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บทคัดย่อ 

3-Hydroxypropionic acid หรือ 3-Hydroxypropionate (3-HP) เป็นกรดอินทรีย์ทีMใช้ใน
การผลิตสารเคมีและสารอนุพันธ์ ซึMงนิยมใช้ในอุตสาหกรรมทีMสําคัญ แต่วิธีการสงัเคราะห์ผ่าน
กระบวนเคมีของ 3-HP ได้ผลน้อย ไม่คุ้มต้นทนุ และมีผลกระทบตอ่สิMงแวดล้อม ในงานวิจยันี qจงึใช้
กระบวนการชีวสงัเคราะห์ในการผลิต 3-HP ผ่านวิถี malonyl-CoA ใน Kamagatella pastoris ทีM
ถูกก่อการกลายพนัธุ์เฉพาะตําแหน่งของยีน malonyl-Coenzyme A reductase (mcr) ตําแหน่ง 
S1114K โดยมีการวิเคราะห์ codon usage ของยีน MCR สําหรับการแสดงออกใน K. pastoris 
จากนั qนสงัเคราะห์ยีน mcr เพืMอการก่อการกลายพนัธุ์เฉพาะตําแหน่งโดยอาศยัหลกัการทําพีซีอาร์ 
แล้วจึงสงัเคราะห์เวคเตอร์ทีMประกอบไปด้วยยีนกลายของ mcr เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน K. pastoris 
และทดสอบความสามารถในการผลิต 3-HP ด้วย Gas Chromatography จากผลการทดลอง
พบว่า การใช้ไพรเมอร์ทีMออกแบบเฉพาะร่วมกับการใช้ KOD Plus Mutagenesis Kit สามารถ
สงัเคราะห์การกลายทีMสองตําแหน่งของการกลายทีMอยู่ข้างกนัได้สมบรูณ์ อตัราการเกิดการกลาย
ถกูต้องหลงัจากเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli แมน่ยําตามตําแหน่งทีMความถกูต้องทกุลําดบั
เบสนิวคลิโอไทด์ทีMสงัเคราะห์การกลาย ในส่วนการนํายีนกลาย mcr เข้าสู่ K. pastoris และการ
ผลติ 3-HP จะมีการดําเนินการในอนาคต 

 
คาํสาํคัญ: 3-Hydroxypropionic acid, การก่อการกลายพนัธุ์เฉพาะตําแหน่ง, malonyl-
Coenzyme A reductase, Kamagatella pastoris 
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Abstract 

3-Hydroxypropionic acid or 3-Hydroxypropionate (3-HP) is an organic acid used 
in the manufacture of chemicals and derivatives which is commonly used in important 
industries. The 3-HP chemical synthesis method is low yield, not cost-effective, and 
impacts the environment. In this study, biosynthesis was used to produce 3-HP via the 
malonyl-CoA pathway by inducing site-directed mutation on malonyl Coenzyme A 
reductase (mcr) gene that affected production 3-hydroxypropionate (3-HP) in 
Kamagatella pastoris. The codon usage of mcr gene for expression in K. pastoris was 
synthesized for location-specific mutation S1114K based on PCR principles. The vector 
containing the mcr gene will be transformed into the host cell K. pastoris and investigated 
for 3-HP production by Gas Chromatography. From the results of the experiment, it was 
found that using a specially designed primer in conjunction with the use of the KOD Plus 
Mutagenesis Kit shown the two positions of the adjacent mutagenesis, can be completely 
synthesized. Correct incidence after entering the host cell Escherichia coli was precisely 
positioned at the correctness of all nucleotide sequences that were synthesized. 
However, transformed K. pastoris with mcr mutant gene and 3-HP production analysis will 
be performed in the future. 

