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ในปัจจุบนั เอน็เทอโรไคเนสไดก้ลายเป็นเคร่ืองมือท่ีส าคญัส าหรับการตดัฟิวชัน่รีคอม

บิแนนทโ์ปรตีนในหลอดทดลองเน่ืองจากมีความจ าเพาะเจาะจงสูงต่อต าแหน่งตดัจ าเพาะ ((Asp)4–
Lys) และ มีความคงทนต่อสภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ีหลากหลาย ในการทดลองน้ี  ไดท้  าการผลิต
เอน็ไซมรี์คอมบิแนนทเ์อน็เทอร์โรไคเนสสายสั้น (rEKL) โดยเช้ือ Pichia pastoris Y11430 จากการ
ทดลองกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะอยา่งง่าย พบวา่สามารถประสบความส าเร็จในการเล้ียงเซลลใ์ห้
ไดค้วามเขม้ขน้สูง โดยมีการควบคุมอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ี ท่ีแตกต่างกนัดั งน้ีคือ 0.006, 0.0075, 
และ 0.0105 ต่อชัว่โมง ซ่ึงค่าเหล่าน้ีไดถู้กเลือกน ามาใชก้ารใหอ้าหารท่ีมีเมธานอลเป็นส่วนประกอบ 
(อาหาร MF) แบบเอก็โปเนนเชียลในช่วงของการผลิตดว้ยเมธานอล  ท่ีอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ี 
0.0075 ต่อชัว่โมง พบวา่ความหนาแน่นของเซลลสู์งสุด 128 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้โดยรวมของ
โปรตีน 343.19 มิลลิกรัมต่อลิตร และ กิจกรรมของเอน็ไซมอ์ยูท่ี่ 38,125 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัค่าอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ี 0.0105 ต่อชัว่โมง พบวา่เกิดการ
ยบัย ั้งอยา่งรุนแรงต่อการเจริญของเซลลแ์ละมีการผลิตผลิตภณัฑท่ี์ต ่า เน่ืองจากการใชอ้ตัราการป้อน
เมธานอลท่ีสูงเกิดไป ส าหรับการป้อนท่ีอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ี 0.006 ต่อชัว่โมง พบวา่ความ
เขม้ขน้ของเซลลมี์ค่าต ่าสุด เน่ืองจากอตัราการป้อนท่ีต ่า ท่ีสุดนัน่เอง ถึงแมว้า่อตัราการเจริญจ าเพาะ
คงท่ีท่ี 0.006 ต่อชัว่โมง จะไม่ท าใหก้ารสะสมของรีคอมบิแนนทเ์อน็เทอร์โรไคเนส สูงสุด แต่ท าให้
การแสดงออกจ าเพาะของเอน็ไซมมี์ค่าสูงสุดท่ี 389,326 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน เม่ือเปรียบเทียบ
กบั 122,975 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ท่ีอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ี 0.0075 ต่อชัว่โมง หลงัจากผา่น
ชัว่โมงท่ี 117 ของเวลาชกัน าใหเ้กิดการแสดงออกของเอน็ไซม ์นอกจากน้ี การเพิ่มข้ึนของเวลาชกั
น าจนถึงชัว่โมงท่ี 117 ส าหรับค่าอตัราการเจริญจ าเพาะคงท่ีของทั้ง 0.006 และ 0.0075  ต่อชัว่โมง 
ส่งผลใหมี้การเพิ่มข้ึนของความหนาแน่นของเซลล ์ความเขม้ขน้โดยรวมของโปรตีน การสะสมของ
เอน็ไซม ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่การแสดงออกจ าเพาะของเอน็ไซม ์รีคอมบิแนนทเ์อน็เทอร์โรไคเนสสาย
สั้น ซ่ึงเป็นค่าท่ีสูงกวา่รายงานการวจิยัก่อนหนา้ เป็นอยา่งมาก 

ไดมี้การท าบริสุทธ์ิเอน็ไซมรี์คอมบิแนนทเ์อน็เทอร์โรไคเนสสายสั้น โดยใชเ้ทคนิคโครมา
โตกร๊าฟฟ่ีแบบแลกเปล่ียนประจุลบ (SP-FF คอลมัน์) ซ่ึงผลการทดลองพบวา่ ได้ ปริมาณของ
เอน็ไซมรี์คอมบิแนนทเ์อน็เทอร์โรไคเนสสายสั้นบริสุทธ์ิจ านวน 3,542 ไมโครกรัม จากของเหลวใส 
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330 มิลลิลิตรท่ีไดจ้ากอตัราการเจริญจ าเพาะท่ี 0.0075 ต่อชัว่โมง นอกจากน้ี รีคอมบิแนนทฟิ์วชนั
โปรตีน Os1BGlu4-Trx จากขา้วไดถู้กตดัจนเกือบสมบูรณ์โดยใชเ้อน็ไซมท่ี์ผา่นการท าบริสุทธ์ิน้ี 
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Recently, enterokinase has become a useful tool for an in vitro digestion of 

recombinant fusion protein because of its high specificity for the recognition 

sequences (Asp)4–Lys, and its tolerance to a wide range of reaction conditions. In this 

work, a high activity recombinant enterokinase light chain (rEKL) was produced by 

Pichia pastoris Y11430. With a simple fed-batch technique, high cell density 

cultivation was successfully achieved. Different constant specific growth rates (µset) 

0.006, 0.0075, and 0.0105 hr
-1

 were chosen to pre-determine the exponential feeding 

strategy of methanol feed medium (MF medium) during the methanol production 

phase. At µset 0.0075 hr
1
, the highest cell density, total protein concentration, and 

accumulation of the rEKL were obtained at approximately 128 g.L
-1

, 343.19 mg.L
-1

 

and 38125 U.mL
-1

, respectively. In comparison, the µset 0.0105 hr
-1

 resulted in severe 

inhibition of cell growth and low product formation due to excessive feeding rate. The 

feeding rate at µset 0.006 hr
-1 

resulted in the lowest cell concentration clearly due to 

the lowest feeding rate. The highest rEKL accumulation could not be obtained at µset 

0.006 hr
-1

; however, the highest specific activity reached the maximum value of 

389,326 U.mg
-1 

proteins, compared to 122,975 U.mg
-1

proteins at the µset 0.0075 hr
1
        

. 
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after 117 hr of the induction time. In addition, an increase of the induction time to 117 

hr for both µset 0.006 and 0.0075 hr
-1

 resulted in the higher cell density, total protein 

concentration, rEKL accumulation, and specially specific activity of rEKL which was 

much higher than all previously reported articles.  

Finally, purification of the recombinant EKL was performed using a simple 

procedure based on the cation exchange chromatography (SP_FF column). The 

experimental result showed that 3,542 µg pure and active rEKL was obtained from 

330 ml culture broth supernatant in the process at µset 0.0075 hr
-1

and that the 

recombinant fusion protein, rice Os1BGlu-Trx, was completely cleaved by using this 

purified rEKL. 
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