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 Genes encoding dioxygenase for acenaphthylene degradation from a 
transposon Tn5-induced Rhizobium sp. mutant strain D2, which is incapable of 
acenaphthylene degradation, were identified by Southern hybridization technique using 
transposon Tn5 fragment as DNA probe.  DNA fragment with positive signal was 
isolated and cloned. The nucleotide sequence adjacent to transposon was sequenced. 
Comparison of amino acid sequence deduced from 523 bp nucleotide sequence with 
those in GenBank revealed 69% amino acid sequence homology to α subunit of 
dioxygenase from Xanthobacter polyaromaticivorans strain 127W. DNA-probe was 
generated from the DNA fragment adjacent to transposon by PCR. The 5.9 kb BamHI-
EcoRI positive fragment was cloned into pBluescript KS(+/-) and designated as pDE. 
The 5.9 kb nucleotide sequence revealed 5 Open Reading Frames (ORFs) in the same 
transcriptional orientation as following;  ORF1 (acnAc) showed 76% homology to           
α subunit of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; ORF2 (acnAd) showed 60% 
homology to β subunit of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; ORF3 (acnAb) 
showed 71% homology to ferredoxin of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; 
ORF4 (acnB) showed 67% homology to dihydrodiol dehydrogenase from  Xanthobacter 
sp. 127W; ORF5 (acnF), an incomplete ORF, showed 65% homology to aldehyde 
dehydrogenase from Burkholderia sp. RP007. This study is the first report of genes, 
acnAbAcAd, encoding dioxygenase for acenaphthylene degradation in Rhizobium sp. 
CU-A1. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

อะซีแนพธิลีนเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) ที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบ
ดวยวงเบนซีน 2 วง  และวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม   อะซีแนพธิลีนเปนสาร
ประกอบที่พบไดในน้ํามันดิบ  ผลิตภัณฑจากน้ํามันปโตรเลียม  ถานหิน  น้ํามันดําจากถานหิน 
(coal tar)  ครีโอโสท (creosote)  (Wilson และ Jones, 1993)    อะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ชนิดอื่นๆ ปนเปอนเขาสูส่ิงแวดลอมเกิดจากผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม 
น้ํามนั ถานหิน  การเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลที่ไมสมบูรณ   (Volkering และคณะ, 1992)    
สาร PAHs กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอมนุษยเนื่องจากมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) 
และสารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) (Keith และ Telliard, 1979)   และพบวาอะซีแนพธิ
ลีนมีความเปนพิษ (toxicity) ตอสัตวน้ําจืดและน้ําเค็มในการทําใหเกิดพิษเฉียบพลัน   สวนความ
เปนพิษในมนุษยยังไมมีขอมูลเพียงพอ   แตอาจทําใหเกิดอาจทําใหเกิดการระคายเคืองตอผิวหนัง
และระบบหายใจ (Lederer, 1985)   นอกจากนี้สารอนพุันธบางตัวของอะซีแนพธิลีนสามารถกอ
ใหเกิดมะเร็งและการกลายพันธุได (LaVoie และ Rice, 1988)  โดยสามารถแบงประเภทของสาร 
PAHs  ตามลักษณะของการทําใหเกิดพิษได 2 ประเภท คือ  พวกที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบ
ดวยวงเบนซีนตั้งแต 1-3 วง  ทําใหเกิดพิษแบบเฉียบพลัน  (acutely toxic)  และพวกที่มีโครงสราง
ประกอบดวยวงเบนซีนมากกวา 3 วง  จะทําใหเกิดพิษตอพันธุกรรม (genotoxic)  (Juhasz และ 
Naidu, 2000)    องคการอนามัยโลกจึงกําหนดใหอะซีแนพธิลีนและ PAHs  ทั้งหมด 16 ชนิด  เปน
สารพิษที่ควรใหความสําคัญอันดับตนๆ  ในอันที่จะปองกันการปนเปอนของสารดังกลาวในสิ่งแวด
ลอม (WHO, 1983, อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) 
 การบําบัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมปจจุบันมักจะใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ 
(bioremediation) แทนวิธีการดั้งเดิม เชน การเผาที่อุณหภูมิสูง  การฝงกลบ เนื่องจากปลอดภัยตอ
ส่ิงแวดลอม  คาใชจายต่ํา  (Lee และ Cutright,1996)    มีรายงานการนําจุลินทรียหลายชนิดทั้ง
สายพันธุเดี่ยวหรือกลุมประชากรจุลินทรียที่สามารถใชสาร PAHs เปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในการเจริญเติบโตซึ่งทําใหความเปนพิษของ PAHs หมดไปเนื่องจากการยอยสลายอยางสมบูรณ 
(mineralization) หรือการลดพิษลงบางสวนเนื่องจากการเปลี่ยน PAHs ใหเปนสารอื่น 
(transformation) (Gibson และ Subramanian, 1984; Cerniglia, 1992)  



 2

 งานวิจัยที่ผานมามีรายงานวิถีการยอยสลายสาร PAHs ชนิดตางๆ เชน วิถีการยอยสลาย
แนพธาลีนโดย Pseudomonas putida สายพันธุ G7 (Yen และ Serdar, 1988)   วิถีการยอย
สลายฟแนนทรีนโดย Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997)  วิถี
การยอยสลายแอนทราซีนโดย Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ, 1995)  วิถี
การยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 (Khan และคณะ, 2001) เปนตน  
ซึ่งวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas putida สายพันธุ G7 และ Pseudomonas 
putida สายพันธุ NCIB 9816-4 (Ensley และคณะ, 1982;  Ensley และ Gibson, 1983; Yen 
และ Serdar, 1988) เปนวิถีการยอยสลาย PAH ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษาคอนขางสมบูรณรวมทั้งมี
การศึกษาถึงยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและยีนที่เกี่ยวของมากที่สุด  ในขณะที่ยังไมมีรายงาน
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสมบูรณ รวมทั้งยังไมมีการศึกษาถึงยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส
ที่เกี่ยวของการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในจุลินทรีย 

ศรัลยา แพงไตร (2543) ไดคัดแยก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จากแหลงดินที่   
ปนเปอนน้ํามันเครื่องในเขตกรุงเทพมหานคร สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน และยังสามารถยอยสลายฟแนนทรีน  ฟลูออรีน  และอะซีแนพธีนรวม
กับอะซีแนพธิลีน   ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดติดตามยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเทคนิคไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม pDI1 ที่
จําเพาะตอยีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas putida สายพันธุ OUS82 (Kiyohara และคณะ, 
1994) กับจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในสภาวะความเขมงวดต่ํา (low 
stringency) พบวาไมเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซ เพื่อศึกษายีนที่ประมวลรหัสเอนไซมตางๆ 
ในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) จึงไดทําการกลายพันธุ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวย ทรานสโปซอน Tn5 จนไดสายพันธุกลายตางๆที่มีความ  
บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายในการนําสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่เกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 และมีความบกพรองในการยอยสลาย  
อะซีแนพธิลีนมาศึกษาหายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  
ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปนตัวติดตาม จากนั้นทําการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดังกลาว  ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนในการทํานายวิถีการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียดวยวิธีการทางพันธุศาสตรตอไปในอนาคต 
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วัตถุประสงค 
 เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดและศึกษาลักษณะยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1  เพื่อประโยชนในการทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพันธุ
แบคทีเรียตอไปในอนาคต 



บทที่  2 
 

วารสารปริทัศน 
 

2.1 กระบวนการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวของ 
 
 การยอยสลาย  PAHs โดยจุลินทรียในสภาวะที่มีอากาศโดยทั่วไปแบงไดเปน 2 วิถีคือ   
วิถีแรกซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นในแบคทีเรียเริ่มจากการนําออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกได
เปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล ซึ่งเรงปฏิกิริยาโดยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส (multicomponent 
dioxygenase) ซึ่งประกอบดวย reductase ferredoxin และ terminal oxidase  จากนั้นเรง
ปฏิกิริยาตอโดย ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ไดเปนสารอนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล แลว
สับสเตรทที่คลายกับคะทีคอลก็จะถูกตัดดวยไดออกซิจีเนสผานทางการแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ 
(intradiol pathway) ที่เกิดขึ้นระหวางอะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิล 2 อะตอมอยูติดกันได
เปน กรด ซิส, ซิส-มิวโคนิก หรืออีกวิถีหนึ่งผานทางการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (extradiol 
pathway) ที่เกิดขึ้นระหวางอะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิลกับอะตอมคารบอนที่อยูถัดมา    
ในวิถีที่สองจุลินทรียบางชนิดจะใชโมโนออกซิจีเนสเติมออกซิเจน 1 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกได
เปนแอรีนอีพอกไซด  จากนั้นเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุล  โดยกิจกรรมของ      
อีพอกไซดไฮโดรเลส  ไดผลิตภัณฑเปน ทรานส-ไดไฮโดรไดออล หรืออีกวิถีหนึ่งมีการจัดเรียง   
โครงสรางใหมไดเปนสารอนุพันธุประเภทฟนอล (Cerniglia, 1992) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 
รูปที่ 2.1  วิถีการยอยสลายสาร PAHs ทั่วไปโดยแบคทีเรีย (Cerniglia, 1992) 
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2.1.1 วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 

 
 แนพธาลีนเปนสาร PAH ที่มีโครงสรางงาย กลาวคือประกอบดวยวงเบนซีน 2 วงมา
ประกอบกัน จึงมีการใชแนพธาลีนเปนตนแบบในการศึกษาวิถีการยอยสลายรวมทั้งยีนที่เกี่ยวของ
ในวิถีการยอยสลายสาร PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนชนิดอื่น  ดังนั้นรายงานที่ผานมาสวนใหญจะ
เนนที่การศึกษาแงมุมตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนเปนหลัก  จากรายงานแรกของ 
Davies และ Evans (1964) ที่กลาวถึงการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas sp. และ  
รายงานของ Yen และ Serdar (1982) ที่รายงานวา Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีความ
สามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  จึงทําใหมีศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนรวมทั้งยีนที่ 
เกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายโดย Pseudomonas putida เพื่อเปนตนแบบในการศึกษาการยอย
สลาย PAHs ดวยจุลินทรียอ่ืนอยางกวางขวาง (Yen และ Serdar, 1988; Eaton และ Chapman, 
1992)  

Yen และ Serdar (1988) ไดรายงานวา Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีความ
สามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  โดยการยอยสลายแนพธาลีนเริ่มจากการเติมออกซิเจน 2 
อะตอมเขายังวงอะโรมาติกไดเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล (cis-1,2-naphthalene 
dihydrodiol) จากกิจกรรมของแนพธาลนีไดออกซิจีเนส   โดย Ensley และคณะ (1982) และ 
Ensley และ Gibson (1983) ไดรายงานถึงแนพธาลีนไดออกซิจีเนสวาประกอบดวยระบบการ
ทํางานของเอนไซมหลายชนิดรวมกัน (multicomponent enzyme system) ไดแก  ReductaseNAP  
FerredoxinNAP  และ Terminal oxidase หรือ Iron-sulfur flavoprotein (ISPNAP) ที่ประกอบดวย
หนวยยอย 2 หนวย คือ large subunit (α2)  และ small subunit (β2)   

การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสเริ่มจากการ
สงผานของอีเลคตรอนจาก NADH หรือ NADPH ไปยัง ReductaseNAP จากนั้นสงตอไปยัง  
FerredoxinNAP และ ISPNAP ตามลําดับ  สุดทาย ISPNAP จะเปนสวนที่เรงปฏิกิริยาโดยตรงดวยการ
เติมออกซิเจน 2 อะตอมยังวงเบนซีนของแนพธาลีนเกิดผลิตภัณฑ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล 
ดังแสดงในรูปที่ 2.2   
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รูปที่ 2.2  การเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสและยีนที่
ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสใน Pseudomonas. putida สายพันธุ G7 (Yen และ 
Serdar, 1988) 

 
 ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล จะเปลี่ยนเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-

dihydroxynaphthalene) และ กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-
carboxylic acic: HCCA) จากกิจกรรมของแนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  และไดไฮ   
ดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ    จากนั้นกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิกจะถูก
ออกซิไดสเปน ทรานส-ออโท-ไฮดรอกซเีบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic 
acid: tHBPA)  โดย HCCA ไอโซเมอเรส จากนั้นเปลี่ยนเปนซาลิไซลัลดีไฮด (salicyaldehyde) 
และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid)  โดยการเรงปฏิกิริยาของไฮดราเทส-อัลโดเลส  และซาลิไซลัลดี
ไฮดดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
 จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนคะทีคอล  โดยซาลิไซเลทไฮ     
ดรอกซีเลส (salicylate hydroxylase)  โดยคะทีคอลจะยอยสลายตอโดยแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ  
จนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิล โคเอ และ อะซติิล โคเอ หรือการแตกวงแบบ เมตา จนกระทั่ง
สารมัธยันตที่พรอมเขาสูวัฏจักรทีซีเอ (TCA cycle) ไดแก  ไพรูเวท และอะซีทัลดีไฮด  (Yen และ 
Gunsalus, 1982)  นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลายกรดซาลิไซลิกที่ไมผานทางคะทีคอล  แต
ยอยกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสิก เชน การยอยสลายซาลิไซลิกโดย Rhodococcus sp.    
สายพันธุ B4 (Grund และคณะ, 1992)  และ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 
2001)  โดยกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดสไปเปนมาริลไพรูเวท (maleylpyruvate) โดยเจนทิเสท-
1,2-ไดออกซิจีเนส (gentasate-1,2-dioxygenase)  จากนั้นจะเปลี่ยนเปนไพรูเวทและฟูมาเรท 
(Zhou และคณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.3  วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas sp. (Davies และ Evans, 
1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  
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รูปที่ 2.4  วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ 1) Pseudomonas sp. 
(Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  2) Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
(Zhou และคณะ, 2001) 
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2.1.2 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีการศึกษากันมาเปนเวลานาน  มีรายงานวาแบคทีเรีย รา
ไวทรอท  และสัตวเลี้ยงลูกดวยนมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได  โดยสวนใหญเปนการยอย
สลายแบบเปลี่ยนโครงสรางโมเลกุลใหเปนสารมัธยันตชนิดอื่นๆ (transformation)  มีรายงานวา
แบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อเปนแหลงพลังงานและคารบอน 
(Cerniglia, 1992) 

Schocken และ Gibson (1984)  รายงานวา Beijerinckia sp. สายพันธุ B1 ที่ยอยสลาย
ไบฟนิล  สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนรวมกับอะซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชันได  การศึกษาการ
ออกซิไดซของอะซีแนพธิลีนจากการติดตามการสะสมของสารมัธยันตโดยมีไบฟนิลเปนสารเหนี่ยว
นํา พบวามีการเติมออกซิเจนเขายังสวนวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนโดยการเรงปฏิกิริยาของ
ไดออกซิจีเนสไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล (cis-1,2-acenaphthenediol) 1,2-ไดไฮดรอกซี
อะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene)  โดยไดผลิตภัณฑสุดทายเปนอะซีแนพธีนควิโนน 
(acenaphthenequinone) ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงวายังไมเกิดการแตกวงไซโคลเพนทีน 
ของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได   

Komatsu และคณะ (1993) ไดรายงานวา Pseudomonas sp. สายพันธุ A4  สามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  และเมื่อศึกษาสารมัธยันตที่สะสมใน
น้ําเลี้ยงเชื้อพบการสะสมของ กรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene 
dicarboxylic acid)  แสดงวาเชื้อสายพันธุนี้สามารถทําการแตกวงไซโคลเพนทีนในโครงสราง    
ของอะซีแนพธิลีนได    

Selifonov และคณะ (1996) ไดทําการวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสาย
พันธุรีคอมบิแนนทของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) ที่ไดรับยีน
ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 เพื่อทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิ  
ลีน  พบวาขั้นแรกของปฏิกิริยาอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซดวยเอนไซมไดออกซิจีเนสเหมือนกับ
ที่เคยคนพบแลวในแบคทีเรียสวนใหญ ไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไป
เปน 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน  สารมัธยันตทั้งสองชนิด
จะถูกออกซิไดซตอไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และ กรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ตาม
ลําดับ  
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ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ (2545) ศึกษาสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
ที่ผานการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 ใหมีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  
พบวามีสายพันธุ A53 สะสมอะซีแนพธีนควิโนน  สายพันธุ B1 สะสมกรด 1,8-แนพธาลีนไดคาร
บอกซิลิก สายพันธุ B5 สะสมกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก)    จากการวิเคราะห
สารมัธยันตสามารถทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
นาจะใชวิถีเดียวกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1  ในการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนไปจนถึงกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และยังพบวากรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
นาจะยอยสลายจนกระทั่งไดกรดเจนทิสิก 
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รูปที่ 2.5  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 1) Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 
PAO1(Selifonov และคณะ, 1996) 2) Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริก
พันธุ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 2003) 
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2.1.3 ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAH 
 
2.1.3.1 ยีนในกลุมคลาย nah (nah-like) 
 

Yen และ Gunsalus (1982) ไดรายงานวาพลาสมิด NAH7 ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
แนพธาลีนของ P. putida สายพันธุ G7 มีการจัดเรียงตัวของยีนเปน 2 โอเปอรอน (operon) คือ  
โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวน upper pathway 
โดยทําหนาที่ในการยอยแนพธาลีนไปเปนซาลิไซเลท และ โอเปอรอน sal ประกอบดวย 
nahGHINLJK ที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวน lower pathway โดยทําหนาที่ในการยอย   
ซาลิไซเลทผานทางคะทีคอลและยอยสลายตอจนกระทั่งไดเปนไพรูเวทและอะซีทัลดีไฮด ดังแสดง
ในรูปที่ 2.6  โดยมีระบบยีนควบคุม (regulatory genes)  คือ nahR ซึ่งมีตําแหนงอยูระหวาง      
โอเปอรอน nah และ sal  โดยมีการจัดเรียงตัวของยีนในทิศทางตรงกันขาม  ทําหนาที่ควบคุมการ
ทํางานของ 2  โอเปอรอน ซึ่งตองการตัวเหนี่ยวนํา (inducer) ไดแก ซาลิไซเลท และผลิตภัณฑจาก
ยีนควบคุม nahR (Yen และ Gunsalus, 1982; Schell, 1983)  
 
 

 
รูปที่ 2.6  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุม
การทํางานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) nahA: แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  nahB: 
แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  nahC: ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  
nahD: HCCA ไอโซเมอเรส  nahE: tHBPA ไฮดราเทส-อัลโดรเลส  nahF: ซาลิไซลัลดีไฮด
ดีไฮโดรจีเนส  nahG: ซาลิไซเลทไฮดรอกซีเลส  nahH: คะทีคอล-2,3-ไดออกซิจีเนส  nahI: 
2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส  nahJ: 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทดไีฮโดรจีเนส  
nahK: 4-ออกซาโลโครโตเนทดีคารบอกซิเลส  nahL: 2-ออกโซเพนท-4-อีโนเอทไฮดราเทส  
nahN: 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดไฮโดรเลส 
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การศึกษาวิถีการยอยสลาย PAHs  สวนใหญมักรายงานถึง Pseudomonas สายพันธุ
ตางๆ ที่ยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของรวมทั้งลําดับนิวคลี
โอไทดของยีนคลายกับ nah ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนของ  
P. putida สายพันธุ G7  มากกวา 90% (Simon และ คณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุม
คลาย nah (nah-like)   ตัวอยางยีนในกลุมนี้ที่มีการศึกษาไดแก  ndo ของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 (Kurkela และคณะ, 1988)  dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และ
คณะ, 1993)  pah ของ P. aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1994)  pah ของ 
P. putida สายพันธุ OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994)  nah ของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993)   และ nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และ
คณะ, 1999)  เปนตน  ตัวอยางการเรียงของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลาย    
แนพธาลีน ดังแสดงในรูปที่ 2.7 

 
รูปที่ 2.7  การเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah ในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน 
ของ Pseudomonas สายพันธุตางๆ ไดแก P. putida สายพันธุ NCIB9816, P. putida สาย
พันธุ G7, P. putida สายพันธุ NCIB9816-4, Pseudomonas sp. สายพันธุ C18,                 
P. aeruginosa สายพันธุ PaK1, P. putida สายพันธุ OUS82 , P. stutzeri สายพันธุ AN10 
ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003) nahA: แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  
nahB: แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  nahC: ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  nahD: HCCA ไอโซเมอเรส  nahE: tHBPA ไฮดราเทส-อัลโดรเลส  nahF: ซาลิไซลัล
ดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 
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นอกจากการศึกษายีนในกลุมคลาย nah แลว  ปจจุบันไดมีรายงานเกี่ยวกับยีนที่มีความ
แตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah เพิ่มข้ึน ตัวอยางการเรียงตัวของยีนในกลุมนี้ดังแสดงในรูปที่ 
2.8 

 
รูปที่ 2.8  กลุมยีนที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah ไดแก nah ของ 
Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42,  nag ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ,  phn 
ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003) 
 
 
2.1.3.2 nah  ของ Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42   
 

Goyal และ Zylstra (1996)  รายงานวา Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42     
ที่ยอยสลายแนพธาลีน   เมื่อนํามาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม nah   พบวาไมเกิดสัญญาณจาก
การไฮบริไดซ  แสดงวายีนของแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความแตกตางจาก nah  เมื่อศึกษา          
รายละเอียดของยีนพบวามีความแตกตางจาก nah กลาวคือ พบ nahAc2 และ nahAd2             
ที่ประมวลรหัส α และ β subunit  แทรกอยูระหวาง nahAa และ nahAb ตามลําดับ 
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2.1.3.3. nag  ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
 

Zhou และคณะ (2001) ศึกษา nag ซึ่งจัดเรียงตัวเปนกลุมอยูบนพลาสมิดของเชื้อ 
Ralstonia sp. สายพันธุ U2 โดยประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผาน
ทางเจนทิเสทประกอบดวยยีน 2 กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย nagAaGHAbAcAdBFCQED 
ซึ่งคลายกับยีนในสวนวิถีบนของพลาสมิด NAH7 ยกเวน nagGH  ที่มีตําแหนงแทรกอยูระหวาง 
nagAa และ nagAb  และบริเวณถัดลงมาจาก nagD มียีนอีก 1 กลุมที่ประกอบดวย nagJIKLMN 
ซึ่งประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายเจนทิเสท โดยคาดวายีนทั้งสองกลุมจะ
ถอดรหัสรวมกัน (cotranscribe) เปนโอเปอรอน 
 
2.1.3.4. phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 
 

Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ทําการศึกษา phn ใน Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 ที่มีความสามารถในการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน  พบวา phn มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดและการจัดเรียงตัวของยีนที่แตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah  โดย phn มีการจัดเรียงตัวเปน
กลุมดังนี้ phnFECDAcAdB  ในขณะที่ยีนในกลุมคลาย nah มีการจัดเรียงตัว ดังนี้ 
nahAaAbAcAdBFCQED ตามลําดับ  สิ่งที่แตกตางอยางชัดเจนนอกจากการจัดเรียงตัวของยีน
คือพบ phnAcAd  ซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซิจีเนสในสวน α และ β subunit  แตขาดยีน
สวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและรีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา PhnB (ดีไฮโดรจีเนส) มีความ
คลายกับดีไฮโดรจีเนสในวิถีการยอยสลายไบฟนิลมากกวาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนและ         
ฟแนนทรีน  สวน PhnC จัดอยูใน  Class III extradiol dioxygenase ซึ่งเปนเอนไซมกลุมใหม  
และมียีนควบคุมเปน phnR และ phnS  แทน nahR ของ P. putida สายพันธุ G7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 16

2.1.3.5 ยีนสําหรับการยอยสลาย PAHs ใน Sphingomonas sp. 
 

Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 
F199 (ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199; Takeuchi 
และคณะ, 2001)  มีพลาสมิด pNL1 ขนาด 184 กิโลเบส ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสาร          
อะโรมาติกหลายชนิดจาก Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ F199 โดยยีนที่พบเกี่ยว
ของกับการยอยสลายสาร  ไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  พารา-ครีซอล  กระจายอยูใน    
พลาสมิด  จากการระบุตําแหนงของยีนตางๆ พบวายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนที่
พบในแบคทีเรียสายพันธุนี้ ไดแก nahE  nahD  และ nahF มีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่น
ดวยยีนจากวิถีการยอยสลายสารอื่น  เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนในระดับกรดอะมิโนของยีนทั้ง 
3  กับกรดอะมิโนที่ประมวลรหัสจากยีนในกลุมที่คลาย nah พบวาเปอรเซ็นตความเหมือนคอนขาง
ต่ํา แตเนื่องจากเชื้อสายพันธุนี้สามารถยอยสลายแนพธาลีนเปนซาลิไซเลทได  แสดงวายีนในสวน   
วิถีบนที่ขาดหายไปนาจะเกิดจากการทดแทนการทํางานโดยยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมใน
วิถีการยอยสลายสารอื่น เชน วิถีการยอยสลายไบฟนิลที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดกับสับสเตรทอื่นๆ 
ที่มีโครงสรางคลายกัน สวนในวิถีลางนั้นไมพบ nahG ที่จําเปนสําหรับการยอยสลายแนพธาลีน
ผานทางคะทีคอล  แสดงวาการยอยสลายแนพธาลีนในสวนวิถีลางของสายพันธุนี้อาจจะไมผาน
วิถีการยอยสลายคะทีคอล  หรืออาจจะมีเอนไซมใหมที่เกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายคะทีคอล 
 
2.2  ออกซิจีเนส (Oxygenase) 
 
 ออกซิจีเนสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนยังสารประกอบอินทรีย ออกซิจี   
เนสมีหลายชนิด  ซึ่งแตกตางกันทางโครงสราง กลไกการทํางาน  และความตองการโคเอนไซม 
(coenzyme) ในการเรงปฏิกิริยา  โดยสามารถจําแนกออกซิจีเนสได 2 กลุม ตามลักษณะการเรง
ปฏิกิริยาคือ โมโนออกซิจีเนส (monooxygenase)  และ ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ซึ่งเอนไซม
จะเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนหนึ่งและสองอะตอมเขายังโมเลกุลของสับสเตรทตามลําดับ     แต
การจําแนกกลุมของออกซิจีเนสเปนโมโนออกซิจีเนสหรอืไดออกซิจีเนส โดยใชความแตกตางของ
ลักษณะการเรงปฏิกิริยานั้นยังไมชัดเจน (Mason และ Cammack, 1992; Butler และ Mason, 
1997)   เนื่องจากมีรายงานกลาววาโทลูอีนไดออกซิจีเนสและแนพธาลีนไดออกซิจีเนสสามารถเรง
ปฏิกิริยาโมโนออกซิจีเนสได  โดยสามารถออกซิไดส indene และ indan ไปเปน 1-indanol และ  
1-indanol ตามลําดับ (Wackett และคณะ, 1988; Brand และคณะ, 1992) 
 



 17

ไดออกซิจีเนสมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกในหลายขั้นตอน  
โดยสามารถจําแนกไดออกซิจีเนสตามลักษณะของการเรงปฏิกิริยา  ไดเปน 2 กลุม  คือ 
 1. ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน  เอนไซมนี้ตองการโคแฟกเตอร เชน NADH 
หรือ NADPH ในปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนยังวงอะโรมาติก  ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-ไดออล (cis-
diol)  ตัวอยางเอนไซมในกลุมนี้ เชน แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
 
 

 
รูปที่ 2.9  การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันโดยแนพธาลีนไดออกซิจีเนส 
 
 

2. ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก  เอนไซมในกลุมนี้ไมตองการโคแฟก
เตอร  ในปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกของสารอนุพันธไฮดรอกซิล (ได- หรือ ไตร-)  ตัวอยาง
เอนไซมในกลุมนี้ เชน  คะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส  ดังแสดงในรูปที่ 2.10 
 
 

รูปที่ 2.10  การเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกโดยคะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส 
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2.2.1  โครงสรางของ Ring-Hydroxylating Dioxygenase 
 
 การศึกษาระบบการทํางานของเอนไซม ring-hydroxylating dioxygenase มีการศึกษา 
กันอยางกวางขวาง   โดยรายงานแรกของ Gibson และคณะ (1968, 1970) ไดรายงานไดออกซิจี
เนสของ Pseudomonas putida  ที่เรงปฏิกิริยาออกซิไดสเบนซีนไปเปน ซิส-1,2-ไดไฮดรอกซี-    
ไซโคลเฮกซะ-3,5-ไดอีน (cis-1,2-dihydroxy-cyclohexa-3,5-diene)  จึงทําใหมีการศึกษาไดออก
ซิจีเนสจากจุลินทรียอ่ืนๆ อยางกวางขวาง   ไดออกซิจีเนสจัดเปน non-heme iron dioxygenase  
ซึ่งสามารถออกซิไดสสารประกอบอะโรมาติกไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล หรือ กรด ซิส-ไดออล       
คารบอกซิลิก  
 ring-hydroxylating dioxygenase ทุกชนิดเปนระบบการทํางานของเอนไซมที่ประกอบ
ดวยโปรตีน 2-3 ชนิด  ที่ทําหนาที่เปนตัวรับสงอีเลคตรอน คือ iron-sulfur flavoprotein หรือ 
flavoprotein  และ iron-sulfur ferredoxin  ซึ่งจะสงผานอีเลคตรอนไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนส   
ดังแสดงในรูปที่ 2.11 
 

 
 
รูปที่ 2.11 การจัดเรียงของระบบการทํางานรวมกันของ ring-hydroxylating dioxygenase 
(Butler และ Mason, 1997) 
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Batie และคณะ (1992)  จึงไดจําแนกไดออกซิจีเนสออกเปน 3  กลุม  ตามความแตกตาง
ของจํานวนและขนาดของ subunit ในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส และรีดักเทส คือ 
 1.  Class I เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 2 สวน  คือ รีดักเทส และเทอรมินัลออกซิจี 
เนส โดย Class I สามารถแบงเปนกลุมยอยตามหมูพรอสธีทิก (prosthetic group) ในสวน          
รีดักเทส ไดเปน 2 กลุมยอย  คือ Class IA และ Class IB ซึ่งมี FAD และ FMN  ตามลําดับ 
 2.  Class II เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 3 สวน คือ รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ
เทอรมินัลออกซิจีเนส  โดยสามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอยตามประเภทของ [2Fe-2S] cluster คือ 
Class IIA และ Class IIB ซึ่งมี [2Fe-2S] cluster เปน plant-type iron sulfur และ Rieske-type 
iron sulfur ตามลําดับ 
 3.  Class III เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 3 สวน คือ รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ
เทอรมินัลออกซิจีเนส  โดย [2Fe-2S] cluster ในของกลุมนี้จัดเปน Rieske-type iron sulfur       
ดังแสดงในรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12  แสดงสวนประกอบตางๆ ของเอนไซมไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิ
เลชันในแตละกลุม (Butler และ Mason, 1997) 
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Warlen และคณะ (1996) ไดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนสใหมโดยใชขอมูลของลําดับ     
กรดอะมิโนที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของ α subunit  และชนิดของสับสเตรท โดยสามารถจําแนก     
ไดออกซิจีเนสได 4 กลุม  ดังแสดงในรูปที่ 2.13  คือ  

1. กลุมโทลูอีน/ไบฟนิล  เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก  ที่ใชใน
การยอยสลาย  โทลูอีน  เบนซีน  ไอโซโพรพิลเบนซีน  คลอโรเบนซีน  และไบฟนิล   

2. กลุมแนพธาลีน เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบ  ที่ใชในการยอยสลาย     
แนพธาลีน  ฟแนนทรีน  ไนโตรเบนซีน  และไนโตรโทลูอีน   

3. กลุมเบนโซเอท  เปนไดออกซิจีเนสที่ใชในการยอยสลาย  เบนโซเอท  โทลูเอท         
แอนธานิเลท  2-คลอโรเบนโซเอท  ไตรคลอโรฟนอกซีอะซีเตท  และ  ไอโซโพรพิลเบนโซเอท 
 โดยไดออกซิจีเนสทั้ง 3 กลุมนี้  จะมีโครงสรางเปน heteromultimer ที่ประกอบดวย α 
และ β subunit 
  4.  กลุมพธาเลท  เปนเอนไซมกลุมใหญที่มีความหลากหลาย  โดยมีโครงสรางเปน  αn   
ซึ่งเอนไซมกลุมนี้จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดทั้งไมโนออกซิจีเนส  และไดออกซิจีเนส 
 นอกจากนี้ยังพบวาไดออกซิจีเนสบางตัวที่ยอยสลายสาร PAHs ชนิดเดียวกัน  แตไม
จัดอยูในไดออกซิจีเนสทั้ง 4 กลุม   เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงแตกตางกัน เชน    
แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Rhodococcus sp. 

รูปที่ 2.13  การจัดกลุมไดออกซิจีเนสโดยใชขอมูลของลําดับกรดอะมิโนของ α subunit 
(Warlen และคณะ, 1996) 
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2.2.2  ระบบขนสงอีเลคตรอน (Electron transport system) 
 
1. รีดักเทส (reductase component) 

รีดักเทสเปนโปรตีนหนวยแรกที่ทําหนาที่สงผานอีเลคตรอน  โดยจะรับอีเลคตรอนจาก 
NADH ไปสงยังรีดอกซเซ็นเตอรที่อยูถัดไป   โดยสวนรีดักเทสนี้สามารถรับอีเลคตรอนจาก NADH 
ไดคร้ังละ 2  อีเลคตรอน  แตสามารถสงผานอีเลคตรอนไปยังรีดอกซเซ็นเตอรถัดไป  ไดเพียงครั้ง
ละ 1 อีเลคตรอนเทานั้น 

  
2. เฟอรรีดอกซิน (ferredoxin component) 

เฟอรรีดอกซินทําหนาที่เปนตัวรับอีเลคตรอนจากสวนรีดักเทส ไปสงยังเทอรมินัลออกซิจี 
เนส   โดยสวนเฟอรรีดอกซินนี้จะพบเฉพาะใน Class II และ Class III เทานั้น 

 
3. เทอรมินัลออกซิจีเนส (terminal oxygenase) 

เทอรมินัลออกซิจีเนส  ประกอบดวย [2Fe-2S] cluster และ mononuclear non-heme 
iron (Fe2+)  ซึ่งเปนตําแหนงที่สับสเตรทมาจับและเกิดการเรงปฏิกิริยา   โดย Class IA ในสวน
เทอรมินัลออกซิจีเนส จะพบเฉพาะ α subunit   ในขณะที่ Class IB  ประกอบดวย α และ β 
subunit ที่มีโครงสรางเปน α3β3    สวน Class II และ Class III มีทั้ง α และ β subunit ที่มีโครง
สรางเปน α2β2 และ α3β3    โดยในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส จะมีหนึ่ง [2Fe-2S] cluster ตอ αβ 
dimer หรือ α monomer 
  

การขนสงอีเลคตรอนในสวนประกอบตางๆ ของ ring-hydroxylating dioxygenase     
เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชันของ Fe ใน [2Fe-2S] cluster  ซึ่งจะทําหนาที่รับและสง         
อีเลตรอนไปยังรีดอกซเซ็นเตอรที่อยูถัดไป  โดยสามารถจําแนก [2Fe-2S] cluster ตามลักษณะ
กายภาพไดเปน 2 กลุม  คือ  Plant-type [2Fe-2S] cluster   และ  Rieske-type [2Fe-2S] cluster  
(Butler และ Mason, 1997) 
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2.2.3 แนพธาลีนไดออกซิจีเนส 
 
 แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4  เปนเอนไซมที่
ใชเปนตนแบบของเอนไซมในกลุม  Rieske non-heme iron oxygenase   เนื่องจากเปนเอนไซมที่
มีการศึกษาแงมุมตางๆ อยางกวางขวาง  การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันของแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  เร่ิมจากการสงผานอีเลคตรอนจาก NADH หรือ NADPH ไปยังรีดักเทส ที่ประกอบดวย FAD 
และ [2Fe-2S]  cluster และสงไปยัง [2Fe-2S] cluster ของเฟอรรีดอกซิน  จากนั้นอีเลคตรอนจะ
สงตอไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนส ที่ประกอบดวย 3[2Fe-2S]  และ 3Fe 2+  ซึ่งเปนสวนที่เรงปฏิกิริยา
การเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงเบนซีนของแนพธาลีน  ดังแสดงในรูปที่ 2.14 (Parales และ
คณะ, 2003)  โดยเทอรมินัลออกซิจีเนสของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสมีโครงสรางเปน α3β3        
ดังแสดงในรูปที่ 2.15 (Kauppi และคณะ, 1998) 
 

 
 
รูปที่ 2.14  การเรงปฏิกิริยาและโครงสรางของระบบการทํางานของแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  (Parales และคณะ, 2003) 
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รูปที่ 2.15  โครงสรางสวนเทอรมินัลออกซิจีเนสของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (Kauppi 
และคณะ, 1998) 
 
 
2.2.3.1  หนาที่ของ α และ β subunit ในการเรงปฏิกิริยา  

 
การศึกษาหนาที่การทํางานของ α  และ β subunit  พบวากรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ    

α subunit ในแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  ทําหนาที่ควบคุมความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรท  
โดย α แตละหนวยประกอบดวย 2 domain  คือ   
1.  Rieske domain  ซึ่งมี [2Fe-2S] โดย Fe3+ อะตอมแรกจะเกิดพันธะซัลไฟดกับกรดอะมิโน 
Cys-81  Cys-101  ในขณะที่ Fe3+ อีกอะตอมจะเกิดพันธะซัลไฟดกับกรดอะมิโน His-83  และ  
His-104  
2.  catalytic domain  ซึ่งมี Fe2+ ที่บริเวณเรง  จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน His-208  
His-213  Asp-362  และโมเลกุลของน้ํา  ดังแสดงในรูปที่ 2.16  
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ก.) 
      9816-4 NahAc  FLNV C R H RGKTLVSVEAGNAKGFV C SY H GWGFGSNGELQS 

   DNT DntAc  FLNV C R H RGKTIVDAEAGNAKGFV C GY H GWGYGSNGELQS 
  JS42 NtdAc  FLNV C R H RGKTLVHTEAGNAKGFV C GY H GWGYGSNGELQS 
 LB400 BphA   FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDIAGKLVN 
 KF707 BphA1  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDIAGKLVN 
KKS102 BphA1  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C TY H GWAYDIAGNLVN 
  PpF1 TodC1  FLNQ C R H RGMRICRADAGNAKAFT C SY H GWAYDTAGNLVN 
   P51 TcbAa  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDTAGNLVN 

 
 

ข.)  
9816-4 NahAc  ENFVGDAY H VGWT. H ASSLRSG   RTFGPAGFWESD D NDNMETAS 
DNT    DntAc  ENFVGDIY H IGWT. H ASILRAG   RSTGPAGYWESD D NDNM.VLS 
JS42   NtdAC  ENFVGDIY H VGWT. H AAALRAG   RSIGPAGFWESD D NDNMETLS 
KKS102 BphA1  EQFCSDMY H AGTMS H LSGVLSS   FTFNQGGTYEQD D GENWVEVQ 
KF707  BphA1  EQFCSDMY H AGTMS H LSGILAG   RTFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
LB400  BphA   EQFCSDMY H AGTTT H LSGILAG   RNFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
F1     TodC1  EQFCSDMY H AGTTS H LSGILAG   RSFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
P51    TcbAa  EQFCSDAY H AGTTS H LSGILAG   RNFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 2.16  การเปรียบเทียบความเหมือนของยีนและการหาบริเวณอนุรักษของกรด     
อะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ของ α subunit  ก) บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโน
ที่จับกับ [2Fe-2S]  ข) บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่บริเวณเรงเกิดเปน
สาร 2-His-1-carboxylate  9816-4: NahAc ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสจาก 
Pseudomonas sp. NCIB9816-4, DNT: DntAc ของ 2,4-ไดไนโตรโทลูอีนไดออกซิจี       
เนสจาก Burkholderia sp. DNT, JS42: NtdAc ของ 2-ไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสจาก 
Pseudomonas sp. JS42, KKS102: BphA1 ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas 
sp. KKS102, KF707: BphA1 ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. KF707, 
LB400: BphA ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Burkholderia sp. LB400, F1: TodC1 ของ  
โทลูอีนอีนไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. F1, P51: TcbAa ของไตรคลอโรเบนซีน
ไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. P51 

81 83 101 104 

208 213 362 
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Kauppi และคณะ (1998)  ศึกษาโครงสรางผลึกแนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4  ในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส  พบวามีโครงสรางเปน 
α3β3   โดย α subunit  จะจับกับ β subunit  ดวยพันธะไฮไดรเจน  และบริเวณเรงการเกิด
ปฏิกิริยาประกอบดวย [2Fe-2S] cluster และ Fe2+ ของ α subunit คนละหนวยที่อยูใกลกัน    
โดยมีกรดอะมิโน Asp-205 จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ His-104 ซึ่งจับกับ [2Fe-2S] cluster ของ 
α subunit หนึ่ง   และ His-208 ที่จับ Fe2+ ของ α subunit ที่อยูใกลเคียง  ทําหนาที่สําคัญในการ
สงผานอีเลคตรอนระหวาง α subunit  ดังแสดงในรูปที่ 2.17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.17  การสงผานอีเลคตรอนระหวาง α subunit  (Kauppi และคณะ, 1998)   
 
 ปจจุบันยังไมทราบหนาที่แนนอนของ β subunit ในการเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออก
ซิจีเนส   จากการศึกษาพบวาเฉพาะ  α subunit ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  2-ไนโตรโทลูอีน  
ไดออกซิจีเนส และ 2,4- ไดไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสเทานั้น  ที่ควบคุมความจําเพาะของเอนไซม
ตอสับสเตรท  ในขณะที่ β subunit  ไมเกี่ยวของกับการเรงปฏิกิริยา  หรือความจําเพาะของ
เอนไซมตอสับสเตรท (Kauppi และคณะ, 1998; Parales และคณะ, 2003) 
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 นอกจากการศึกษาแนพธาลีนไดออกซิจีเนสแลว  ปจจุบันไดมีรายงานไดออกซิจีเนสที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่น เชน 
 Laurie และ Lloyd-Jones (1999)  ศึกษา phnAcAd  ซึ่งประมวลรหัสเปน α subunit  
และ β subunit  ของฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 ที่สามารถ
ยอยสลายฟแนนทรีน  พบ phnAc  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ α subunit ของยีนกลุม
คลาย nahAc เทากับ 56%   ในขณะที่ phnAd มีความเหมือนกับ nahAd เพียง 32-36%  โดย
ขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและรีดักเทส  แตการทํางานของฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส
ยังคงปกติ 