 
Keywords: 3-Hydroxypropionic acid, Site-directed mutagenesis, Kamagatella pastoris, 
malonyl-Coenzyme A reductase 
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กติตกิรรมประกาศ 
 

 โครงงานวิทยาศาสตร์ฉบับนี qสําเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี เนืMองด้วยความกรุณาของผู้ ทีM
เกีMยวข้องทุกฝ่าย ขอกราบขอบพระคุณ ผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชมภูนุช กลิMนวงษ์ อาจารย์ทีM
ปรึกษาโครงงาน และดร.ณษพฒัน์ บญุวิทยา อาจารย์ทีMปรึกษาร่วมโครงงาน ทีMกรุณาให้คําแนะนํา 
ให้ความรู้และให้ความช่วยเหลือเป็นอยา่งดี ตลอดการทํางาน 
 ขอกราบขอบพระคณุ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ธีรดา หวงัสมบรูณ์ดี ทีMกรุณาเสียสละเวลา
เป็นกรรมการสอบโครงงานวิทยาศาสตร์ พร้อมทั qงให้คําแนะนํา ช่วยตรวจสอบแก้ไขให้โครงงาน
วิทยาศาสตร์ฉบบันี qมีความถกูต้องและสมบรูณ์ 
 ขอขอบพระคุณ นางสาว สพุตัรา เลิศศรีวงษ์ และ นาย ธนวิชญ์ แสงคีรีพฒัน์ ทีMช่วยให้
คําแนะนําตลอดการทําโครงงานวิทยาศาสตร์ และกรุณาชว่ยเหลือในทกุด้านเป็นอยา่งดี 
 ขอขอบพระคุณโครงการการเรียนการสอนเพืMอประสบการณ์ของคณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ทีMกรุณาสนบัสนนุงานวิจยั 
 ขอขอบพระคุณหน่วยปฏิบัติการเชื qอเพลิงชีวภาพ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ทีMกรุณาให้ใช้อปุกรณ์และสถานทีMสําหรับการศกึษาวิจยัใน
โครงงานวิทยาศาสตร์นี q 
 ขอขอบพระคณุพีM ๆ นกัวิจยัในห้องปฏิบติัการเชื qอเพลิงชีวภาพ ทีMคอยให้คําแนะนําในเรืMอง
ตา่ง ๆ ทั qงเทคนิคในการวิจยัและเป็นกําลงัใจในการทํางานตลอดมา 
 ขอขอบพระคณุคณาจารย์ทกุท่านและผู้ มีส่วนเกีMยวข้องทกุคนทีMกรุณาให้ความช่วยเหลือ
และเป็นกําลงัใจมาโดยตลอด 
 ขอขอบคณุพีMสาม และเพืMอนๆ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ทีMให้ความช่วยเหลืออย่างเต็มทีMใน
หลาย ๆ ด้านและให้กําลงัใจเสมอมา 
 สุดท้ายนี qขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และพีMสาว ทีMให้การสนับสนุนและให้ความ
ชว่ยเหลือในทกุด้านอยา่งเตม็ทีM 
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บทที# 1 
บทนํา 

1.1. ที#มาและความสาํคัญของปัญหา 
3-Hydroxypropionic acid ห รือ  3-Hydroxypropionate (3-HP; C3H6O3) เ ป็นกรด

