้น (EKL) จากลําไสวัวและควาย
ในประเทศไทยโดยเทคนิค RT-PCR และ nested PCR พบวา ผลิตภัณฑดีเอนเอที่เพิ่มจํานวนไดมี
ขนาด 708 เบส และทํานายลําดับกรดอะมิโนได 235 กรดอะมโิน ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน 
EKL จากควายที่ไดจากงานวิจัยนี้มีความใกลเคียงกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน EKL จากวัวทีม่ี
การรายงานจากงานวจิัยที่ผานมา และพบวากรดอะมิโนของยนี EKL จากววัในประเทศไทยมีความ
แตกตางเพียง 1 ตําแหนงเทานั้น  ในขั้นตอนการชักนํายนี EKL จากววัที่ไดนี้ใหเกิดการแสดงออก
และทําเอ็นไซมใหบริสุทธิพบวา rEKL ที่ผลิตในระบบโปรคาริโอตไมสามารถทํางานได แต rEKL 
ที่ไดจากการผลิตในระบบยคูาริโอตโดยใช Pichia pastoris สายพันธุ Y11430 สามารถทํางานได
และสามารถตรวจพบกจิกรรมของเอ็นไซมนี้ในอาหารที่ไดจากการเลี้ยง Pichia ในถังหมักในชวง
ที่มีการชักนําใหเกิดการแสดงออกของเอ็นไซมนี้ในระบบรีคอมบิแนนทดวยเมธานอล ในระหวาง
กระบวนการเหนี่ยวนําใหเกดิการแสดงออกนั้นพบวา การผลิตเอ็นไซมที่อุณหภูมิต่ํานั้นไมสามารถ
ปรับปรุงคุณภาพของเอ็นไซมที่ผลิตใหมีคุณภาพทีด่ีขึ้น แตสามารถเพิ่มผลผลิตของโปรตีนในระบบ
รีคอมบิแนนทได หลังจากสิ้นสุดกระบวนการทําเอน็ไซมใหบริสุทธิโดยเทคนิคการแลกเปลี่ยน
ประจุพบวา ความเขมขนของ rEKL บริสุทธิที่ไดคือ 433 มิลลิกรัมตอลิตรจากการเหนี่ยวนําใหเกดิ
การแสดงออกของ rEKL ที่อุณหภูมิต่ํา สําหรับการทดสอบคุณสมบัติตาง ๆ ของ rEKL ที่บริสุทธิ
พบวา rEKL ที่ไดจากงานวจิัยนี้มีกจิกรรมเอ็นไซมลดลงอยางชัดเจนเมื่ออยูในสภาวะที่มีคา pH ต่ํา 
สําหรับความสามารถในการตัดฟวชันโปรตีนที่มีตําแหนงตัดของเอ็นไซม EK (Asp4Lys) พบวา 
เพียง 0.09 ไมโครกรัม ของ rEKL ที่บริสุทธิซ่ึงไดจากงานวิจยันี้สามารถตัด 6 ไมโครกรัม สับเสรต
ที่เปนฟวชันโปรตีนของ rice BGlu1-thioredoxin ไดมากกวา 95 % เมื่อบมที่ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 21 ช่ัวโมง ซ่ึงผลิตภัณฑที่ไดจากการตัดฟวชันโปรตีนดวย rEKL ที่ไดจากงานวิจยันี้และ 
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rEKL ที่ผลิตขายตามทองตลาดนั้นมีรูปแบบของแถบโปรตีนที่ปรากฏบนเจล SDS-PAGE 
คลายคลึงกัน 
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            Enterokinase is a serine protease which catalyzes the hydrolysis of peptide 

bonds at the C-terminal end of the specific cleavage site (Asp)4Lys.  It retains full 

activity in various reaction conditions, which makes it suitable for site-specific 

cleavage of fusion proteins. In this research, cloning and production of recombinant 

bovine enterokinase light chain (rEKL) were achieved.  
    
 
            Thai bovine and buffalo EKL gene amplification by RT-PCR and nested PCR 

produced 708 bp PCR products, which encoded 235 predicted amino acids. Only one 

amino acid mutation was found in the Thai bovine EKL. The obtained protein 

sequence of Thai buffalo EKL in this research was closely related to that previously 

reported for bovine EKL. In the step of bovine rEKL expression and purification, rEKL 

active could be obtained from eukaryotic expression system using Pichia pastoris 

Y11430, but not in the prokaryotic system. The enzymatic activity was detected in the 

recombinant Pichia fermentor culture supernatant during the methanol production 

phase. Low temperature production did not improve the quality of rEKL, but did 

increase the yield of recombinant protein. After ion exchange purification, 433 mg/L 

of purified rEKL was obtained from fermentation under the low induction temperature 

condition. The properties of the obtained purified rEKL were also observed. The 

enzymatic activity of rEKL was reduced significantly at low pH. The ability of rEKL to 

cleave a specific (Asp)4Lys site of rice BGlu1-thioredoxin fusion proteins showed that 
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more than 95% of 6 µg fusion protein was cleaved by 0.09 µg of the purified rEKL in 

21 h at 30oC. The products of cleavage of the fusion protein with commercial rEKL 

and rEKL from this research showed similar patterns on SDS-PAGE.      
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