Saito และคณะ (2000)  ศึกษา phdABCD  ซึ่งประมวลรหัสเปน α subunit  β subunit  
เฟอรรีดอกซิน และรีดักเทส  ของฟแนนทรีนไดออกซิจีใน Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7  ที่
สามารถยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท   พบวา phdAB ที่ประมวลรหัส α และ β  subunit  
ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ narAaAb และ nidAB ที่ประมวลรหัส α และ β  subunit ของ 
Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038 และ Rhodococcus sp. สายพันธุ I24 เทากับ    
52-56%   และยังพบวาลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับยีนที่ประมวลรหัส α subunit และ          
β subunit ของไดออกซิจีเนสชนิดอื่นๆ ต่ํากวา 40%   phdC ที่ประมวลรหัสสวนเฟอรรีดอกซินจัด
เปน [3Fe-3S] type หรือ [4Fe-4S] type  ซึ่งแตกตางจากไดออกซิจีเนสชนิดอื่นที่จัดเปน [2Fe-2S] 
type   นอกจากลําดับกรดอะมิโนของ α และ β subunit และชนิดของเฟอรรีดอกซินที่แตกตางกับ
ไดออกซิจีเนสชนิดอื่นแลว  ยังพบวาการเรียงตัวของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสก็แตกตางกับ  
ไดออกซิจีเนสอื่นที่เรียงตัวเปนกลุม  โดยพบ phdGH  ที่ประมวลรหัสไฮดราเทส-อัลโดเลส และ  
อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสแทรกอยูระหวางยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส คือ phdABGHCD 
 Khan และคณะ (2001)  รายงาน Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1  ที่สามารถยอย
สลาย ไพรีน  ฟลูออแรนทรีน  แอนทราซีน  เบนโซ (เอ) ไพรีน พบ nidAB ซึ่งประมวลรหัสเปน α 
subunit  และ β subunit ของไดออกซิจีเนส  nidA ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับยีนประมวล
รหัส α subunit ของ Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7 Rhodococcus sp. สายพันธุ 
NCIMB12038  และสายพันธุ I24  ประมาณ 42-50%  ในขณะที่ nidB ลําดับกรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับยีนประมวลรหัส β subunit ของ Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7 เทากับ 56%  และ 
Rhodococcus sp. สายพันธุ I24 เทากับ 43-46%  โดยขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน
และรีดักเทส  และพบวาการเรียงตัวของ nidBA ซึ่งไมมีรายงานในไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียอื่นๆ  
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 จากรายงานที่กลาวมาพบวาแบคทีเรียสวนใหญมียีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยว
ของกับการยอยสลาย PAHs เพียง 1 ชุด  นอกจากนี้ยังพบวามีแบคทีเรียบางชนิดมียีนประมวล
รหัสไดออกซิจีเนสมากกวา 1 ชุด เชน  Romine และคณะ (1999) รายงานวา Novosphingobium 
aromaticivorans สายพันธุ F199  ที่สามารถยอยสลายไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  พารา-
ครีซอล มียีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสในสวน α subunit  และ β subunit 6 ชุด คือ         
[bphA1(a-f)] และ [bphA2(a-f)]  ในขณะที่พบในสวนเฟอรรีดอกซิน และรีดักเทสเพียง 1 ชุด คือ 
bphA3 และ bphA4   กระจายตัวอยูบนพลาสมิด pNL1 ขนาด 184 กิโลเบส 
 
2.2.4  การประยุกตใชไดออกซิจีเนส 
 

การบําบัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมโดยใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ การติด
ตามยีนไดออกซิจีเนสซึ่งเปนยีนสําคัญในการบงบอกขั้นตนถึงความสามารถในการยอยสลายสาร 
PAHs ทั่วไป  ดวยการติดตามความสามารถของเชื้อในการเปลี่ยนอินโดลไปเปนอินดิโก (Ensley 
และคณะ, 1983)  ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งในการนําปฏิกิริยาดังกลาวมาประยุกตใชในการ
ทดลองเพื่อหาเชื้อที่ยอยสลายสาร PAHs  จากการทดลองหายีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสใน
ขั้นตน  โดยมีการนําเทคนิคทางพันธุศาสตรมาใชเพื่อตรวจหายีนประมวลรหัสไดออกซจิีเนสที่เกี่ยว
ของกับการยอยสลาย PAHs เชน เทคนิคไฮบริไดเซชัน (Hybridization)  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  การโคลน (Cloning)  และการกลายพันธุดวย   
ทรานสโปซอน (Transposon mutagenesis) โดยใชเทคนิคใดเทคนิคหนึ่งหรือใชหลายเทคนิครวม
กัน  

นอกจากนี้ยังมีการนําอะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดออกซิจีเนสมาใชในการผลิตสารเคมีที่
ใชในภาคอุตสาหกรรม เพื่อลดปญหาของเสียที่เกิดจากภาคอุตสาหกรรมหรือที่เรียกวา Green  
chemistry (Kauppi และคณะ, 1998)  โดยนําไดออกซิจีเนสไดนํามาใชในการเรงปฏิกิริยาทาง   
ชีวภาพในการสังเคราะหสารเคมี ที่ไมสามารถสังเคราะหไดโดยวิธีทางเคมี  



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท Sunyo, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน WB 14 ของบริษัท 

Memmert, Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico ของบริษัท Kendro, 

Germany. 
8. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
- หัวหมุนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก  รุน RA50J 
- หัวหมุนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ  รุน RA228J 

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ION-check10 ของบริษัท Radiometer, 

France. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ  รุน REVCO ULT 1786 ของบริษัท 

Forma Scientific , USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ รุน MDF-U536D ของบริษัท 

Sanyo Electric, Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
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- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, 
USA. 

15. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท     
Gilson, France. 

16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 
Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 

17. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-
25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 

18. กระบอกฉีดยาพลาสติก  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA. 
23. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษทั Polariod, USA. 
- แผนกรองแสงสีแดง 
- ฟลมโพลารอยดขาวดํา  ความไวแสง 3000 (ISO 3000) 

24.  ชุดคอมพิวเตอรสําหรับถายภาพ รุน UNIVERSAL HOOD ใชโปรแกรม Quantity One 
version 4.4.1 ของบริษัท  Bio- Rad, USA. 

 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
5. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2 • 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
7. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
8. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
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10. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
11. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
13. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
14. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2•2H2O) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
15. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
16. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP, 

Japan. 
17. สารปฏิชีวนะ กานามัยซิน (kanamycin)  แอมพิซิลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
18. เรสทริกชันเอนไซมทุกชนิดของบริษัท Promega, USA. 
19. 1 kb DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
20. 100 bp DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
21. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA. 
22. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
23. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA.  
24. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA. 
25. อัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
26. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
27. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA. 
28. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
29. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
30. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
31. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท BIO101, USA. 
32. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
33. ถุงไดแอลิซิส Cellu • Sep T3 ของบริษัท Membrane Filtration Products, USA. 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
E. coli สายพันธุ DH5α φ80dlacZ∆M15, endA1, recA1, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, ∆(lacZYA-
argF)U169 

Hanahan, 1983 

Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 

สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา  แพงไตร, 2543 

Rhizobium sp. สายพันธุ 
D2 

Kmr, สายพันธุกลายจากสายพันธุ   
CU-A1 ที่มีทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งไม
สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

ธัญนุช  เกรียงไกรพิพัฒน, 
2544 
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3.4  พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3.2 พลาสมิด 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pSUP2021 Tn5(Kmr), Cmr, Tra-, Mob+, pBR325 replicon Simon และคณะ, 1983 
pBluescript KS(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Stratagene, USA 
pGEM-11Zf(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Promega, USA 
pD2N Apr  มีชิ้นสวน BamHI-/EcoRI จากดีเอ็นเอของ

สายพันธุกลาย D2 ขนาดประมาณ 7 kb       
ในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDE Apr  มีชิ้นสวน EcoRI จากดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาด
ประมาณ 5.9 kb  ในพลาสมิด pBluescript       
KS(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDEB Apr  มีชิ้นสวน EcoRI-BamHI จาก pDE ขนาด 
ประมาณ 1.4 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDBH Apr  มีชิ้นสวน BamHI-HindIII จาก pDE ขนาด 
ประมาณ 1.8 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDS Apr  มีชิ้นสวน SalI จาก pDE ขนาดประมาณ 
2.3 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 
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ตารางที่ 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

TN5-OE 5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’   (64Oซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชย-
ยงค, 2545 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’    (56Oซ) บริษัท Promega, USA 
SP6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’        (50Oซ) บริษัท Promega, USA 
DOXF 5’-AAAGTGACCGAATACCT-3’           (48Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-1 5’-CACGATTACGACCGAGA-3’          (52Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-2 5’-AGATCATGTCGGATGTG-3’           (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-3 5’-CGCAATCGCCTCAACCT-3’           (58Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR 5’-CGATTCCTCAACCATAG-3’            (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-1 5’-GCCTTCGCATTGCCAGA-3’           (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-2 5’-CCAGTACAGGAATTGTT-3’            (48Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-3 5’-ACATCGGTCCGCGACTT-3’           (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD1 5’-TCGGCTCCGCGGATGA-3’            (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD2 5’-TCTACATCGACTGCTGA-3’            (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD3 5’-CAGCGCCTTTGACGAGA-3’          (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD4 5’-ACTTCGATGGCGGTATC-3’           (52Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
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3.5  การเลี้ยงและเก็บรักษาแบคทีเรีย 
 

3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทุกสายพนัธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1)         
ในกรณีที่ตองเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข2) ใชความเขมขนดังตอไปนี้  กานามัยซนิ (Km) 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และแอมพิซิลนิ (Ap) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   เมื่อตองการทาํเปน
อาหารแข็งเตมิวุน 1.5%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง    หรือเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 30 
Oซ 
 

3.5.2  เลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยอาหารเลีย้งเชือ้ LB บมที่อุณหภูมิ   
30 Oซ  ในอาหารแข็ง เปนเวลา 2-3 วนั หรือในอาหารเหลว เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตามลาํดับ       
โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  สําหรับ       
สายพนัธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. เลี้ยงเชนเดียวกันแตมีการเติมสารปฏิชีวนะกานามยัซนิ 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
3.5.3  เกบ็รักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพนัธุ   Rhizobium sp. สายพันธุ   

CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดบั  นาํมาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวน     
น้ําเลีย้งเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 : 7  บรรจุลงในหลอดเกบ็เชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –20 Oซ    
เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ  เปนเวลา 1 ป 
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3.6  คนหาชิน้สวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 ที่มีชิ้นทรานสโปซอนสอดแทรกอยู ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 

3.6.1  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe)  
 

3.6.1.1  สกัดพลาสมิด pSUP2021 
 

สกัดพลาสมิด pSUP2021 ซึ่งมทีรานสโปซอน Tn5 จาก E. coli สายพันธุ S17-1  
ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก 
ข3) ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต    โดยเลีย้ง E. coli สายพันธุ S17-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ             
ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  ปนเก็บเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
ในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที            
ที่อุณหภูมหิอง    แขวนลอยเซลลดวยบฟัเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร 
P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้น
ภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดย
กลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อใหตะกอนตกที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column    
นําไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใส
ทิ้ง   เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้    เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมุนเหวี่ยงซ้าํอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติด
คอลัมน    ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจใหม  เตมิน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตัง้ทิง้ไว 1 นาท ี  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส        
เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  

 
 
 



 37

3.6.1.2  เตรียมชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5  
 

ตัดพลาสมิด pSUP2021 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชันเอนไซม  HindIII 
(Promega, USA) อยางสมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต    โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 

 
ดีเอ็นเอ   0.5-10 ไมโครกรัม 
10X บัฟเฟอร  1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 
เรสทริกชันเอนไซม  3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการ 
ผสมใหเขากัน   บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 
 
จากนั้นแยกพลาสมิดที่ตัดไวดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   ซึ่งทาํโดยเตรยีม   

อะกาโรสเขมขน 0.7% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE  เทลงในแบบพมิพที่มีหวีเสียบอยู  ระวังอยา
ใหมีฟองอากาศ    ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที    วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงใน
แชมเบอร  เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย   ผสมสารละลายเอน็เอกับ     
สีติดตาม (ภาคผนวก ข22) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา   หยอดดีเอ็นเอหรือหยอดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder   ลงในชองวิง่จากนัน้ทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้  
ชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT ใชความตางศักย 75 โวลต หรือชุดทาํอีเลคโทรโฟเรซิส 
Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต   ทิ้งไวจนกระทัง่สีน้าํเงนิของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมา
จนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมดความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข23) เปนเวลา 5-10 นาที   ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 
แยกชิ้นดีเอน็เอขนาด 3.4 กิโลเบส ซึ่งเปนชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 ออกจาก    

อะกาโรสเจลดวย Geneclean II Kit (BIO101, USA) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัท     
ผูผลิตดังนี้  ตดัอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนกัชิ้นอะกาโรสเจลโดยใสไว
ในหลอดไมโครฟวจ    เตมิสารละลายโซเดยีมไอโอไดดปริมาตร 3 เทาของปริมาตรชิ้นอะกาโรสเจล 
บมที่อุณหภูม ิ 45-55 Oซ เปนเวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด   เติมสาร
แขวนลอยทีเ่ขากันของ glass milk ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร  ผสมใหสารละลายดีเอ็นเอเขากนักับ 
glass milk แลวบมเปนเวลา 5 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง  ระหวางบมใหกลับหลอดเบาๆเพื่อปองกัน 
glass milk ตกตะกอนทุก 1-2 นาที   นาํไปปนตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
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รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 วินาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash ปริมาตร 
500-700 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 3 คร้ัง  แตละครั้งที่ลางใหกระจายตะกอนออกใหหมดแลวปนตก
ตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 วนิาท ี เทสวนน้าํใสทิ้ง    ระเหยแหงตะกอน  
แลวชะดีเอ็นเอออกจากตะกอน glass milk ดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
โดยกระจายตะกอนออกใหเขากันดีในน้าํ  หมนุเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 
30 วินาที  ถายสวนน้าํใสทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอละลายอยูไปยงัหลอดไมโครฟวจใหม  เก็บรักษาชิน้ดีเอ็นเอ
ไวที่ -20 Oซ 

 
3.6.1.3  ตดิฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธ ี Random 

labeling  
 

ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยใชชดุติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ
DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้  ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.6.1.2 ปริมาตร 16 
ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครฟวจ   นาํไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี เพื่อแยกสายดีเอน็เอ
แลวแชในน้าํแข็งทันที   เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขากนั    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง    หยดุปฏกิริิยา
โดยแชในน้ําอุน 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที  เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่ถูกติดฉลากดวย digoxigenin 

(DIG)  ดวยการเจือจางดีเอน็เอติดตามใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ตามตารางที่ 
3.4 
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ตารางที่ 3.4  วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลว 
 

หลอดที่เจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ 
ตอ DNA dilution buffer (µl) 

1.  1 : 100 1/99 
2.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 3.3 15/35 
3.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 10 5/45 
4.  หลอดที่ 2 เจือจาง 1 : 10 5/45 
5.  หลอดที่ 3 เจือจาง 1 : 10 5/45 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวหลอด 1-5 อยางละ 1 ไมโครลิตร หยดลงบน

ไนลอนเมมเบรนที่ตัดไวเปนแถบยาวเล็กๆ (strip)  ทําควบคูกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความ
เขมขน 5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  ดวยการเจือจางแบบเดยีวกับวิธีการขางตนแลวหยดลงบน
ไนลอนเมมเบรนอีกแผนหนึง่  ทิง้ไวใหแหง   ตรึงดีเอ็นเอใหเกาะติดบนเมมเบรนดวยการวาง     
เมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 360 นาโนเมตร  แลวนําไป
จุมในสารละลายแตละชนิดตามลําดับข้ันตอนดังที่แสดงไวในตารางที่ 3.5 
 
ตารางที่ 3.5  ขั้นตอนการหาปริมาณดีเอ็นเอติดตามที่ติดฉลาก 
 

หลอดท่ี สารละลาย เวลา (นาที) 
1 Blocking solution 2 
2 Antibody solution (1 : 5,000 ใน  

Blocking solution) 
3 

1 Blocking solution 1 
3 Maleic acid buffer 1 
4 Detection buffer 1 
5 Color-substrate solution 5-30 

 
 
 
 



 40

 บมแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณจากการไฮบริไดซสีมวง
น้ําเงิน   เมื่อจุดสีบนแถบทดสอบขึ้นจนชดัเจนทกุจุดแลวใหลางแถบทดสอบดวยน้าํกลั่น  ทิ้งไวให
แหง    เทยีบสทีี่ไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  โดยที่ดีเอ็นเอมาตรฐานมีความเขมขนดังนี้ 50, 15, 5, 1.5, 
0.5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร  ตามลําดับ 
  

3.6.2  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจโีนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 
และสายพันธุกลาย D2 สําหรับการไฮบริไดซ 
 

3.6.2.1  สกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และสายพนัธุ
กลาย D2 
 

สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 
ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชือ้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมหิองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)    ถายเชื้อปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นําไปหมนุเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาท ี ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เทสวนน้าํใสทิง้    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข15) 
ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง  จากนั้นเติม 10% 
SDS (ภาคผนวก ข5) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข25) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอดไปมา  
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง    แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความ    
เขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไปมา    เติมสาร
ละลาย CTAB/NaCl  (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอด
ไปมา  แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลายคลอโรฟอรม/  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข20) ในปริมาตรที่เทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย 
(ประมาณ 0.7-0.8 มิลลิลิตร)  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชนั  นําไปหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที    ถายเฉพาะสวนน้าํใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้น
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวน
ตะกอนไปดวย)   จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก 
ข19) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปน
อิมัลชัน  นาํไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที   นําสวนน้าํใสที่อยู
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เหนือช้ันตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอด
ใหม  แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลบัหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอน
ขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  หมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาท ี  เทสวน
ของไอโซโปรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 
1 มิลลิลิตร ทาํซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลางเก็บตะกอนทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวน
น้ําใสทิ้ง   สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดไประเหยใหแหงสนิท   แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน        
บัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร        
(ภาคผนวก ข26) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
3.6.2.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลืน่ 

260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสงูกวา 2.0 แสดงวามี  
อารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 
คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
 ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
 
 3.6.2.3 ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 และสายพันธุดั้งเดิมของ Rhizobium sp. 

สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
 

ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 และสายพันธุดั้งเดิมของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ประมาณ  10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ (Promega, USA) อยาง
สมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต    โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังแสดงในขอ 3.6.1.2   จากนั้น
แยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไวดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
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 3.6.2.4  ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน  (Southern blot) 
 

นําดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ที่ตัดแลวจากขอ 3.6.2.3 มาทําอะกาโรสเจลอีเลค
โทรโฟเรซิสเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน  1 kb DNA ladder  ใชดีเอ็นเอของ       
สายพันธุ CU-A1 เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control) และใชพลาสมิด pSUP2021 ที่ตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control)  จากน้ันยอมอะกาโรส
เจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  แลวถายภาพเก็บไวโดยใชไมบรรทัดแนบดานขางอะกาโรสเจลเพื่อระบุ
ระยะทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ  

 
เตรียมอะกาโรสเจลเพื่อถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน  โดย

ลางชิ้นอะกาโรสเจลดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล ในกลองพลาสติก  โดยใหสารละลาย
ทวมอะกาโรสเจลเขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที  เทสารละลายทิ้ง    เติม denaturation buffer 
(ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร หรือเติมใหทวมอะกาโรสเจล  เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 
นาที แลวเทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 คร้ัง  จากนั้นเติม 
neutralization buffer (ภาคผนวก ข7) เปนเวลา 15 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง  ทาํซ้ํา 2 คร้ัง 

 
การถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธ ี Capillary 

transfer (Sambrook และ Russell, 2001) ทาํโดยวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว  
กําหนดขนาด A คือขนาดเทากับขนาดของแผนอะกาโรสเจล  ขนาด B คือขนาดความกวางเทากบั
ดานกวางของอะกาโรสเจลแตความยาวจะยาวกวาดานยาวของอะกาโรสเจล ตัดไนลอนเมมเบรน
ใหมีขนาด A จํานวน 1 แผน  ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด A จํานวน 2 แผน และขนาด B     
จํานวน  1 แผน    ตัดกระดาษทชิชูใหมีขนาด A เพื่อใชเปน paper towel สูงประมาณ 5 
เซนติเมตร   การจัดวางชัน้ตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน
ดังแสดงไวในรูปที่ 3.1 โดยเริ่มจากการเติม 20XSSC (ภาคผนวก ข8) ซึ่งเปน transfer buffer     
ลงในกลองพลาสติกปริมาตรพอประมาณ    นาํกระดาษกรองขนาด B ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC    
วางพาดบนแผนกระจกโดยใหปลายทัง้สองขางของกระดาษกรองแชในบัฟเฟอรเพือ่เปนสะพานให 
20XSSC เคลื่อนที่ข้ึนมา  จากนัน้วางกระดาษกรองขนาด A ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC ซอนขึ้นดานบน  
แลวนําอะกาโรสเจลที่เตรียมไววางลงดานบนในลักษณะที่คว่าํหนาเจลลงดานลาง    วางไนลอน
เมมเบรนที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC ลงบนเจล ตองระวงัไมใหเกิดฟองอากาศขึ้นในแตละชั้น    จากนัน้
จึงวางกระดาษกรองขนาด A  แลววางชัน้ของกระดาษทิชชูและน้ําหนักกดดานบน  ตามลาํดับ    



 43

ยึดชั้นตางๆใหมั่นคงดวยกระดาษกาว และระวังไมใหชั้นทิชชูแตะโดนอะกาโรสเจลหรือกระดาษ
กรองดานลาง  ตั้งทิ้งไวใหบัฟเฟอรเคลื่อนที่ข้ึนมาเปนเวลาขามคืน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1  แผนภาพแสดงการจัดวางชัน้ตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมม
เบรน  โดยวิธี Capillary transfer 
  
 ภายหลงัจากการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน  ยกชัน้กระดาษ
ที่อยูเหนือไนลอนเมมเบรนออก  แลวใชกรรไกรที่สะอาดตัดที่มุมดานหนึง่เพื่อเปนการระบุดานของ
ไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเออยู    นาํไนลอนเมมเบรนมาใสในกลองลางดวย 2XSSC (ภาคผนวก  
ข9) โดยการเขยาเปนเวลา 15 นาที  จากนั้นนําไปซับใหแหงและตรึงดีเอ็นเอใหติดบนไนลอน      
เมมเบรนดวยการนาํไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 
นาที   เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน 
 
 
 
 
 
 

กระดาษกรอง

แผนกระจก

สารละลาย 20XSSC

น้ําหนัก

กระดาษทิชชู 

ไนลอนเมมเบรน

อะกาโรสเจล 
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3.6.3 ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium ดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
 

ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอน็เอมาใสถงุ
พลาสติกสาํหรับไฮบริไดเซชันและผนกึดานขางใหสนทิดวยเครื่องผนกึที่ใชความรอนดังรูปที ่ 3.2   
เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข12) ซึ่งอุนไวที่อุณหภูมิที่จะทาํไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42 Oซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเซนติเมตร    ไลฟองอากาศออกใหหมด  
จากนั้นผนึกปดใหสนิท    นําไปบมที่อุณหภูมิ 42 Oซ  เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2  ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสําหรับทําไฮบริไดเซชัน 
 
เตรียมสารละลายดีเอ็นเอตดิตามทรานสโปซอน Tn5 สําหรับการไฮบริไดซ  โดยเติม        

ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร     
(ใหมีความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยู
ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon tube)   จากนั้นผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดเบาๆ      
แลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี เพื่อดีเนเจอรสายดีเอ็นเอติดตาม ทาํใหเย็นลงที่
อุณหภูมิไฮบริไดซ 

 
 

ถุงไฮบริไดซ
ไนลอนเมมเบรน 

แนวผนึก

แนวผนึก 
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เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลวตัดถุงพลาสติกออก    เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้ง 
แลวยายเมมเบรนมาที่ถงุพลาสติกใบใหม    จากนั้นผนึกดานขางถุงเหมือนเดิม    เทสารละลาย   
ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่เตรียมไวขางตนลงไป    ไลฟองอากาศออกใหหมด  ปดผนกึ
ดานบน 2 คร้ัง  นาํไปบมที่อุณหภูม ิ 42 Oซ  ดวยการเขยาเบาๆ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) 
สารละลายดีเอ็นเอติดตามที่ใชแลวกลับนํามาใชไดอีกหลายครัง้ดวยการเก็บรักษาในหลอด
พลาสติกฝาเกลียวที่อุณหภมูิ –20 Oซ    เมือ่นํามาใชในครั้งตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามเพิม่อีก 2-
3 ไมโครลิตร และกอนใชตองดีเนเจอรดีเอ็นเอติดตามทีอุ่ณหภูมิ 68 Oซ เปนเวลา 10 นาท ี  (ระวัง
อยาตมจนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเสียสภาพ) 

 
เมื่อเสร็จสิ้นไฮบริไดเซชันแลว  นาํไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอน็เอติดตามสวนเกนิออก  

โดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกบัไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย 
2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข10) ปริมาตร 30-50 มลิลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง  พรอมกับการเขยา
เบาๆ เปนเวลา 15 นาท ี แลวเทสารละลายทิ้ง ทาํซ้ํา 2 คร้ัง    จากนั้นลางอกี 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข11) ที่อุณหภูมิ 68 Oซ เปนเวลา 15 นาที  แลวเทสารละลายทิ้ง   

 
ตรวจหาตาํแหนงดีเอน็เอของ Rhizobium ที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน 

Tn5  ดวยวธิี Enzyme immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัท  
ผูผลิตดังนี้ (ทุกขั้นตอนทาํที่อุณหภูมิหอง)   เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดเีอ็นเอติดตามสวน
เกินออกแลวมาลางดวย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข12) ในกลองพลาสตกิโดยใชปริมาตร
ทวมไนลอนเมมเบรน  เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง    จากนั้นเติม blocking solution 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง  แลวเตมิ 
antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอน
ใชในหลอดพลาสติกฝาเกลยีว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที  เทบัฟเฟอรทิง้  
แลวลาง Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทบฟัเฟอรทิง้ ทาํซ้ํา  2 คร้ัง    เติม detection buffer ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง    จากนัน้เตรียมสบัสเตรท NBT/BCIP (ภาค
ผนวก ข12) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที ่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลยีวทีหุ่มใหมืด)    ยายไนลอน       
เมมเบรนมาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนกึดานขางเชนเดียวกับข้ันไฮบริไดซ จากนั้นเทสับสเตรทที่
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เตรียมไวลงในถุง  ไลฟองอากาศออกแลวผนึกปดถงุ  นาํไปบมในที่มดื (หามเขยา) ตั้งทิง้ไวจนกวา
จะเกิดแถบสีชดัเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง – 16 ชั่วโมง)    เมือ่เสร็จสิ้นการบมกับสับสเตรทแลวนาํ 
เมมเบรนออกจากถงุพลาสติกมาลางในน้าํกลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาท ี  ซับและ
ตากใหแหงจึงเก็บใสถุง 
 
3.7  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1        
ที่มีทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยู  
 

3.7.1  สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
 

ตัดดีเอ็นเอสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่เตรียมไวอยางสมบรูณดวย 
เรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ตามวิธีในขอ 3.6.1.2   นําดีเอ็นเอที่ตดัไดไปทําอะกาโรสเจล   
อีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มีชิน้ดีเอน็เอที่ใหสัญญาณกับดเีอ็นเอ     
ติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยเทียบผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.6.3  จากนั้นสกัดดเีอ็นเอออก     
จากอะกาโรสเจลดวยวิธี Electroelution    โดยลางถุงไดแอลิซิสที่เตรียมไว (ภาคผนวก ข30)  ดวย
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  ปดปลายดานหนึ่งของถุงโดยใชตวัหนีบ (clamp)   นําอะกาโรสเจลที่มี
ช้ินดีเอ็นเอที่ตองการแยกใสลงในถุงไดแอลิซิส  เติมบัฟเฟอร 1XTAE ที่ปลอดเชื้อปริมาตรไมเกิน 
400 ไมโครลิตร ไลฟองอากาศออกจากถงุใหหมดแลวปดปลายอีกดานที่เหลือ  ทําอีเลคโทรโฟเร
ซิสชิ้นเจลในบัฟเฟอร 1XTAE ใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เพื่อใหดีเอน็เอหลุด
ออกจากเจลมาอยูที่สารละลาย   จากนั้นกลับขั้วไฟฟาและทําอีเลคโทรโฟเรซิสซํ้า   ใชความตาง
ศักย 200 โวลต เปนเวลา 2 นาที  เพื่อใหดีเอ็นเอที่ติดอยูกับถุงไดแอลิซิสหลุดออกมาอยูใน       สาร
ละลาย  นําสารละลายที่ไดมาปนเพื่อกาํจดัเศษอะกาโรสเจลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 1 นาที   ถายสารละลายดีเอ็นเอในบฟัเฟอร 1XTAE  สูหลอดไมโครฟวจใหม    สกัดดวยฟ
นอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอเริม่ตน  ผสม
โดยการเขยาจนกระทั่งสารละลายเปนอิมัลชัน  นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000   รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที   ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/         ไอโซ
เอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ตกตะกอนพลาสมิดดวยเอธานอล   โดยเตมิ
โซเดียมอะซีเตทคาความเปนกรด-ดาง   5.2   ความเขมขน 3 โมลาร      (ภาคผนวก ข24)    
ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอน็เอสุดทาย   ผสมใหเขากนัแลวจึงเติมเอธานอล
สัมบูรณปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดทาย    ผสมใหเขากันแลวนําไป           
ตกตะกอนที่อุณหภูมิ  –20 Oซ เปนเวลา 60 นาที หรือ ที่อุณหภมูิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาที  นําไป
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หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง    
จากนั้นลางตะกอนดีเอน็เอดวยเอธานอล 70% โดยการหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง  ระเหยเอธานอลใหแหง   ละลาย   ดี
เอ็นเอกลับในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 

3.7.2  สกัดและทําพลาสมิดเวกเตอรใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน  
 
            สกัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก E. coli DH5α ดวยชุดสกัด  
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)    ตัดพลาสมิดอยาง
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI  แลวนําพลาสมิดที่ตัดไดไปทําอะกาโรสเจล         
อีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลมุตรงบริเวณทีม่ีชิ้นดีเอน็เอ   จากนัน้สกดัดีเอ็นเอออก    
จากอะกาโรสเจลดวยวธิี Electroelution ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 3.7.1    
ละลายพลาสมิดที่ไดในน้ําปลอดเชื้อปลอดประจุดวยปริมาตรที่เหมาะสม 
 

3.7.3  ไลเกชัน (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 
 

ไลเกทชิน้ดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-)  
ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ในขอ 3.7.3 ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 

 
ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 ประมาณ 300 นาโนกรัม  3 ไมโครลิตร  
พลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI/EcoRI  
ประมาณ 50-200 นาโนกรัม     1 ไมโครลิตร 
10X ไลเกชันบัฟเฟอร       1 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase ความเขมขน 3 หนวยตอไมโครลิตร  1 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      4 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชนัที่อุณหภูมิ 16 Oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  (อัตราสวนระหวางชิน้ดีเอ็นเอสอด

แทรกและพลาสมิดเวกเตอรสามารถแปรผันไดตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ) 
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3.7.4  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.3 เขาสู Escherichia coli DH5α 
และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีทรานสโปซอนสอดแทรกอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
 

3.7.4.1  ทําคอมพีเทนตเซลล (competent cell)   
 

 เตรียมคอมพเีทนตเซลลทาํดวยวิธ ี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 
2001)   โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก   
ก3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูม ิ 37 Oซ เปนเวลาขามคนื (16-18 ชั่วโมง)     
เพื่อใชเปนหวัเชื้อ  จากนั้นถายหัวเชื้อปริมาตร 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT 
ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask  นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ  จนกระทั่ง OD600           
มีคาเทากับ  0.3-0.5     

 
เตรียมสารละลาย MgSO4/CaCl2 (เตรียมกอนใชและทกุขั้นตอนทําในอางน้ําแข็ง) 

โดยผสมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 ที่ปลอด
เชื้อและเย็นความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขา
กันแลวตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็งใหไดอุณหภมูิ 4 Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 ที่ปลอดเชื้อ
และเย็นความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัแลวเติมน้าํปลอดประจุ    
ปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร    แชในอางน้ําแข็งจนกวาจะใช 

 
เมื่อเซลลเจริญจนถงึคา OD600 ที่ตองการ    ถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ

ปริมาตร 35 มิลลิลิตร  ที่เยน็จํานวน 2 หลอด     จากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวย
เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่อุณหภูม ิ 4 Oซ  ความเร็วใน
การหมนุเหวีย่ง 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที  (ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทาํที่อุณหภูม ิ4 Oซ ตลอด)   
เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง   เติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่เยน็ปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร     ลงใน
ตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย MgSO4/CaCl2 (หามใชเครือ่งปน
ผสม)   แชหลอดเซนตริฟวจทีม่ีตกตะกอนเซลลและสารละลาย MgSO4/CaCl2 ในอาง น้ําแข็ง  
เปนเวลา 30-45 นาที  นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ความเร็ว 4000 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 
10 นาที   เทสวนน้ําใสทิ้ง  จากนัน้เติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่เยน็ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ลง
ในตะกอนเซลลอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย MgSO4/CaCl2    แชในอางน้าํแข็ง
เปนเวลา 45 นาที  หรือมากกวา    แลวเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อปริมาตร   875      ไมโครลิตร  
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ผสมใหเขากนัเบาๆ  แบงใสในหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อทีเ่ย็นปริมาตรประมาณหลอดละ      
100-300 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ 
 

3.7.4.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน  
  

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.3 เขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α  ดวยวธิี Heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้   นําคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ  ใสรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ไลเกทไวจากขอ 3.7.4 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากนัแลวนําไปบมในอางน้าํแข็งเปนเวลาอยางนอย 30 นาที  โดย heat shock ที่อุณหภูมิ 
42 Oซ เปนเวลา 90 วินาท ี  เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้าํแข็งทนัทเีปนเวลา 2 นาที  แลวจงึเติม
อาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร    ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ       
เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง     

 
3.7.4.3  คดัเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่

ตองการ 
 

คัดเลือกโคโลนีของ E. coli DH5α ซึ่งมีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มทีรานสโปซอน Tn5 
สอดแทรกอยูดวยวิธ ี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยนําสาร
ละลายแขวนลอยของ E. coli DH5α ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวจากขอ 3.7.4.2 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง LB ซึ่งผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
ความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   และเกลีย่บนผิวอาหารดวย X-gal (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก   
ข27) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 
1 โมลาร (ภาคผนวก ข28) ปริมาตร 7 ไมโครลิตรไวแลว  หลงัจากเกลี่ยเชื้อบมทีอุ่ณหภูมิ 37 Oซ  
เปนเวลาขามคืน 
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คัดเลือกทรานสฟอรแมนททีม่ียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย      
คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน    
10 โคลนตอ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน แลวนํามา 
สกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้  ถายเชื้อ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นาํไปหมนุเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เทสวนน้ําใสทิ้งใหหมด   นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก 
ข21) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนั้น
เติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข21) ที่เตรียมใหมปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการ
กลับหลอด 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็ง   จากนัน้เติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข21) ที่เย็น 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด 2-3 คร้ัง  ตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็งเปน
เวลา 3-5 นาท ี  นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี    ถายเฉพาะ
สวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร  แลวเติมเอธานอลสมับูรณ ปริมาตร 2 
เทาของสวนน้าํใส  กลับหลอดไปมา  ผสมใหเขากนัแลวนําไปตกตะกอนที่อุณหภูมิ –20 Oซ       
เปนเวลา 60 นาท ี หรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาท ี  แลวนําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 15 นาท ี เทสวนของเอธานอลสัมบูรณทิ้ง    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอ
ที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เยน็จัด ปริมาตรประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลาง
เก็บตะกอนเปนเวลา 5 นาท ี คอยๆเทสวนน้าํใสทิ้ง   สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยให 
แหงสนิทแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้าํปลอดเชื้อปลอดประจุ 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A 
เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก   เก็บที่อุณหภูมิ  
–20 0ซ 

 
นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดทีส่กัดไดมาคัดเลือกดวยวธิ ี Dot blot hybridization 

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตําแหนงโคลนให  
ชัดเจน   ระหวางนั้นแชไนลอนเมมเบรนในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อเพื่อไลฟองอากาศออก   ตม        
รีคอมบิแนนทพลาสมิดในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาที  แลวแชในอางน้ําแข็งทันที   นําเมมเบรนออก
จากน้ําแลวตัง้ทิ้งไวใหเมมเบรนแหงหมาด  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาวมาหยด    
ลงบนแตละชองที่ระบุตําแหนงไวคร้ังละ 1 ไมโครลิตร   รอใหแหงแลวหยดซ้าํจนครบ 3-5 
ไมโครลิตร  โดยใชพลาสมดิ pSUP2021 เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control)  และพลาสมิด 
pBluescript KS(+/-) เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control)    เมื่อหยดตัวอยางครบและแหง
แลวนําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาท ี เพื่อตรึงดีเอ็นเอให
ติดกับเมมเบรนแลวนาํไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม Tn5 จากขอ 3.6.1  ดวยวธิีการและขั้นตอน
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ตามทีก่ลาวไวแลวในขอ 3.6.3    เมื่อไดกลุมโคลนทีใ่หผลบวกกับดีเอ็นเอติดตามแลวนาํกลุมโคลน
มาสกัดแยกรคีอมบิแนนทพลาสมิดของแตละโคลนแลวนําไปทาํ Dot blot hybridization ซ้ําอีก
คร้ัง  เพื่อหาโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ตองการ   จากนัน้นํารีคอมบิแนนทที่ใหผลบวกกบั     
ดีเอ็นเอติดตามไปตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่จดจาํบริเวณที่โคลน (cloning site) เพื่อแยกชิน้     
ดีเอ็นเอสอดแทรกออกจากพลาสมิดเวกเตอรแลวนําไปทํา Southern hybridization ดวยดีเอน็เอ
ติดตาม Tn5 ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ  3.6.3     
 
3.8 หาลาํดับนิวคลีโอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอนที่เกีย่วของกับการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลนีจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ลําดับนิวคลีโอไทดของทรานสโปซอน 

 
3.8.1  หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนและเปรียบเทยีบลําดับ     

นิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีอยูใน GenBank 
 

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพร
เมอร TN5-OE (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545)  ซ่ึงจําเพาะตอลําดับเบสของปลายทรานสโปซอน 
Tn5  ทําโดยหนวยบริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ
(สวทช.)  ซ่ึงตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคือ รีคอมบิแนนทพลาสมิด
ในขอ 3.7.4.3 ที่สกัดจาก E. coli DH5α ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Qiagen, Germany)  แลวละลายดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนที่ไดมาวิเคราะหดวย

โปรแกรม DNASIS และนําไปเปรยีบเทียบกับขอมูลที่มีอยูใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX   
ซ่ึงเปนโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลวจึงนําขอมูลสวนที่
เปนลําดับกรดอะมิโนที่ไดเขาไปเปรียบเทยีบกบัขอมูลที่เปนลําดับกรดอะมิโนของยนีที่มีอยูใน 
GenBank 
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3.9  คนหาชิน้สวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุด้ังเดิม Rhizobium sp. CU-A1  
ที่มีชิ้นสวนของยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซแีนพธลิีนอยูดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 

3.9.1 ออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 
 

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรโดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอที่อยู
ติดกับทรานสโปซอน Tn5 ที่หาไดจากขอ 3.8  ซึง่คาดวาลําดับนิวคลีโอไทดดงักลาวนาจะเปนยนี 
ที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    จากนัน้ออกแบบทั้ง forward primer และ reverse 
primer ตั้งชื่อวา DOXF และ DOXR  ตามลําดับ  

 
3.9.2  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 
            สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี้     
- MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร     3   ไมโครลิตร  
  (ความเขมขนสุดทาย 1.5  มิลลิโมลาร) 
- 10X Taq DNA polymerase buffer     5    ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 
- สารละลาย DOXF primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   2.5 ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
- สารละลาย DOXR primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   2.5 ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1    ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 
- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 
  (ปริมาณสุดทาย 2.5 หนวย) 
 
ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.7.4.3 ความเขมขน 10 พิโคกรัมตอไมโครลิตร        1    ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                34.5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ                  50    ไมโครลิตร 
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             โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
 
              hot start  ที่อุณหภูมิ 95 Oซ เปนเวลา 3 นาที 
              denaturation  ที่อุณหภูมิ 95 Oซ เปนเวลา 1 นาที 
              annealing  ที่อุณหภูมิ 48 Oซ เปนเวลา 1 นาที            30 รอบ 
              extention  ที่อุณหภูมิ 72 Oซ เปนเวลา 1 นาที 
 final extention  ที่อุณหภูมิ 72 Oซ เปนเวลา 4 นาที 
  
 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตามโปรแกรมที่ตั้งไว  ตรวจสอบผลิตภัณฑทีเ่กิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอีเลค
โทรโฟเรซิส 
 

3.9.3  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.9.2 มาสรางเปนดเีอ็นเอติดตามดวยการทําอะกาโรส
เจลอีเลคโทรโฟเรซิสแยกชิน้ดีเอ็นเอที่เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ตองการออกจากดีเอ็นเออื่นๆ   และ
สกัดแยกเฉพาะชิ้นดีเอน็เอดงักลาวออกจากอะกาโรสเจล   จากนัน้ติดฉลากดวย DIG โดยใช     
ชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1    
 

3.9.4  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจโีนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 
สําหรับการไฮบริไดซ 
 

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 อยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม    จากนั้นทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวเคลื่อนยายดีเอ็นเอ  
จากอะกาโรสเจลไปสูไนลอนเมมเบรนตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.2 
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3.9.5  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอตดิตาม 
DOX 
 

นําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอจากขอ 3.9.4 มาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX ซ่ึงได
เตรียมไวในขอ 3.9.3 ตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.3  โดยมีดีเอ็นเอ       แม
แบบที่ใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรสในขอ 3.9.2 เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control) 
และพลาสมิด pBluescript KS(+/-) เปนตัวควบคมุผลลบ (negative control)  
 
3.10  โคลนชิน้ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ที่มยีีนที่เกีย่วของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีน 
 

3.10.1 ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเขายังพลาสมิดเวกเตอรและทรานสฟอรมรีคอม         บิ
แนนทพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 
 

3.10.1.1  สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 

 ตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่เตรียมไวอยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซม EcoRI ตามวธีิในขอ 3.6.1.2   นําดีเอ็นเอที่ตัดไดไปทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส     
ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มีชิน้ดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอน็เอติดตาม DOX โดยเทยีบ
ผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.10.5  จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยวิธี 
Electroelution ตามวิธีในขอ 3.7.1 
 

3.10.1.2  สกัดและทําพลาสมิดเวกเตอรใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน  
 

สกัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก E. coli DH5α ดวยชุดสกดั 
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)  ตัดพลาสมิดอยาง
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  แลวนาํพลาสมิดที่ตดัแลวมาสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ตกตะกอนพลาสมิดแลวละลายพลาสมิดทีไ่ดใน Tris-HCl คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 8.0 ดวยปริมาตรที่เหมาะสม (นอยกวาปริมาตรเริ่มตนกอนทีจ่ะสกัดดวยฟนอล/
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล) 
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3.10.1.3  การกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร  
 

กําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอรเพื่อปองกันการเชื่อมกันเองของ
ปลายสายพลาสมิดเวกเตอรที่ถูกตัดใหเปนปลายเปด โดยใช Alkaline phosphatase (Promega, 
USA) ตามวิธขีองบริษัทผูผลิต  โดยเริ่มจากการเจือจาง Alkaline phosphatase  จากหลอดตั้งตน
ความเขมขน 1  หนวยตอไมโครลิตร ใหไดความเขมขน 0.01 หนวยตอไมโครลิตร  ดวยการใชสวน
ผสมของการเจือจางดังนี้ 

 
Alkaline phosphatase 1 หนวยตอไมโครลิตร                1 ไมโครลิตร 
10X บัฟเฟอร      10 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     89 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ               100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั (ควรเตรียมใหมกอนใชทุกครั้งหรือเก็บรักษาไวใชไดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  

ไมเกิน 1 สัปดาห) 
 
จากนั้นเพิ่มปริมาตรของสารละลายพลาสมิดเวกเตอรจากขอ 3.10.1.2 ใหมีปริมาตร 

40 ไมโครลิตร  ตามที่บริษัทผูผลิตกําหนด  แลวทําสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 
พลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-)/EcoRI 1-5 ไมโครกรัม 40 ไมโครลิตร 
10X บัฟเฟอร        5 ไมโครลิตร 
Alkaline phosphatase 0.01 หนวยตอไมโครลิตร    5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ      50 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ 37 Oซ เปนเวลา 30 นาที    จากนัน้เตมิ Alkaline phosphatase          

ที่เจือจางแลวความเขมขน 0.01 หนวยตอไมโครลิตร ปริมาตรเทาเดิมลงไปอีกครั้ง  แลวบมที่
อุณหภูมิ 37 Oซ ตอไปอีกเปนเวลา 30 นาที ตอจากนี้สกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล  และตกตะกอนดวยเอธานอลตามขั้นตอนดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.2  สุดทาย
ละลายพลาสมิดเวกเตอรดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อในปริมาตรที่เหมาะสม (ปริมาตรนอยที่สุดที่
จะละลายดีเอ็นเอไดและนอยกวาปริมาตรเริ่มตน) 
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ไลเกทชิน้ดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.10.1.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pBluescript 
KS(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซม EcoRI ในขอ 3.10.1.3 ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  ดังแสดงในขอ 3.7.3 
 

3.10.2  คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 

คัดเลือกทรานสฟอรแมนททีม่ียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยวิธ ี Dot 
blot hybridization ตามวิธทีี่กลาวไวในขอ 3.7.4.  แลวนาํไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX 
จากขอ 3.9.3 ดวยวิธกีารและขั้นตอนตามที่กลาวไวแลวในขอ 3.7.4.3    เมื่อคัดเลือกกลุมโคลนที่มี
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการไดแลวก็นํากลุมโคลนมาสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดของแตละโคลน  
แลวนําไปทํา Dot blot hybridization ซ้ําอีกครั้ง  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทที่ใหผลบวกกับดีเอ็นเอ
ติดตามไปตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซมที่จดจําบริเวณที่โคลน (cloning site) เพื่อแยกชิน้ดีเอ็นเอ 
สอดแทรกออกจากพลาสมดิเวกเตอร   จากนั้นนําไปทํา Southern hybridization ดวยดีเอ็นเอ   
ติดตาม DOX  ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ  3.6.3     

 
เมื่อคัดเลือกโคลนที่ตองการไดแลวหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิแนนทพลาสมิด ตามวธิีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 3.9 
โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบางสวนทีอ่ยูขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 ทีท่ราบขอมูลแลวกอนหนานี้    ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบางสวนไดมาจาก primer 
walking  บางสวนไดมาจากการสบัโคลนและใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 
พลาสมิดเวกเตอรในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดเีอ็นเอสอดแทรก    เมื่อไดขอมูลของลําดับ
นิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรกครบถวนแลวจึงนําไปวิเคราะหหาแผนที่การตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมโดยละเอียด  รวมทั้งหากรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ในการถอด
รหัสของยนีเปนเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชการวเิคราะหดวย
โปรแกรม DNASIS และรวมไปถึงการหาความเหมอืนและบริเวณที่คาดวาจะเปนกรอบอานรหัส
เปดโดยเทียบกับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX  

 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544)  ไดกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวย 
ทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน  ไดสายพันธุกลายชนิดตางๆ ที่มีความบกพรองในการยอย    
สลายอะซีแนพธิลีน  และศึกษาความสามารถในการเจริญในแหลงคารบอนตางๆ  พบวาสายพันธุ
กลาย D2 ไมสามารถเจริญในอะซีแนพธิลีน และแนพธาลีน  แตสามารถเจริญในอะซีแนพโธ      
ควิโนน  และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  นาจะเกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน 
Tn5 ที่ยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีน  จากสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ซึ่งมีความ  
บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยใชตัวติดตาม 
ทรานสโปซอน Tn5  

 
4.1 คนหาชิ้นสวนดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1  ที่มีชิ้นทรานสโปซอนแทรกสอดอยูดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 
 ติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่สอดแทรกอยูในดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 โดยเทคนิค
เซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับตัวติดตาม Tn5   ทําการไฮบริไดซในสภาพความเขมงวดสูง (high 
stringency) กับดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2  ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ตามที่ได
บรรยายในขอ 3.6.2.3  ผลไฮบริไดเซชันเปนดังที่แสดงในรูปที่ 4.1   พบวาเกิดสัญญาณไฮบริไดซ
ตางกัน  ในขณะที่สายพันธุ CU-A1 ซึ่งไมมีทรานสโปซอนอยูไมใหสัญญาณการไฮบริไดซ  สวน 
พลาสมิด pSUP2021 ที่ตัดดวย HindIII  จะใหสัญญาณเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.4 กิโลเบส  ซึ่ง
เปนดีเอ็นเอที่นําไปใชสรางเปนดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
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รูปที่ 4.1  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม 
ทรานสโปซอน Tn5 
 
 

ก.) ข.)
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4.2  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่มีทรานสโป
ซอน Tn5 สอดแทรกอยู 
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.1  ทําใหทราบขนาดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2  ที่มี 
ทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยู  เลือกชนิดเรสทริกชันเอนไซมที่ใชตัดดีเอ็นเอสายพันธุกลาย D2 
ที่ใหสัญญาณขนาดที่เหมาะสมในการโคลน ไดแก BamHI และ EcoRI  ซึ่งจะใหชิ้นดีเอ็นเอขนาด 
7 กิโลเบส  มาโคลนเขาในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ตามวิธีการดังกลาวไวแลวในขอ 3.7  
จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E.coli DH5α 
 
 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยูทําไดโดยคัดเลือก
ดวยวิธี Blue/White selection โดยคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) เชื่อม
กับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  คัดเลือกโคลน      
ดังกลาวมาทดสอบจํานวน 560 โคลน   จากนั้นสุมผสมโคลนทั้งหมด 10 โคลนตออาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากนั้นนํา 
พลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 ตามวิธีที่ไดกลาวไวแลว
ในขอ 3.7.4.3   ผลสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.2  จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้น
แสดงวามีโคลนที่มีชิ้น ดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ          
ตัวอยางกลุม D2 และ G4 
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รูปที่ 4.2  Dot blot  hybridization  ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ไดจากสายพันธุ
กลาย D2 ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5   
 
ชองที่ A1 และ J6 พลาสมิด pSUP2021 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ J5 พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-J4  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนผสม 
 
 
  คัดเลือกตัวอยางกลุม D2 ซึ่งประกอบดวยโคลนตางๆ 10 โคลน  มาคัดแยกใหไดโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ  โดยการแยกเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิด
ดวยวิธี alkaline lysis   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอ 
ติดตาม Tn5 อีกครั้ง   พบวาโคลนที่ B1 และ D2 ใหผลบวกหลังจากทําไฮบริไดเซชัน  แสดงวา
โคลนดังกลาวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ จึงเลือกโคลน D2 มาศึกษา  และตั้งชื่อพลาสมิดนี้วา pD2N 
ดังแสดงในรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3  Dot blot  hybridization  ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม 
D2  ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5  
 
ชองที่ A1   พลาสมิด pSUP2021 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2  พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ B1-F2  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม D2 
 
 
 จากนั้นตัดพลาสมิด pD2N ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI และเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ  ทําเซาทเธอรนไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 เพื่อระบุตําแหนงการตัด    
เรสทรกิชันเอนไซมและตําแหนงดีเอ็นเอติดตามบนชิ้นดีเอ็นเอดังแสดงในรูปที่ 4.4   และยังเปนการ
ยืนยันโคลนดวยเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยใชดีเอ็นเอติดตาม Tn5  โดยสัญญาณที่เกิดขึ้นใน
สวน  ดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ที่ถูกตัดออกจากตําแหนงโคลน (cloning site) ของพลาสมิด 
pBluescript KS (+/-) ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ขนาดประมาณ 7.0 กิโลเบส      
จากนั้นนําขอมูลดังกลาวไปสรางแผนที่เรสทริกชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังแสดงในรูปที่ 4.5 
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รูปที่ 4.4  ก.)  อะกาโรสเจลของพลาสมิด pD2N ที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ เพื่อระบุตําแหนงการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรน   
ไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 

ก.) ข.)
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รูปที่ 4.5  แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของพลาสมิด pD2N 
 
4.3 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอน 
 

 หาลําดับนิวคลีไอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร
ที่จําเพาะตอปลายของทรานสโปซอน Tn5 (TN5-OE primer)  ซึ่งมีทิศทาง 5’        3’  ออกจาก 
ทรานสโปซอน  ผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดแสดงในรูปที่ 4.6  เมื่อนําไปเทียบความเหมือน 
(homology) ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ดวย
โปรแกรม BlastX ซึ่งจะทําการแปลงลําดับนิวคลโีอไทดดังกลาวใหเปนลําดับกรดอะมิโน  ผลแสดง
ใหเห็นวาลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับ       
กรดอะมิโน α subunit ของไดออกซิจีเนสที่ถอดรหัสมาจาก dbdCa ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W เทากับ 69% (Accession NO.AB121977.1)  ซึ่งสามารถ
ยอยสลายไดเบนโซไทโอพีน 
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             10         20         30         40         50 
  5' TTGTGTATAA GAGTCAGCTA CATGACGATC CTCGGGCCGA AAGTGACCGA 
                  DOXF primer
         60         70         80         90        100 
     ATACCTGACT GCCGGACCGG CCTATGAGGA AGCGACGCGC CGCCTGGGCA 
            110        120        130        140        150 
     AGTCGCGGAC CGATGTACAC TTGTGTCACT GCAACATTTT CCCGAATCTG 
            160        170        180        190        200 
     TCGTTCCTGG CAGGAATCAA CACGGTCCGC ATGTGGCAGC CACGCGGCCC 
            210        220        230        240        250 
     CAACGAGATC GAGGTCTGGA CCTTCACCGT GGTGGACAAG ACCGCCCCGG 
            260        270        280        290        300 
     CCGAGATCAA GGAAGAATGG AGCCGCAACG TTTCGCGCAC CTTCTCGGCA 
            310        320        330        340        350 
     GGTGGCGTGT TCGAGCAGGA CGATGGCGAG AACTGGTGCG ACATCCAGCA 
            360        370        380        390        400 
     GGTGCTGAAG GGGCACGTCG CCCAGCAGCA GAAGTTCAAC ATCGAGATGG 
            410        420        430        440        450 
     CCTCTCACAC GATTACGACC GAGAATCCCG AGGGCTTTCC TGGGATCAGC 
            460        470        480        490        500 
     TTCGCGTACA CCTATGGTTG AGGAATCGGC ACGCGGAATG TATCGCTACT 
         DOXR primer 
            510        520        530        540         
     GGACGCAGAT CATGACAGCC CCGGACTGGC CCTCCATCCG 3' 

 
 
รูปที่ 4.6  ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ลําดับ     
นิวคลีโอไทดสวนที่เปนอักษรหนาแสดงถึงสวนที่เปนทรานสโปซอน Tn5  ตัวอักษรปกติ
คือ  ดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  ตัวอักษรที่ขีดเสนใตคือบริเวณที่ออกแบบเปน     
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรใชสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อสรางดีเอ็นเอ     
ติดตาม DOX และลูกศรแสดงทิศทาง 5’         3’ ของไพรเมอร 
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4.4  คนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
 

4.4.1  ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพื่อนํา   
ผลิตภัณฑ PCR ไปสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  สามารถนํามาใช
ในการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับดีเอ็นเอดังกลาวโดย forward primer   
ตั้งชื่อวา DOXF และ reverse primer  ตั้งชื่อวา DOXR  โดยบริเวณที่ออกแบบเปนโอลิโก          
นิวคลีโอไทดไพรเมอรตามที่แสดงไวในรูปที่ 4.6  จากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการ 
ที่กลาวไวแลวในขอ 3.9.2  โดยใชพลาสมิด pD2N ที่มีสวนของดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 ดังกลาวเปนแมแบบ   ผลิตภัณฑ PCR (PCR product)  มีขนาด 438 bp  ตามที่คาดหมาย
ดังแสดงในรูปที่ 4.7  นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําการติดฉลากดวย DIG  ตามขั้นตอนและวิธีการ
ที่กลาวไวแลวในขอ 3.6.1  ตั้งชื่อดีเอ็นเอติดตามนี้วาดีเอ็นเอติดตาม DOX (DOX-probe) 

 
รูปที่ 4.7  อะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ที่จะนําไปสรางเปนดีเอ็นเอ
ติดตาม 
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4.4.2  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ดวยดีเอ็นเอติดตามที่
จําเพาะกับยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน (DOX-probe) 
 
 หาตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  บริเวณที่มียีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายอะซีแนพธิลีน  โดยนําดีเอ็นเอติดตาม DOX  มาไฮบริไดซในสภาพความเขมงวดสูง 
(high sringency)  กับดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ   ผลการไฮบริไดซเปนดังที่แสดงในรูปที่ 4.8   พบวา Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1  ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดตางๆกัน   
ในขณะที่พลาสมิด pBluescript KS(+/-)   ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI (ตัวควบ
คุมผลลบ) ไมใหสัญญาณการไฮบริไดซ  และพลาสมิด pD2N ที่ตัดดัวยเรสทริกชันเอนไซม 
BamHI/EcoRI (ตัวควบคุมผลบวก)  ใหสัญญาณเฉพาะสวนแทรกสอดขนาดประมาณ 7.0      
กิโลเบส 
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รูปที่ 4.8  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมตางๆ  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเชซันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX  

ก.) ข.) 
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4.5  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีน 
 
 ผลไฮบริไดเซชันที่ไดในขอ 4.4 ทําใหทราบตําแหนงของดีเอ็นเอที่มียีนที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณที่ศึกษาอยูดังกลาว  ซึ่งเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดจะให
สัญญาณที่แตกตางกัน  ในที่นี้คัดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  
เพื่อการโคลนโดยการเชื่อมดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขายังพลาสมิด pBluescript 
KS(+/-) ตามวิธีการในขอ 3.10.1 จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E.coli DH5α 
 
 สําหรับวิธีการคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนในบริเวณดังกลาวทําไดโดยขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 4.2  จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา 
Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX ตามวิธีการในขอ 3.7.4.3  ผลของสัญญาณ
จากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.9 จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอ     
ที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ  ตัวอยางกลุม C6 และ D2 

 
รูปที่ 4.9  Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ไดจากสายพันธุ 
CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
ชองที่ A1 และ F6 พลาสมิด pD2N (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ F5 พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-F4  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนผสม 
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 คัดเลือกตัวอยางกลุม C6 ซึ่งประกอบดวยโคลนตางๆ 10 โคลน  มาคัดแยกใหไดโคลนที่
ตองการ  โดยแยกเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis  
จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX  อีกครั้ง 
ตามวิธีการที่ไดกลาวแลวใน 3.7.4.3  ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.10  
ตามสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวาโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) คือ C2 ตั้งชื่อ  
รีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pDE 

 
 
รูปที่ 4.10  Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม
C6 ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
ชองที่ A1   พลาสมิด pD2N (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2  พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ B1-F2  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม C2 
 
 จากนั้นตัดพลาสมิด pDE ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI และเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ  และทําเซาทเธอรนไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX เพื่อระบุตําแหนงเรสทริกชันเอนไซม
และตําแหนงดีเอ็นเอติดตามบนชิ้นดีเอ็นเอดังแสดงในรูปที่ 4.11 และ 4.12  และยังเปนการยืนยัน
โคลนดวยเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยใชดีเอ็นเอติดตาม DOX  โดยสัญญาณที่เกิดขึ้นในสวน     
ดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ที่ถูกตัดออกจากตําแหนงโคลน (cloning site) ของพลาสมิด 
pBluescript KS (+/-) ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI ขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  นอกจากนี้นํา
ไปสรางแผนที่เรสทริกชันภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาวดังแสดงในรูปที่ 4.13 
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รูปที่ 4.11  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอพลาสมิด pDE ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมเด่ียว
ชนิดตางๆ  เพื่อหาตําแหนงเรสทริกชันเอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)  สัญญาณ
จากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก.) ข.)
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รูปที่ 4.12  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอพลาสมิด pDE ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมคูชนิด
ตางๆ  เพื่อหาตําแหนงเรสทริกชันเอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)  สัญญาณจาก
เซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
 

ก.) ข.)
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รูปที่ 4.13  ก.)  ภาพแสดงแผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pDE และตําแหนงของดีเอ็นเอ
ติดตาม DOX ในบริเวณชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)-ง.)  แสดงรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ได
มาจากการสับโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด pDE เพื่อนําไปใชในการหาลําดับ
นิวคลีโอไทด ไดแก พลาสมิด pDEB (ข.) pDBH (ค.) และ pDS (ง.)  
 

ก.) 

ข.) 

ค.) 

ง.)
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4.6 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากพลาสมิด  
pDE 
 
 การหาลําดับนิวคลีโอไทดในที่นี้ใชทั้งวิธี primer walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่
จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวและหาลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาว 
และอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย universal primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดาน
หนึ่งของพลาสมิดพาหะในรีคอมบิแนนทพลาสมิดของสับโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภาย
ในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรคีอมบิแนนทพลาสมิด     
 
 จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกทั้งชิ้นในพลาสมิด pDE ไดลําดับ
นิวคลีโอไทดขนาด 5891 bp ตามที่แสดงไวในรูปที่ 4.14 จากรูปพบวาเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนดังกลาวไปวิเคราะหโดยโปรแกรม BlastX ที่แปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรด     
อะมิโนจากนั้นนําไปเทียบความคลายคลึงกับกรดอะมิโนของยีนตางๆใน GenBank (ภาคผนวก ค) 
ไดพบกรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) จํานวน 5 กรอบ ซึ่งมีทิศทางการถอด
รหัสไปทางเดียวกัน  เรียงตามลําดับดังตอไปนี้ 
 1. กรอบอานรหัสเปดที่ 1 (ORF1) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 434 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับ α subunit ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCa ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 76%  ใหชื่อ 
ORF1 วา acnAc 
 2. กรอบอานรหัสเปดที่ 2 (ORF2) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 185 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับ β subunit ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCb ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1)  เทากับ 60%  ใหชื่อ 
ORF2 วา acnAd 
 3. กรอบอานรหัสเปดที่ 3 (ORF3) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 101 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCc ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 71% ใหชื่อ 
ORF3 วา acnAb 
 4. กรอบอานรหัสเปดที่ 4 (ORF4) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 277 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (dihydrodiol dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย 
dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W  (Accession No. 
AB121977.1)  เทากับ 67% ใหชื่อ ORF4 วา acnB 
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 5. กรอบอานรหัสเปดที่ 5 (ORF5) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 466 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย phnF ของ 
Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เทากับ 65%  ใหชื่อ 
ORF5 วา acnF  ORF5 เปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ กลาวคือยังไมสามารถพบรหัสหยุด
การแปลรหัสที่ตําแหนงสุดทายของ ORF 
 พบบริเวณที่คาดวาจะเปนตําแหนงโปรโมเตอร  และตําแหนงจับเกาะของไรโบโซม 
(putative ribosome binding site) กอนหนากรอบอานรหัสเปดทุกกรอบ   จากขอมูลของลําดับ
นิวคลีโอไทดสามารถนําไปสรางแผนที่เรสทริกชันโดยละเอียดดังแสดงในรูปที่ 4.15 จากรูปนอก
จากจะแสดงบริเวณจดจําของเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของ พลาสมิด 
pDE โดยสมบูรณแลวยังไดแสดงใหเห็นถึงบริเวณที่เปน ORF ตามที่กลาวมาแลวขางตนและแสดง
ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดในสายพันธุกลาย D2 ดวย 
 นอกจากนี้ยังนําลําดับกรดอะมิโนของกรอบอานรหัสเปดที่ 1 (acnAc) และกรอบอานรหัส
เปดที่ 2 (acnAd)  มาสราง phylogenetic tree   ใชโปรแกรม Clustal W version 1.6  ทํา 
multiple alignment   และสราง phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม PHYLIP version 3.572c 
(SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE)  ดังแสดงในรูปที่ 4.16 และ 4.17 ตามลําดับ 



 75

1    5'GAATTCCTCGGCACCCGCATGGTATTCCACACCGGGGTAGTCCACATATGCGGTTTCGAG 
 
61     GTTCAGCGCGGCGAGGGGCGGATAGGCCGCCATAATCGCGTCGCGGCTGTCGAACAGCGC 
              
121    GGCCAGAAGCGCCTTGACTCGTTCGTCGGGAACATGCGCGCCGACCACCAGCACATTGTC 
 
181    CCAGGTGAGCATCATGATTGGCTTCTCGACGCCGACCCGAACCGGCGCGGGCGTGACTTC 
 
241    CGTGAAATAGTAGGTCGGCCGATGCTTGCGCACCGCTGCTAAGGCCGCCTCGCCCGAGGC 
  
301    AACTTCCAGGAAGCGGACCCCGCCGACTGAGGCGCCGACTTCGGCCACCTTCGGCCCGCC 
  
361    CACCGCGAAAAAGGCAGCATCCGTCTGCCCCGAAACAAGCGCGTCGGCTCCGCGGATGAG 
  
421    TTCGGGCATCGGCACGCCGACCACTTCGTCATAGCTGATCCCGTCGGCCTCGAGCAGCGC 
 
481    GCTCACCAGTGGGCGGTTGAGCGGAAACGCCTCCCAACCGGAGGGCACACGCATACCCTT 
 
541    GAGGTCGGACACGCGAATCATTTTCGAGTCGGCTCGCACGAAAAGCCCGACCGGGAAGGA 
  
601    ATTGATCCGGGCCACGACCCGCAGGTTCGGCATCGGCGCCGAATATTCGCCGGACCCGTC 
  
661    GACTGCGGTGATCACATCGTTGATATCATTCAGCGAATACTCGGCCAGCGCGTCGTTGAC 
  
721    GGCCTGCATCATCTGGCTGTTGCCGCCATAGGGCTGAACAACCAGCCTGCCACCGTCGGC 
 
781    CTTGCGGGCCTCGGCGGCGATGACCGACGCCATGGTGTTCCATACAGAACCGGCGGGCGG 
 
841    GGTCGCAATCGCCTCAACCTGCGCAGAAGCATTGCCTGACACCAGACACGCAAAAATTGC 
  
901    GACCGTCGAAAGTCGTGCCGAAAACAGCTTGCTCATTTTCATCCTCCCTTTGTTGTCGAT 
  
961    GCGCTGGTCTGGATCTTACCTCCCTGCCAGTCCGGCAAAAGAATGTTATCCAGATTTCAG 
 
1021   AAAATTGAAAGCATGCTTTTTTTTATTGCCGAGATTTTCAGAATGCGATAACAAGCTGTG 
  
                                                       -35 
1081 GAGCTTGGGGATCGCGGAGGGGCTGTTTGGTCCCAGGCCAATTTTTGTTCCAACGGGAGG 
 
            -10                                             RBS 
1141   AAGTTCAAATGAATGCCAGTGTGCAGGGCGCTTTGCGCTCATACTCCGACGCCGAAATTC 
 
            ORF1 (acnAc) 
1201   TCGGGATGATTGACGAGAAAGCCGGAGTCTACAATCCGAAGATCTACACGGACGAATCGC 
1           M  I  D  E  K  A  G  V  Y  N  P  K  I  Y  T  D  E  S  L   
 
1261   TCTACAAGCTTGAACTGGAGCGCATCTTCGCCCGCACCTGGGTCTGCATGGGCCATGAGT 
20       Y  K  L  E  L  E  R  I  F  A  R  T  W  V  C  M  G  H  E  S   
 
1321   CGCAGATTGCCAAGCCGGGTGACTTCATCACGGCCTACATCGGCGAGGATCCTGTCGTCG 
40       Q  I  A  K  P  G  D  F  I  T  A  Y  I  G  E  D  P  V  V  V   
 
1381   TGTCGCGGCAGAAGGATGGAAGCATTCGCGTGTTCCTGAACCAGTGTCGGCATCGCGGTA 
60       S  R  Q  K  D  G  S  I  R  V  F  L  N  Q  C  R  H  R  G  M   
 
1441   TGCGCATCTGCCGCGCCGACTCTGGCAATGCGAAGGCGTTCACCTGCACCTACCATGGCT 
80       R  I  C  R  A  D  S  G  N  A  K  A  F  T  C  T  Y  H  G  W   
                   Rieske [2Fe-2S] binding motif 
 
1501   GGGCCTACAACCAGGGCGGCGAACTTGTCAGTGTCCCGATGGAGCAGGAAGCCTTCGGTG 
100      A  Y  N  Q  G  G  E  L  V  S  V  P  M  E  Q  E  A  F  G  G   
 
 

                                                               (มีตอหนาถัดไป)   
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1561   GCTGCCTGAACAAGAAGGAGTGGGGCCCGAAGCAGGCGCGGGTCGACACCTACAAGGGTC 
120      C  L  N  K  K  E  W  G  P  K  Q  A  R  V  D  T  Y  K  G  L   
 
1621   TGATCTTCGCGAACTGGGATGCTGAAGCTCCATCGCTTGACGAGTATCTGGGCGAGGCCA 
140      I  F  A  N  W  D  A  E  A  P  S  L  D  E  Y  L  G  E  A  K   
 
1681   AATTCTACATGGACATCATGCTCGACCGCTGCGAGGGCGGCACAGAGGCGGTGCCCGGCA 
160      F  Y  M  D  I  M  L  D  R  C  E  G  G  T  E  A  V  P  G  I   
 
1741   TCCAGAAGTGGGTCATCCCCTGCAACTGGAAGTTCGCTGCCGAGCAGTTTGCGTCGGATG  
180      Q  K  W  V  I  P  C  N  W  K  F  A  A  E  Q  A  A  S  D  A   
 
1801   CCTACCACGCCGGCACGACCTCACATCTGTCCGGCATCATGGCGGGCGTGCCGGACGACG  
200      Y  H  A  G  T  T  S  H  L  S  G  I  M  A  G  V  P  D  D  V   
        mononuclear Fe2+ binding motif      
 
1861   TGGATCTGTCGCAGGTCGCACCGCCGACCACGGGGCTGAACGTCCACATGTCGAACGGCC 
220      D  L  S  Q  V  A  P  P  T  T  G  L  N  V  H  M  S  N  G  H   
 
1921   ACGGCTGCGGCCTGTTCTTGCGCAACCCGATGTTCTACATGACGATCCTCGGGCCGAAAG 
240      G  C  G  L  F  L  R  N  P  M  F  Y  M  T  I  L  G  P  K  V   
 
1981   TGACCGAATACCTGACTGCCGGACCGGCCTATGAGGAAGCGACGCGCCGCCTGGGCAAGT  
260      T  E  Y  L  T  A  G  P  A  Y  E  E  A  T  R  R  L  G  K  S   
 
2041   CGCGGACCGATGTACACTTGTGTCACTGCAACATTTTCCCGAATCTGTCGTTCCTGGCAG  
280      R  T  D  V  H  L  C  H  C  N  I  F  P  N  L  S  F  L  A  G   
 
2101   GAATCAACACGGTCCGCATGTGGCAGCCACGCGGCCCCAACGAGATCGAGGTCTGGACCT 
300      I  N  T  V  R  M  W  Q  P  R  G  P  N  E  I  E  V  W  T  F   
 
2161   TCACCGTGGTGGACAAGACCGCCCCGGCCGAGATCAAGGAAGAATGGAGCCGCAACGTTT 
320      T  V  V  D  K  T  A  P  A  E  I  K  E  E  W  S  R  N  V  S   
 
2221   CGCGCACCTTCTCGGCAGGTGGCGTGTTCGAGCAGGACGATGGCGAGAACTGGTGCGACA 
340      R  T  F  S  A  G  G  V  F  E  Q  D  D  G  E  N  W  C  D  I   
 
2281   TCCAGCAGGTGCTGAAGGGGCACGTCGCCCAGCAGCAGAAGTTCAACATCGAGATGGCCT 
360      Q  Q  V  L  K  G  H  V  A  Q  Q  Q  K  F  N  I  E  M  A  S   
 
2341   CTCACACGATTACGACCGAGAATCCCGAGGGCTTTCCTGGGATCAGCTTCGCGTACACCT 
380      H  T  I  T  T  E  N  P  E  G  A  P  G  I  S  F  A  Y  T  Y   
 
2401   ATGGTGAGGAATCGGCACGCGGAATGTATCGCTACTGGACGCAGATCATGACAGCCCCGG 
400      G  E  E  S  A  R  G  M  Y  R  Y  W  T  Q  I  M  T  A  P  D   
 
2461   ACTGGCCCTCCATCCGCGAGATCAAGCCGCTTCCGGTTGCGGCGGAATAACGCTCCACTG 
420      W  P  S  I  R  E  I  K  P  L  P  V  A  A  E  *  
 
2521   GCGGCGACAGTTCGCTGACTAGTCAGATAGTCAGCCGGAATGCCCGGCAGGCACCATAAT 
 
              RBS      ORF2 (acnAd)  
2581   GCATTGGGAGGAAACCATGCTCGATACTACCTTCAAAACCGCCTTTGAGCGCAAGCCGAA 
1                      M  L  D  T  T  F  K  T  A  A  E  R  K  P  K   
 
2641   GACCGTTTCCCTTGAGCTTCAGCACGAGGTCGAACAATTCCTGTACTGGGAGACTAAGCT 
16      T  V  S  L  E  L  Q  H  E  V  E  Q  F  L  Y  W  E  T  K  L   
 
2701   GCTGACGGATCGCCGTTACGAGGAATGGTTCGGCCTTCTCGCTTCGGATCTGCGCTATTG 
36 L  T  D  R  R  Y  E  E  W  F  G  L  L  A  S  D  L  R  Y  W   
 
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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2761   GATGCCGATACGCTCGACCAGGATCATGCGCGAAGTCGCTCAGGAATACACCGACGAGAA 
56      M  P  I  R  S  T  R  I  M  R  E  V  A  Q  E  Y  T  D  E  N   
 
2821   CGGCTTCGCCCATTTTGACGACAACTGGCACACGATGAAGGGCCGGATCAAGAAGATCAT 
76      G  F  A  H  A  D  D  N  W  H  T  M  K  G  R  I  K  K  I  M   
 
2881   GTCGGATGTGGGCTGGTCCGAGAACCCGGCCTCGCGTCTGCGGTATCTGGTCGGCAACGT 
96      S  D  V  G  W  S  E  N  P  A  S  R  L  R  Y  L  V  G  N  V   
 
2941   GATGATCGTACCCGAGAGCGACAACGAGCTGAATGTCGTTTCCGCGATGATGATCTACCG 
116     M  I  V  P  E  S  D  N  E  L  N  V  V  S  A  M  M  I  Y  R   
 
3001   CACGCGGCAGGAGCGTCAGCTGGACGTGTTCGCTTGCGAGCGCCACGATGTGCTGCGTCG 
136     T  R  Q  E  R  Q  L  D  V  F  A  C  E  R  H  D  V  L  R  R   
 
3061   CGTCGACAGCGAGGCCGGTTTCGAGATTGCGAGCCGTAAGGTTCTGGTGGATCAGAGCAC 
156     V  D  S  E  A  G  F  E  I  A  S  R  K  V  L  V  D  Q  S  T   
 
                                              RBS   ORF3 (acnAb)     
3121   GATCCTGTCGAACAACCTCAGCTTCTTCTTCTGATAGGGGGAAAAATGGCGTGGACAAAA 
176     I  L  S  N  N  L  S  F  F  F  *             M  A  W  T  K 
 
3181   GCTTTCCCTTCGGCAGACCTGCCGGAGGGAGAAATGAAACAATTTGCCGGGGCGGCAGAG 
6      A  F  P  S  A  D  L  P  E  G  E  M  K  Q  A  A  G  A  A  E   
 
3241   CCGATCCTGATCTGCAAGCTGGGCGGCAAGGTGCACGCTGTTCAGGATACCTGCACGCAC 
26     P  I  L  I  C  K  L  G  G  K  V  H  A  V  Q  D  T  C  T  H   
 
3301   GACACCTGGTCGCTAGCAGATGGCTTTCTGGAGGACGGGATCGTCGAGTGCAGCCTTCAC 
46     D  T  W  S  L  A  D  G  A  L  E  D  G  I  V  E  C  S  L  H   
                     Rieske [2Fe-2S] binding motif 
 
3361   TTCGCAAAGTTCTGTGTAAGAACTGGTCAAGTTAAGGCGCTTCCTGCCTGTGACGCCCTC 
66     F  A  K  F  C  V  R  T  G  Q  V  K  A  L  P  A  C  D  A  L   
  
3421   AAGGTCTTCCCAGCAAAAATCGAGAACGACTTTATCTACATCGACTGCTGATACAGAATT 
86     K  V  F  P  A  K  I  E  N  D  A  I  Y  I  D  C  *    
 
                    RBS        ORF4 (acnB)                       
3481   ACGAAAGCAAAGGGAGGAAAAGCAATGCAACTCAAGGATCAAGTCGCGCTCGTGACGGGC 
1                              M  Q  L  K  D  Q  V  A  L  V  T  G   
  
3541   GGCGGGTCAGGTCTTGGTCGGGCCATTGTCGAGCGATACGTGGAAGAGGGTGCACACGTC 
13     G  G  S  G  L  G  R  A  I  V  E  R  Y  V  E  E  G  A  H  V   
 
3601   GCAATCTTCGATCGTTCGCACGAACGCATCGAAGAAGTTACGCGGGCGCTTGGCGGCAAG 
33     A  I  F  D  R  S  H  E  R  I  E  E  V  T  R  A  L  G  G  K   
 
3661   GTCATTGGCATCGCCGGCGACGTGCGCGAGATGGCCGACAACAAGCGGGCAGTGGTTGAA 
53     V  I  G  I  A  G  D  V  R  E  M  A  D  N  K  R  A  V  V  E   
 
3721   TGTGTGAAGGCTTTTGGCAAACTTGATACCCTGGTCGGCAATGCCGGCGTCTGGGACTGG 
73     C  V  K  A  A  G  K  L  D  T  L  V  G  N  A  G  V  W  D  W   
 
3781   TCGAAATCGCTGGTGTCCACAGCGGACGATGCACTCGTCAGCGCCTTTGACGAGATGTTC 
93     S  K  S  L  V  S  T  A  D  D  A  L  V  S  A  A  D  E  M  F   
 
3841   GCGATCAACGTCAAAGGTTACGTCCTTGCTGCCAAGGCGGCGTTGCCCGAGCTGTACAAA 
113    A  I  N  V  K  G  Y  V  L  A  A  K  A  A  L  P  E  L  Y  K   
 
3901   TCCAAGGGGCAGATGATCTTCACCGCCTCGAATGCATCGTTCTATCCTGGTGGCGGCGGC 
133    S  K  G  Q  M  I  F  T  A  S  N  A  S  F  Y  P  G  G  G  G   
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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3961   GTTCTCTACACCGCGACGAAACATGCCGTGGTCGGTATGATCAAGCAGATGGCGCACGAG 
153    V  L  Y  T  A  T  K  H  A  V  V  G  M  I  K  Q  M  A  H  E   
  
4021   TTCGCGCCTCATGTGCGGGTTAACGGCGTCGCCCCTGGCGGTATCGGCGGCAGCAACCTT 
173    F  A  P  H  V  R  V  N  G  V  A  P  G  G  I  G  G  S  N  L   
 
4081   GCCGGCATCGGTGCCCTTGGCCAGGCGGGACAGAAGTTCTCGGAGCTGCCGCTGAACGAC 
193    A  G  I  G  A  L  G  Q  A  G  Q  K  F  S  E  L  P  L  N  D   
  
4141   CTGATGAAGCAGATGCTGCCGCTCGAGCGAGCGTTCCACGCTCGGGAATATGCCGGTGCA 
213    L  M  K  Q  M  L  P  L  E  R  A  F  H  A  R  E  Y  A  G  A   
 
4201   TATGTGTTCTTCGCAAACCGCAAGGACAACCAGCCGGGAACCGGCGGCGTGCTGAACTTC 
233    Y  V  F  F  A  N  R  K  D  N  Q  P  G  T  G  G  V  L  N  F   
 
4261   GATGGCGGTATCGGCATGCGTGGCTTCGCGTCCGCAAACATGGGCGCCGAACTGGTCGAA 
253    D  G  G  I  G  M  R  G  F  A  S  A  N  M  G  A  E  L  V  E   
 
4321   GCCTTCGGTAACGCCTGAATCGGCCGGGGCAGTTTCGAACTCTGTTACCGGATCGAACCT 
273    A  F  G  N  A  *    
 
4381   GCTTCGGGGCTGATATGACCGACTGTCCTAGACCGGACCGAGCCGGTTGATGGCTGTTGC 
 
                                                 RBS        ORF5    
4441   GCCCGGCATGGCTACCGGGTGCGGGCATCGACAAACCAACAGGAGGAAACGCAATGGATA 
1                                                           M  D  T   
       (acnF) 
4501   CTTTGCTCTATATCGACAACGAGGCGCGCGGCGCGACTGACAACGAAACCTTCGCCCGCC 
4        L  L  Y  I  D  N  E  A  R  G  A  T  D  N  E  T  F  A  R  R   
 
4561   GCTCGCCGGTGACCGGCGAGGTCGTCACCCAGGGGGCCGCGGCGAAGTCGGAGGATGCGC 
24       S  P  V  T  G  E  V  V  T  Q  G  A  A  A  K  S  E  D  A  L   
 
4621   TTGCGGCGATCGATTCGGCGCAGCGCGCATTCGTGACTTGGTCCCAGACCGGTCCGGGCC 
44       A  A  I  D  S  A  Q  R  A  F  V  T  W  S  Q  T  G  P  G  Q   
 
4681   AGCGTCGCGTGCTGCTGATGCGCGCCGCCGACGAGATCGAGAAGCGCACCGAAGACTTTG 
64       R  R  V  L  L  M  R  A  A  D  E  I  E  K  R  T  E  D  A  V   
 
4741   TCGTCGCCATGAAGGGCGAGGTTGGCGCCGGCGAGCTCTGGGCGCGCTTCAACGTGATGC 
84       V  A  M  K  G  E  V  G  A  G  E  L  W  A  R  F  N  V  M  L   
 
4801   TTGCGGCGAACGTGTTCCGCGAAGCCGCAGCAATGACCACGCAGATTCAGGGGCGCACCA 
104      A  A  N  V  F  R  E  A  A  A  M  T  T  Q  I  Q  G  R  T  I   
 
4861   TTCCCTCGGACAAGCCGGGTACGCTGTCGATGACCGTGCGCCAGCCGGTTGGCGTAATCC 
124      P  S  D  K  P  G  T  L  S  M  T  V  R  Q  P  V  G  V  I  L   
 
4921   TCTCGATCGTGCCGTGGAACGGGCCGATCGTGCTGGCGGCGCGCGCCATCGCCTATCCGC 
144      S  I  V  P  W  N  G  P  I  V  L  A  A  R  A  I  A  Y  P  L   
 
4981   TAATGTGCGGCAACACGGTCGTTTTCCGTGCCTCGGAAACCTCGCCCAAGACGCACGCCC 
164      M  C  G  N  T  V  V  F  R  A  S  E  T  S  P  K  T  H  A  L   
 
5041   TGGTGGCAGAGGCAGTCTATGCCGCAGAGTTCCCGGCCGGAACGCTGAACTTCGTGACCA 
184      V  A  E  A  V  Y  A  A  E  F  P  A  G  T  L  N  F  V  T  N   
 
5101   ACGATCCGAAGGACGCCCCCGAAGTCATCGAGACCATGATCGCCCACCCGGCGGTGCGCC 
204      D  P  K  D  A  P  E  V  I  E  T  M  I  A  H  P  A  V  R  R   
 
 
 
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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5161   GCGTCAACTTCACCGGCTCGACCAACGTCGGCCGGATCATAGGCGAGAAATGCGGCCGCC 
224      V  N  F  T  G  S  T  N  V  G  R  I  I  G  E  K  C  G  R  H   
                  NAD+ binding fold 
 
5221   ATCTCAAGCGGTGCATCCTGGAGCTTGGCGACAAGTCGCCGATGGTCGTGCTGCGCGATG 
244      L  K  R  C  I  L  E  L  G  D  K  S  P  M  V  V  L  R  D  A   
                Active site of aldehyde dehydrogenase 
 
5281   CCGACATCGACGGCGCAGTGAACGCGACGATTTTCGGAGCCTTTCTCTACCAGGGACAGA 
264      D  I  D  G  A  V  N  A  T  I  F  G  A  A  L  Y  Q  G  Q  I   
 
5341   TCTGCATGTCGACCGAGCGGGTCATCGTCGAGGAGCCGATCGCCGACGCCTTCGTAGAGA 
284      C  M  S  T  E  R  V  I  V  E  E  P  I  A  D  A  F  V  E  K   
 
5401   AGCTTGCGGCACGCGCTGCCCAGCTTCAGGCCGGCGACCCGCGCACCCAGGCCGCCTGCG 
304      L  A  A  R  A  A  Q  L  Q  A  G  D  P  R  T  Q  A  A  C  A   
 
5461   CACTTGGCCCGGTCGTGAGCCAGGGTGCCGCAGACCGGCTAAACGCACTTCTTGACGACG 
324      L  G  P  V  V  S  Q  G  A  A  D  R  L  N  A  L  L  D  D  A   
 
5521   CAGTCGCCAAGGGGGCGGAGCTCAGGTCCGGCGGTCACGCCGACCACACGCTGATGTCGG 
344      V  A  K  G  A  E  L  R  S  G  G  H  A  D  H  T  L  M  S  A   
 
5581   CGACCGTGCTTGACGGTGTCACCTCAAAGATGCGCATCTATTCGGAAGAAGCCTTCGGCC 
364      T  V  L  D  G  V  T  S  K  M  R  I  Y  S  E  E  A  F  G  P   
 
5641   CCATCCTGCAAGTGATCCGGGTGAAGGACGCAGACGAGGCGGTGCACGTTGCCAACGACA 
384      I  L  Q  V  I  R  V  K  D  A  D  E  A  V  H  V  A  N  D  T   
 
5701   CGGAATATGGTCTCTCGTCCGCCGTGTTCGGTACCGACATGACCCGTGCGCTCGATGTGG 
404      E  Y  G  L  S  S  A  V  F  G  T  D  M  T  R  A  L  D  V  A   
 
5761   CGATGCGCATCCAGACCGGTTCTGTCCACATTAACGGCGCCACCGTCGCCAACGAGGCGC 
424      M  R  I  Q  T  G  S  V  H  I  N  G  A  T  V  A  N  E  A  Q   
 
5821   AGGCTCCTTATGGTGGGACCAAGGCAAGTGGGTGGGGTCGTTTCGACAGCCAGGCTGTGA 
444      A  P  Y  G  G  T  K  A  S  G  W  G  R  F  D  S  Q  A  V  I   
 
5881   TCGAGGAATTC 3' 
464      E  E  F   
 
 
 

 
รูปที่ 4.14  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pDE ขนาด 5891 bp  ลูกศรแสดงทิศทางการถอด
รหัสเปนกรดอะมิโนของยีน  ตัวอักษร M แสดงกรดอะมิโนเมธิโอนีนซ่ึงเปนจุดเริ่มตนการ
ถอดรหัส (start codon)  เครื่องหมาย * แสดงรหัสสิ้นสุดการถอดรหัส (stop codon) ของ
บริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด  ตําแหนง –35 และ –10 เปนบริเวณโปรโมเตอร  ลําดับ
นิวคลีโอไทดตัวหนาเปน putative ribosome binding site (RBS)  กรดอะมิโนที่อยูในกรอบ
อานรหัสเปดเดียวกนัแสดงดวยอักษรสีน้ําเงินและกรดอะมิโนที่อยูตางกรอบอานรหัสเปด
แสดงดวยอักษรสีแดงและสีเขียว  กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษของโปรตีนแสดงไวใน
กรอบสี่เหลี่ยม 
 



 
รูปที่ 4.15  แผนที่เรสทริกชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากพลาสมิด pDE ขนาด 5891 bp   แสดงตําแหนงที่เปนกรอบอานรหัสเปด (ORF)  ดีเอ็นเอ
ติดตาม DOX  ตําแหนงสอดแทรกของทรานสโปซอนในสายพันธุกลาย D2 และทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอรตางๆของชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรกในพลาสมิด pDE    ลูกศรใหญแสดงทิศทางการถอดรหัสเปนกรดอะมิโนของกรอบอานรหัสเปดตามชื่อที่ระบุชื่อไวดานลาง    ลูกศรเล็ก
แสดงทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรตัวตางๆตามที่ระบุชื่อไวดานลางลูกศร โดย           เปนการหาลําดับนิวคลโีอไทดโดยใชไพรเมอร
ที่ออกแบบเอง (designed primer) และ           เปนการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช universal primer    เครื่องหมาย        แสดง ORF ที่ยังไม
สมบูรณ 

User
Text Box
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รูปที่ 4.16  Phylogenetic tree ของ AcnAc จากการ alignment เปรียบเทียบกับลําดับกรด
อะมิโนของยีนประมวลรหัส α subunit  ของไดออกซิจีเนส 23 ชนิด  Bootstrap analysis 
100 replicons. ตัวอักษรในวงเล็บแสดง GenBank accession number. BphA, Comamonas 
testosteroni B-356, (U47637); BphA1, Pseudomonas sp. KKS102, (D17319);  BphA, Burkholderia cepacia LB400, 
(M86348); BphA1, Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, (M83673); BphA1, Rhodococcus globerulus P6, 
(X80041); BphA1, Rhodococcus sp. RHA1, (D32142); PhnAc, Burkholderia sp. RP007, (AF061751); NahA3, 
Pseudomonas puitda BS202, (AF010471); NdoB, Pseudomonas putida NCIB9816, (M23914); NahAc, Pseudomonas 
putida NCIB9816-4, (U49496); NahAc, Pseudomonas putida G7, (M86949); PahAc, Pseudomonas putida OUS82, 
(AB004059); NagAc, Ralstonia sp. U2, (AF036940); NtdAc, Pseudomonas sp. JS42, (U49504); DntAc, Burkholderia 
cepacia DNT, (U62430); NahAc, Pseudomonas stuzeri AN10, (AF039533); PahA3, Pseudomonas aeruginosa PaK1, 
(D84146); NidA, Rhodococcus sp. I24; (AF121905); NarAa, Rhodococcus sp. NCIMB12038, (AF0822663); PhdA, 
Nocardioides sp. KP7, (AB017794); NidA, Mycobacterium sp. PYR-1, (AF249301); DbdCa, Xanthobacter 
polyaromaticivorans 127W, (AB121977.1) 
 
 
 
 
 

scale 

Nah-like group 
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รูปที่ 4.17  Phylogenetic tree ของ AcnAd จากการ alignment เปรียบเทียบกับลําดับกรด
อะมิโนของยีนประมวลรหัส β subunit  ของรหัสไดออกซิจีเนส 22 ชนิด  Bootstrap 
analysis 100 replicon. ตัวอักษรในวงเล็บแสดง GenBank accession number. BphE, 
Comamonas testosteroni B-356, (U47637); BphA2, Pseudomonas sp. KKS102, (D17319);  BphE, Burkholderia 
cepacia LB400, (M86348); BphA2, Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, (M83673); BphA2, Rhodococcus 
globerulus P6, (X80041); BphA2, Rhodococcus sp. RHA1, (D32142); PhnAd, Burkholderia sp. RP007, (AF061751); 
NahA4, Pseudomonas puitda BS202, (AF010471); NdoC, Pseudomonas putida NCIB9816, (M23914); NahAd, 
Pseudomonas putida NCIB9816-4, (U49496); NahAd, Pseudomonas putida G7, (M86949); PahAd, Pseudomonas 
putida OUS82, (AB004059); NagAd, Ralstonia sp. U2, (AF036940); NtdAd, Pseudomonas sp. JS42, (U49504); DntAd, 
Burkholderia cepacia DNT, (U62430); NahAd, Pseudomonas stuzeri AN10, (AF039533); PahA4, Pseudomonas 
aeruginosa PaK1, (D84146); NidB, Rhodococcus sp. I24; (AF121905); NarAb, Rhodococcus sp. NCIMB12038, 
(AF0822663); PhdB, Nocardioides sp. KP7, (AB017794); DbdCb, Xanthobacter polyaromaticivorans 127W, 
(AB121977.1) 
 
 

scale 

Nah-like group  



บทที่  5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี้ไดคัดแยกยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนจากการติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่แทรกสอดเขาในจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 
ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  โดยเทคนิค  
ไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 (Tn5 probe) ในสภาวะความเขมงวดสูง  
จากนั้นโคลนชิ้นดีเอ็นเอ BamHI/EcoRI ขนาดประมาณ 7 กิโลเบส  ที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอ    
ติดตามจากสายพันธุกลาย D2 เขาในพลาสมิด pBluescript KS(+/-)   ตั้งชื่อพลาสมิดวา pD2N    
หาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดพลาสมิด pD2N  โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทด      
ไพรเมอรที่จําเพาะตอปลายของทรานสโปซอน Tn5 (TN5-OE primer) โดยมีทิศทาง 5’     3’ ออก
จากชิ้นทรานสโปซอน   ผลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดเมื่อนําไปหาความเหมือน (homology) ของ   
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank  ดวยโปรแกรม BlastX  ซึ่งจะ
แปลงลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวใหเปนลําดับกรดอะมิโน  ผลที่ไดแสดงใหเห็นวาลําดับกรดอะมิโน
ที่ถอดรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับกรดอะมิโนของ α subunit ของยีน
ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่ถอดรหัสมาจาก dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) ในวิถีการยอยสลายไดเบนโซไทโอพีน  ดังนั้นชิ้น
ดีเอ็นเอดังกลาวของ Rhizobium sp.สายพันธุ D2  จึงนาจะเปนสวนหนึ่งของยีนประมวลรหัส     
ไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  

จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ดังกลาว ไดสราง         
ดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะกับลําดับนิวคลโีอไทดนี้โดยออกแบบ forward primer (DOXF) และ 
reverse primer (DOXR) และทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชพลาสมิด pD2N เปนแมแบบ  
นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดซึ่งมีขนาด 438 bp มาติดฉลากดวย DIG  เพื่อนําไปใชเปนดีเอ็นเอติดตาม
ยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส (ดีเอ็นเอติดตาม DOX หรือ DOX-probe) ใน Rhizobium sp.   
สายพันธุ CU-A1   
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ติดตามตําแหนงของยีนดังกลาวภายในจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 โดยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม DOX   โคลนชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI  
ซึ่งใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX ขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  เขาในพลาสมิด 
pBluescript KS(+/-)  และตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pDE   หาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกทั้งสองสายในพลาสมิด pDE โดยใชวิธี primer walking  และการใช 
universal primer ที่จําเพาะกับพลาสมิดของสับโคลน  นําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด  5891 bp 
ไปเทียบความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX  

เมื่อนํากรดอะมิโนที่ไดจากโปรแกรม BlastX มาพิจารณารวมกับตําแหนงจุดเริ่มตนและ
จุดสิ้นสุดการถอดรหัสเปนโปรตีน  รวมถึงตําแหนงจับเกาะของไรโบโซม (ribosome binding site, 
RBS)  สามารถระบุกรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ไดจํานวน 5 กรอบ         
ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน ดังตอไปนี้ (ดูรูปที่ 4.15 ประกอบ) 
 กรอบอานรหัสเปดที่ 1 (ORF1) หรือ acnAc ลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ α subunit   
ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans       
สายพันธุ127W (Accession No. AB121977.1) ที่สามารถยอยสลายไดเบนโซไทโอพีนเทากับ 
76%  พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับ Rieske [2Fe-2S] คือ CX1HX15-

17CX2H           (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Mason และ Cammack, 1992) ในลําดับกรดอะ
มิโนตําแหนงที่ 74-97 ของ ORF1 ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ 
CRHRGMRICRADSGNAKAFTCTYH   

นอกจากนี้ยังพบบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain ซึ่งจับ Fe2+         

ที่บริเวณเรง คือ DX2HX4-5H (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Jiang และคณะ,1996) ในลําดับ
กรดอะมิโนตําแหนงที่ 198-207 ของ ORF1 ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ 
DAYHAGTTSH และคลายกับกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain ซึ่งจับ Fe2+ ที่บริเวณเรงของ
แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4 คือ DAYHVGWTH 
(Kauppi และคณะ, 1998) 

จากการวิเคราะห phylogenetic tree ของ acnAc ดังแสดงในรูปที่ 4.16  พบวา acnAc
อาจจัดเปนเปนไดออกซิจีเนสชนิดใหมซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการออกซิไดสอะซีแนพธิลีน
ไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล  โดย acnAc มีความคลายกับยีนในกลุมที่ยอยสลายไบฟนิล 
เชน bphA1 ของ Rhodococcus sp. RHA1   มากกวายีนกลุมคลาย nah  ที่ยอยสลายแนพธาลีน
และฟแนนทรีน  เชน nahAc ของ Pseudomonas sp. G7   
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กรอบอานรหัสเปดที่ 2 (ORF2) หรือ acnAd  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ           
β subunit ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดย dbdCb  ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 60%   จึงเปนไปไดวา acnAd  นาจะเปน
หนวยหนึ่งของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส 

จากการวิเคราะห phylogenetic tree ของ acnAd ดังแสดงในรูปที่ 4.17  พบวา acnAd
อาจจัดเปนเปนไดออกซิจีเนสชนิดใหมซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการออกซิไดสอะซีแนพธิลีน
ไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล  โดย acnAd มีความคลายกับยีนในกลุมที่ยอยสลายไบฟนิล 
เชน bphA2 ของ Rhodococcus sp. RHA1   มากกวายีนกลุมคลาย nah  ที่ยอยสลายแนพธาลีน
และฟแนนทรีน  เชน nahAd ของ Pseudomonas sp. G7  

กรอบอานรหัสเปดที่ 3 (ORF3) หรือ acnAb  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ      
เฟอรรีดอกซินที่ประมวลรหัสโดย dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 
127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 71%  พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif)     
ในการจับกับ Rieske [2Fe-2S] คือ CX1HX15-17CX2H (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Mason 
และ Cammack, 1992) ในลําดับกรดอะมิโนตําแหนงที่ 43-65 ของ ORF3 ซึ่งประกอบดวยลําดับ
กรดอะมิโนดังนี้ CTHDTWSLADGALEDGIVECSLH  โดยเฟอรรีดอกซินนี้จะรับอีเลคตรอนจาก
สวนรีดักเทสและสงตอไปยังสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส (Butler และ Mason, 1997)   

กรอบอานรหัสเปดที่ 4 (ORF4) หรือ acnB  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans       
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 67%  โดยไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส
ตองการ NAD+ ทําหนาที่เปนตัวรับอีเลคตรอน  ในการออกซิไดสไดไฮโดรไดออล ไดเปนสาร      
อนุพันธุประเภทไดไฮดรอกซิล  

กรอบอานรหัสเปดที่ 5 (ORF5) หรือ acnF ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับอัลดีไฮด  
ดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย phnF ของ Burkholderia sp. 
สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เทากับ 65%   เอนไซมนี้ตองการ NAD+ และ
ออกซิเจนหนึ่งอะตอมตอปฏิกิริยาเปลี่ยนซาลิไซลัลดีไฮดใหเปนกรดซาลิไซลิก พบบริเวณอนุรักษ 
(conserved motif) ในการจับกับ NAD+ ของ aldehyde dehydrogenase superfamily 
(F/Y)(I/T)G(S/E)(T/P)XX(G/F) (Horn และคณะ,1991) ในลําดับกรดอะมิโนที่ 226-233 ของ 
ORF5   ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ FTGSTNVG  และยังพบวาตําแหนงของบริเวณ
อนุรักษนี้มีความใกลเคียงกับบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 226-233 (FTGSTRVG) 
ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)    
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นอกจากนี้ยังพบบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 249-256 ของ ORF5 ประกอบ
ดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ LELGDKSP ซึ่งคลายกับบริเวณเรง (active site) ของอัลดีไฮด           
ดีไอโดรจีเนสใน Pseudomonas stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999)  ซึ่งมีลําดับ
กรดะมิโนดังกลาวเปน LELGGKSP   โดยอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 ทําหนาที่ในการเปลี่ยนซาลิไซลัลดีไฮดใหเปนกรดซาลิไซลิกในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
และทํางานในลักษณะเดียวกันในวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) 
ดังแสดงในรูปที่ 5.1  ORF5 เปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ กลาวคือยังไมพบรหัสหยุดการ
แปลรหัสที่ตําแหนงสุดทายของ ORF 
 

 
รูปที่ 5.1  การเรงปฏิกิริยาของอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสใน Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) 
 
 

นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอร (promoter)  เหนือกรอบอานรหัสเปด
ที่ 1 ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทด 5’-TTCCAA-3’ และ 5’-TCAAAT-3’ ดังแสดงในรูปที่ 4.14  
ซึ่งคลายกับกับ consensus sequence ของ –35 region และ consensus sequence ของ          
–10 region ของโปรโมเตอรที่รายงานโดย Alberts และคณะ (2002)  ดังแสดงในรูปที่ 5.2 
 

 
รูปที่ 5.2  Consensus sequence  ของโปรโมเตอร (Alberts และคณะ, 2002) 
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กรอบอานรหัสเปดที่พบใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ทั้ง 5 กรอบมีการจัดเรียงตัว
ของ acnAcAdAbBF   คลายกับการจัดเรียงตัวของยีนในกลุมคลาย nah (nah, ndo, dox, pah) 
(Simon และคณะ, 1993; Kurkela และคณะ, 1988; Denome และคณะ, 1993; Takizawa และ
คณะ, 1994)  ซึ่งเปนยีนกลุมที่มีการอนุรักษสูง ดังแสดงในรูปที่ 5.3 
 

 
รูปที่ 5.3  การเรียงตัวของยีนในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของกลุมคลาย 
nah  เปรียบเทียบกับ acn  ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

acnAcAdAb  ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตนีที่คาดวาเปนประมวลรหัสเปน α และ β subunit   
และเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนสใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  นาจะเปนองคประกอบ
ของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  ไมพบ
สวนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  ซึ่งเปนหนวยหนึ่งที่สําคัญตอการทํางานของไดออกซิจี  
เนส   แตมีรายงานวาแบคทีเรียบางสายพันธุที่ยอยสลาย PAHs  ไมพบเฟอรรีดอกซินรีดักเทส    
แตการทํางานของไดออกซิจีเนสยังปกติ อาจเนื่องจากมีทดแทนการทํางานของเฟอรรีดอกซินที่ไม
อยูเปน cluster เดยีวกัน เชน ฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 
(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)   ซึ่งมีเฉพาะยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสเพียง phnAcAd  
ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ α และ β subunit เทานั้น  ไมพบยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและ   
รีดักเทส  จากรายงานของ ฐิติวรดา นินทนาวงศา (2546)  พบยีน acnL มีความเหมือนกับโปรตีนที่
คาดวาจะเปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (putative ferredoxin reductase)  เรียงตัวอยูในกลุมยีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสวนวิถีที่ถัดลงมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก 
ซิลิกลงมา (acnNMLEK)  ซึ่งสวนเฟอรรีดอกซินรีดักเทสนี้  อาจเปนหนวยหนึ่งของไดออกซิจีเนส  
ที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน  คลายกับรายงานของ Romine และคณะ (1999) ที่พบวายีน
ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส bphA4 ซึ่งประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทสของ Novosphingbium 
aromaticivorans สายพันธุ F199 อยูในโอเปอรอนที่แยกออกมาตางหากจากยีนประมวลรหัส    
ไดออกซิจีเนสสวนอื่นๆ 
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Selifonov และคณะ (1996)  รายงานวาแนพธาลีนไดออกซิจีเนสสามารถออกซิไดส       
อะซีแนพธิลีนไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล   งานวิจัยนี้พบวาทรานสโปซอน Tn5 แทรก
สอดที่ยีนประมวลรหัสสวน α subunit  ของสายพันธุกลาย D2  ทําใหเกิดความบกพรอง           
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  จึงคาดวาไดออกซิจีเนสที่พบในงานวิจัยนี้ของ  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 นอกจากจะออกซิไดสอะซีแนพธิลีนแลว  ยังสามารถออกซิไดส
แนพธาลีนไดดวย  ซึ่งคลายกับรายงานของ Laurie และ Lloyd-Jones (1999)  ที่กลาววา            
ฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสของ Burkholderia sp.  สายพันธุ RP007  สามารถออกซิไดสแนพธาลีน
ไปเปน ซิส-แนพธาลีน-1,2-ไดออล  และยังพบรายงานของ Krivobok และคณะ (2003)  ที่กลาววา 
pdoA1B1 ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Mycobacterium sp. สายพันธุ 6PY1  สามารถ    
ออกซิไดสไดทั้งไพรีน  และฟแนนทรีน 
 ไดออกซิจีเนสเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก  นอกจากจะเรงปฏิกิริยา
ไฮดรอกซิเลชันแลว  ยังพบไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก เชน คะทีคอล-2,3- 
ไดออกซิจีเนส ที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (meta-cleavage dioxygenase)  โดย
จะออกซิไดสคะทีคอลไปเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิก เซมิอัลดีไฮด ซึ่งมีสีเหลือง (Shindo และคณะ, 
1995)  หรือคะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส ที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงแบบ ออโธ (ortho-cleavage 
dioxygenase) โดยจะออกซิไดสคะทีคอลไปเปน กรด ซิส,ซิส-มิวโคนิก (Yen และ Serdar, 1988)    
แตพบวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่เลี้ยงดวยแนพธาลีนหรือกรดซาลิไซลิกไมสามารถ
ออกซิไดสคะทีคอลเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิก เซมิอัลดีไฮด  หรือกรด ซิส,ซิส-มิวโคนิก  และยังพบ
บริเวณอนุรักษในการจับกับ Rieske  และบริเวณอนุรักษของ catalytic domain ของ acnAc     
จึงเปนไปไดวาไดออกซิจีเนสที่พบในงานวิจัยนี้จัดเปนไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนมากกวาไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวง   
เบนซีน 

กรอบอานรหัสเปดที่ 4  หรือ acnB  ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่คาดวาจะเปน ซิส-ไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนส  นาจะออกซิไดส ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล ไปเปนอะซีแนพโธควิโนนและ
อาจจะออกซิไดส ซิส-แนพธาลีน-1,2-ไดออล ไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดดวย  ซึ่งคลาย
กับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของ Pseudomonas putida  ที่นอกจากจะออกซิไดส ซิส-     
แนพธาลีน-1,2-ไดออลไดแลว  ยังพบวาสามารถออกซิไดส ซิส-ไดไฮโดรไดออลของแอนทราซีน    
ฟแแนทรีน  ไบฟนิล  โทลูอีน  เอธิลเบนซีน และเบนซีนไดดวย (Patel และ Gibson, 1974,1976) 
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กรอบอานรหัสเปดที่ 5 หรือ acnF ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับอัลดีไฮดดีไฮโดร    
จีเนส  ที่ทําหนาที่ในการเปลี่ยนหมูอัลดีไฮดใหเปนหมูคารบอกซิล  โดยอาจจะเปลี่ยนซาลิไซลัล    
ดีไฮดไปเปนกรดซาลิไซลิกในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน  หรืออาจจะทําหนาที่เชนเดียวกันในสวน
วิถีที่ถัดลงมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp.  อาจจะอยูรวมกันเปน 
cluster  เมื่อทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดที่ acnAc  ซึ่งเปนยีนแรกที่อยูถัดลงมาจากโปรโมเตอร      
ทําใหเกิดความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  อาจเกิดจากรหัสหยุดของ 
ทรานสโปซอน Tn5  มีผลตอยีนที่ถูกแทรกสอดและยังอาจมีผลยับยั้งการถอดรหัสของยีนที่ใช   
โปรโมเตอรเดียวกัน เชน ยีนในโอเปอรอนเดียวกัน  ทําใหเกิดโพลารมิวเทชันกับยีนอื่นในโอเปอรอน
เดียวกันดวย (Berg และ Berg, 1987)  หรือยีนอาจจะกระจัดกระจายไมอยูรวมกันเปน cluster  
จึงทําใหสายพันธุกลาย D2  สามารถเจริญในอะซีแนพโธควิโนน  และกรดแนพธาลีน-1,8-          
ไดคารบอกซิลกิ ซึ่งเปนสารมัธยันตในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  คลายกับรายงานของ       
Romine และคณะ (1999) พบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารอะโรมาติกหลายชนิดจาก 
Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 ไดแก  ไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  
พารา-ครีซอล  โดยยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนที่พบในสายพันธุนี้  ไดแก  nahE  
nahD และ nahF  มีการการกระจายตัวอยูหางๆ กันและถูกคั่นดวยยีนจากวิถีการยอยสลายสาร
อ่ืน 

รายงานฉบับนี้เปนรายงานแรกที่กลาวถึง acnAbAcAd  ซึ่งประมวลรหัสไดออกซิจีเนส
และยังพบ acnB และ acnF  ที่ประมวลรหัสไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  และอัลดีไฮดดีไฮโดร   
จีเนส  ที่นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  และ
มีการเรียงตัวของ acnAcAdAbBF  คลายกับยีนกลุมคลาย nah (nah-like)  โดยไดออกซิจีเนสที่
พบในงานวิจัยนี้นาจะเรงปฏิกิริยาการไฮดรอกซิเลชันซึ่งนอกจากจะออกซิไดสอะซีแนพธิลีนแลว 
ยังสามารถออกซิไดสแนพธาลีนไดดวย ซึ่งจะสรุปไดแนนอนขึ้นหากมีการศึกษาความจําเพาะ    
ตอสับสเตรท  และการแสดงออกของยีนเพิ่มเติม  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     10.0    กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)      5.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิ่มลงไป    จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาที  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึ่ง 

 
2. สารปฏิชีวนะ 
 

สารปฏิชีวนะ ความเขมขนของสารละลาย 
กานามัยซิน 50   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 กานามัยซินและแอมพิซิลลินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผานชุดกรองสําเร็จ
รูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่
อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 Rnase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
 



 100

กอนใชชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 

 
4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit (BIO101, USA) 
 

ประกอบดวย 
 NaI solution 
 Glassmilk 
 New wash 
 
ทําการสกัดพลาสมิดตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.    เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่ง
ฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. Denaturation buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.5    โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจึงละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  เติมน้ําน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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7. Neutralization buffer 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
8. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
9. สารละลาย 2XSSC 

 
ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. ผสมใหเขา

กัน    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
10. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติมสาร
ละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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11. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
12. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ  DIG High Prime DNA labeling and 

detection starter kit I (Roche, Germany) 
 

ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1.    DIG-High Prime, 5X conc. 
 หลอดหมายเลข 2.    DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
 หลอดหมายเลข 3.    DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4.    Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5.    NBT/BCIP, 50X conc. 
 ขวดหมายเลข 6.       Blocking solution, 10X conc. 

ขวดหมายเลข 7.    DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 
distilled water, dissolve at 37 OC) 

 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดังนี้ 
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
13. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
14. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  
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เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ     
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
15. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล.  
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
16. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มล. 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
17. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 

CTAB                10       กรัม 
โซเดียมคลอไรด      0.7    โมลาร 
 

 ละลาย CTAB  ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติมสาร
ละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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18. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่ 60-65 Oซ   จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  ที่ไมปรับ
ความเปนกรด-ดาง ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวเปนเวลา
ขามคืน  ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับ 7.8 (ใช pH paper วัด)  ถายังไมไดให
ดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ที่ไมปรับความเปนกรด-ดาง  ทําเชนนี้
ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.8   สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความ
เปนกรด-ดางเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลาย
ชั้นบนทิ้ง  เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8  ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง   เก็บที่อุณหภูมิ 
4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 
19. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
20. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
21. สารละลายสําหรับการสกัดพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
 
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
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 ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลาย II 
 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มล.  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล.  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 มล.  เตรียม
ใหมกอนใชทุกครั้ง 
 
สารละลาย III 
 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก
เขมขนปริมาตร 11.50 มล.    นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
22. Loading dye 
 

Bromphenolblue     0.025 % 
ซูโคส       40      % 
 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
 
23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
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24. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล.  นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล.  เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตาราง
นิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
25. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน  20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
26. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
27. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง X-gal น้ําหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบปริมาตร 
10 มล.    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
28. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มล.  กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
29. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 
   ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ดวยปริมาตรสารละ 
10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 
ไมโครลิตร    เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ   
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30. ถุงไดแอลิซิสสําหรับทํา Electroelution  
 
 แชถุงไดแอลิซิสที่ตัดใหยาวประมาณ 6 เซนติเมตร  ในสารละลาย 3% โซเดียมไบคารบอ
เนท ใน 1 mM EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ  
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที   จากนั้นลางถุงไดแอลิซิสดวยน้ําปลอดประจุ
ปลอดเชื้อ  ยายถุงไดแอลิซิสไปแชในสารละลาย 1 mM EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาทีอีกครั้ง  ทิ้งให
เย็นที่อุณหภูมิหอง   เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ 



ภาคผนวก ค 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนโดยโปรแกรม BlastX  
 
Query หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนในงานวิจัยนี้ 
Sbjct   หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนที่เปรียบเทียบใน GenBank 
+         หมายถึง  กรดอะมิโนในกลุมเดียวกัน 
 
1. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF1 
 
gi|37651310|dbj|BAC98956.1|   alpha subunit of terminal oxygenase 
[Xanthobacter polyaromaticivorans]   Length = 433 
 
 Score =  656 bits (1692), Expect = 0.0 
 Identities = 305/398 (76%), Positives = 342/398 (85%), Gaps = 1/398 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query: 20   GVYNPKIYTDESLYKLELERIFARTWVCMGHESQIAKPGDFITAYIGEDPVVVSRQKDGS 199 
            G Y+P+IYT E LY+LELERIFAR+WVCMGHE+QI K GD+  AYIGEDPVVV RQKD S 
Sbjct: 27   GRYSPEIYTSEDLYQLELERIFARSWVCMGHETQIPKAGDYQAAYIGEDPVVVVRQKDNS 86 
 
Query: 200  IRVFLNQCRHRGMRICRADSGNAKAFTCTYHGWAYNQGGELVSVPMEQEAFGGCLNKKEW 379 
            IRVFLNQCRHRGMRICR D GNAKAFTC YHGWAY+  G LVSVPMEQEAFGG LNK EW 
Sbjct: 87   IRVFLNQCRHRGMRICRVDGGNAKAFTCPYHGWAYDTAGNLVSVPMEQEAFGGKLNKAEW 146 
 
Query: 380  GPKQARVDTYKGLIFANWDAEAPSLDEYLGEAKFYMDIMLDRCEGGTEAVPGIQKWVIPC 559 
            GPKQARV+TYKGLIFANWD  AP+LD YLG+AKFYMDIMLDR EGGTE + G+QK+VIP  
Sbjct: 147  GPKQARVETYKGLIFANWDESAPNLDTYLGDAKFYMDIMLDRAEGGTEVITGVQKFVIPA 206 
 
Query: 560  NWKFAAEQFASDAYHAGTTSHLSGIMAGVPDDVDLSQVAPPTTGLNVHMSNGHGCGLFLR 739 
            NWKFAAEQF SDAYHAGTT+H+SGI+AGVP   DLS+V PPT G+NV++ NGHGCGLF R 
Sbjct: 207  NWKFAAEQFGSDAYHAGTTAHVSGIIAGVPAGTDLSKVQPPTDGMNVYIGNGHGCGLFSR 266 
 
Query: 740  NPMFYMTILGPKVTEYLTAGPAYEEATRRLGKSRTDVHLCHCNIFPNLSFLAGINTVRMW 919 
            NPMFY  I GP++TEYLT+GPAYEEA +RLG+ R DV+LCH N+FPNLSFL G+NTVRMW 
Sbjct: 267  NPMFYQVICGPQLTEYLTSGPAYEEAVKRLGQGRADVNLCHMNVFPNLSFLTGLNTVRMW 326 
 
Query: 920  QPRGPNEIEVWTFTVVDKTAPAEIKEEWSRNVSRTFSAGGVFEQDDGENWCDIQQVLKGH 1099 
            QPRGPNE+E+WTFT+VD+TAP  IKEEW RN+ RTFSA GVFEQDDGENW DIQ VL+GH 
Sbjct: 327  QPRGPNEMELWTFTLVDRTAPDNIKEEWRRNMVRTFSASGVFEQDDGENWNDIQHVLRGH 386 
 
Query: 1100 VAQQQKFNIEMASHTI-TTENPEGFPGISFAYTYGEES 1210 
            VA+QQ FNIEMA HT+ +T    GFPG SFAYTY EES 
Sbjct: 387  VARQQPFNIEMAQHTVQSTSIAPGFPGESFAYTYAEES 424 
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2. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF2 
 
gi|37651311|dbj|BAC98957.1|   beta subunit of terminal oxygenase 
[Xanthobacter polyaromaticivorans]  Length = 187 
 
 Score =  241 bits (616), Expect = 6e-63 
 Identities = 113/187 (60%), Positives = 145/187 (77%), Gaps = 2/187(1%) 
 Frame = +2 
 
Query: 18  MLDTTFKTAFERKPKTVSLELQHEVEQFLYWETKLLTDRRYEEWFGLLASDLRYWMPIRS 197 
           MLDT  ++AF+ KP+ +S+ELQHE+EQF YWE KL+ DRR+EEWF L++ D++YW P+RS 
Sbjct: 1   MLDTASQSAFQVKPELISVELQHEIEQFYYWEAKLMADRRWEEWFSLMSKDIKYWAPLRS 60 
 
Query: 198 TRI-MREVAQEYTDENGFAHFDDNWHTMKGRIKKIMSDVGWSENPASRLRYLVGNVMIVP 374 
           TR    E   EYTDE GF HF DNW ++ GRI+KI SDVGWSENPASRLR++VGNV+I   
Sbjct: 61  TRSHAAEAKLEYTDEKGFGHFADNWSSLDGRIRKITSDVGWSENPASRLRHIVGNVLIWK 120 
 
Query: 375 ESDNEL-NVVSAMMIYRTRQERQLDVFACERHDVLRRVDSEAGFEIASRKVLVDQSTILS 551 
           +   ++ +V +++M YR RQERQ D FA ER D +RRVD   GFEI  RK+L+DQST+LS 
Sbjct: 121 DRQADVYDVSTSLMTYRNRQERQTDFFAAERQDRIRRVDDACGFEIVERKILIDQSTLLS 180 
 
Query: 552 NNLSFFF 572 
           NN+SFFF 
Sbjct: 181 NNISFFF 187 

 
3. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF3 
 
gi|37651312|dbj|BAC98958.1|   ferredoxin [Xanthobacter polyaromaticivorans]   
Length = 110 
 
 Score =  153 bits (386), Expect = 1e-36 
 Identities = 71/100 (71%), Positives = 80/100 (80%) 
 Frame = +1 
 
Query: 17  MAWTKAFPSADLPEGEMKQFAGAAEPILICKLGGKVHAVQDTCTHDTWSLADGFLEDGIV 196 
           M W    P ADLPEG+MK F G AEPILIC + G+V+AVQDTCTHDTWSL DG+L+  IV 
Sbjct: 1   MPWNYVLPLADLPEGDMKVFNGGAEPILICNVDGQVYAVQDTCTHDTWSLCDGYLDGHIV 60 
 
Query: 197 ECSLHFAKFCVRTGQVKALPACDALKVFPAKIENDFIYID 316 
           ECSLH AKF VRTG+VKALPAC ALK+FP KIEN  IY+D 
Sbjct: 61  ECSLHMAKFDVRTGEVKALPACKALKIFPIKIENGEIYVD 100 

 
4. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF4 
 
gi|37651313|dbj|BAC98959.1|   dihydrodiol dehydrogenase [Xanthobacter 
polyaromaticivorans]   Length = 275 
 
 Score =  371 bits (953), Expect = e-102 
 Identities = 184/271 (67%), Positives = 211/271 (77%) 
 Frame = +1 
 
Query: 23  VALVTGGGSGLGRAIVERYVEEGAHVAIFDRSHERIEEVTRALGGKVIGIAGDVREMADN 202 
           VALVTGGGSGLG+AIVER++ EGA VAI DRS ER++EV    GGKV+G +GDVR MADN 
Sbjct: 6   VALVTGGGSGLGKAIVERFLAEGAKVAILDRSEERVQEVVAMFGGKVVGTSGDVRSMADN 65 
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Query: 203 KRAVVECVKAFGKLDTLVGNAGVWDWSKSLVSTADDALVSAFDEMFAINVKGYVLAAKAA 382 
           K AV  CV+AFGK+DTLVGNAGVWD++ S+  T+++ L  A DE+  IN+KGY+LAAKAA 
Sbjct: 66  KAAVARCVEAFGKIDTLVGNAGVWDYNASIAGTSEEKLAEAIDELVGINLKGYILAAKAA 125 
 
Query: 383 LPELYKSKGQMIFTASNASFYPGGGGVLYTATKHAVVGMIKQMAHEFAPHVRVNGVAPXX 562 
           LPELYK+KG  IFT SNA FYPGGGGVLYTA+KH VVGMIKQ+AHE+APH+RVNGVAP   
Sbjct: 126 LPELYKTKGNAIFTVSNAGFYPGGGGVLYTASKHGVVGMIKQLAHEWAPHIRVNGVAP-G 184 
 
Query: 563 XXXXXXXXXXXXXXXXXKFSELPLNDLMKQMLPLERAFHAREYAGAYVFFANRKDNQPGT 742 
                            +FS LPL+DLMKQMLPLE+AF+A EY G YVFFANRKDN P T 
Sbjct: 185 GIGGISRGFPSLSQEGIRFSNLPLDDLMKQMLPLEKAFYASEYTGGYVFFANRKDNGPAT 244 
 
Query: 743 GGVLNFDGGIGMRGFASANMGAELVEAFGNA 835 
           G VLNFDGGIGMRGF S NMG EL E F  A 
Sbjct: 245 GSVLNFDGGIGMRGFMSPNMGKELDEKFRGA 275 

 
5. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF5 
 
gi|3820515|gb|AAD09868.1|   dehydrogenase PhnF [Burkholderia sp. RP007] 
Length = 483 
 
 Score =  600 bits (1547), Expect = e-170 
 Identities = 303/466 (65%), Positives = 357/466 (76%) 
 Frame = +3 
 
Query: 14   MDTLLYIDNEARGATDNETFARRSPVTGEVVTQGAAAKSEDALAAIDSAQRAFVTWSQTG 193 
            MDT L IDN    AT   TF RRSP TGE+VT+ AAA   DA+AA DSA  A+ +WS TG 
Sbjct: 1    MDTQLIIDNADVPATAAATFERRSPTTGELVTRAAAASVADAIAAADSAAAAYRSWSTTG 60 
 
Query: 194  PGQRRVLLMRAADEIEKRTEDFVVAMKGEVGAGELWARFNVMLAANVFREAAAMTTQIQG 373 
            P +RR +L++AAD +E RT +F   M  EVGA +LWA  NVMLAAN+FREAAA+TTQIQG 
Sbjct: 61   PTERRRILLKAADLLEARTPEFSRVMALEVGASDLWAGVNVMLAANLFREAAALTTQIQG 120 
 
Query: 374  RTIPSDKPGTLSMTVRQPVGVILSIVPWNGPIVLAARAIAYPLMCGNTVVFRASETSPKT 553 
             TIP+DK G LSMTVRQPVGVILSI PWNGP+VLAARAIAYPL+CGNTVVFRASE SPKT 
Sbjct: 121  ETIPTDKAGVLSMTVRQPVGVILSIAPWNGPVVLAARAIAYPLVCGNTVVFRASELSPKT 180 
 
Query: 554  HALVAEAVYAAEFPAGTLNFVTNDPKDAPEVIETMIAHPAVRRVNFTGSTNVGRIIGEKC 733 
            H L+ + +  A  P G LN VTN P+DAPEV++ +IAHPAVRR+NFTGST VGR+I EK  
Sbjct: 181  HMLIVDVLRDAGLPPGVLNAVTNAPQDAPEVVDALIAHPAVRRINFTGSTRVGRVIAEKA 240 
 
Query: 734  GRHLKRCILELGDKSPMVVLRDADIDGAVNATIFGAFLYQGQICMSTERVIVEEPIADAF 913 
             RHLKRC+LELG K+P+VVL DADID AV A +FGAFLYQGQICMSTER++V+E IAD F 
Sbjct: 241  ARHLKRCLLELGGKAPLVVLDDADIDEAVKAAVFGAFLYQGQICMSTERIVVDEKIADTF 300 
 
Query: 914  VEKLAARAAQLQAGDPRTQAACALGPVVSQGXXXXXXXXXXXXXXKGAELRSGGHADHTL 1093 
            V + AARA +L  GDP T   C +GP++ +               +GA + +GG AD  + 
Sbjct: 301  VARFAARARELPVGDPATCGGCVVGPMIVRESGDRINAMINDAVNQGANVVAGGFADGAV 360 
 
Query: 1094 MSATVLDGVTSKMRIYSEEAFGPILQVIRVKDADEAVHVANDTEYGLSSAVFGTDMTRAL 1273 
            M AT++D VT  MRIY EE FGPI  V+R KDAD+AV +ANDT YGLSSAVFG D+TRAL 
Sbjct: 361  MPATIVDRVTPAMRIYDEETFGPITTVVRAKDADDAVRIANDTAYGLSSAVFGRDVTRAL 420 
 
Query: 1274 DVAMRIQTGSVHINGATVANEAQAPYGGTKASGWGRFDSQAVIEEF 1411 
             VAMRI+ GS HING+TV NEAQAPYGGTKASG+GRFD +AVI+EF 
Sbjct: 421  SVAMRIEAGSCHINGSTVQNEAQAPYGGTKASGYGRFDGRAVIDEF 466 
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ประวัติผูเขียน 
 
 

 นางสาวดวงกมล  ธูปมงคล  เกิดเมื่อวันที่  6  พฤษภาคม  พ.ศ. 2522  ที่จังหวัดลพบุรี  
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ
วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2543  และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2544 
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