อินทรีย์ทีMมีการใช้งานในอตุสาหกรรมเพืMอผลติสารเคมีหลายชนิด เชน่ acrylic acid, malonic acid, 
esters, acrylamide, acrylonitrile, propiolactone, homopolymers, heteropolymers และ 1, 3-
propanediol (PDO) ซึMงสารอนพุนัธ์เหลา่นี qมีการใช้งานในอตุสาหกรรมผลติสารยดึเกาะ พอลเิมอร์ 
บรรจุภัณฑ์พลาสติก เส้นใย สารทําความสะอาด และ เรซิMน (Wang et al., 2016; Matsakas et 
al., 2018) แต่วิธีการสงัเคราะห์ผ่านกระบวนการเคมีของ 3-HP นั qนกลบัมีข้อจํากดัด้านการผลิตทีM
ผลตอบแทนไม่คุ้ มต้นทุนและมีผลกระทบต่อสิMงแวดล้อม เนืMองจากมีการรายงานว่า β-
propiolactone ซึMงเป็นหนึMงในตวักลางทีMมีประสทิธิภาพสําหรับการสงัเคราะห์ผา่นกระบวนการเคมี
ของ 3-HP โดยการทําปฏิกิริยาคีตีนกับฟอร์มาลดีไฮด์ในกรดลิวอิส (AlCl3, ZnCl2, BF3) แต่คีตีน
และฟอร์มาลดีไฮด์มีความเป็นพิษ อีกทั qง β-propiolactone เป็นสารก่อมะเร็ง วิธีการดงักล่าวจึง
ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิMงแวดล้อมได้ (Della, Falletta and Rossi, 2011) นอกจากนี qยงัมีรายงาน
การใช้ allyl alcohol เป็นสารตั qงต้นในการสงัเคราะห์ 3-HP ผ่านการทําปฏิกิริยาระหว่างตวักลาง 
โพรพีนและโพรพีนออกไซด์ โดยใช้ทองคําทีMมีความสามารถในการออกซิเดชันออกซิเจนและ
แอลกอฮอล์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ซึMงพบวา่ การเปลีMยน allyl alcohol ผา่นตวัเร่งในสารละลายดา่งจะ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ผลิตภัณฑ์เป็น 3-HP สูงถึง 79-83 เปอร์เซ็นต์ แต่ ข้อเสียของ
กระบวนการสงัเคราะห์นี qคือ มีการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาหลายครั qง ซึMงสง่ผลให้ผลผลิตของ 3-HP ลดลง
ค่อนข้างมาก รวมทั qงค่าใช้จ่ายของวสัดแุละต้นทนุในกระบวนการทีMใช้มีราคาสงู (Della, Falletta 
and Rossi, 2009; Wang et al., 2016) จงึจําเป็นต้องหาวิธีการใหมม่าทดแทนกระบวนการเคมีใน
การผลิตสาร 3-HP เพืMอให้สามารถเพิMมการผลิตได้โดยไม่สง่ผลกระทบตอ่สิMงแวดล้อม ในปัจจบุนัมี
การริเริMมใช้ชีวสงัเคราะห์ในการผลติแทนกระบวนการเคมีเพืMอลดปัญหาเหลา่นี q (Jiang, Meng and 
Xian, 2009) ตวัอย่างเช่น งานวิจยัทางด้านชีวสงัเคราะห์ในการผลิต 3-HP ผ่านวิถี malonyl-CoA 
ด้วยการโคลนยีน Malonyl-Coenzyme A reductase (MCR) จาก Chloroflexus aurantiacus ซึMง
มีความสามารถสูงในการเปลีMยน malonyl-CoA ด้วย NADPH เป็น 3-HP ในการวิจัยก่อนหน้า 
พบว่า สามารถผลิต 3-HP ได้ 0.463 กรัมต่อลิตร (Liu et al., 2013; Chen et al., 2014) และการ
เปลีMยน pyruvate เป็น 3-HP ผา่น acetyl-CoA และ malonyl-CoA ใน recombinant Escherichia 
coli มีการรายงานการผลติ 3-HP ได้ 0.192 กรัมตอ่ลติร (Rathnasingh et al., 2012) จากการผลติ 
3-HP โดยใช้จลุินทรีย์และเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมในงานวิจยัทีMผา่นมา แม้จะพบวา่สิMงมีชีวิตตาม
ธรรมชาติมีความสามารถในการผลิต 3-HP ได้ แตจ่ลุินทรีย์ทีMเป็นแบคทีเรียก่อโรคให้ผลผลิต 3-HP
ตํMา รวมทั qงความเป็นกรดทีMสงูขึ qนเมืMอเพิMมปริมาณการผลิต 3-HP ในระดบัอตุสาหกรรม โดยค่า pH 
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ทีMลดลงใน 3-HP ส่งผลต่อ E. coli ทีM ไม่ทนต่อกรด จึงไม่เหมาะสมต่อการนํามาใช้งานใน
กระบวนการผลิตระดบัอตุสาหกรรม ดงันั qนการศกึษาการใช้สิMงมีชีวิตดดัแปลงพนัธุกรรมให้มีความ
ปลอดภยัและมีประสิทธิภาพในการผลิต 3-HP จึงเป็นเรืMองสําคญัทีMควรมีการศึกษาต่อไป (Chen 
et al., 2014) 

ในการสังเคราะห์ 3-HP สามารถสร้างขึ qนได้จากการใช้จุลินทรีย์ Kamagatella 
pastoris ซึMงมีการใช้ในอุตสาหกรรมสําหรับการผลิตสารเคมี เนืMองจาก K. pastoris มีความ
ทนทานต่อสภาวะแวดล้อม ทําให้เกิดกระบวนการหมกัง่ายขึ qน และในปัจจุบนัมีการใช้ยีสต์เป็น
เซลล์ให้อาศยัทีMสามารถสร้างวิถี malonyl-CoA ในการผลิต 3-HP ได้ (Ji et al., 2018) แต่ผลผลิต
ทีMได้ค่อนข้างตํMา การศึกษาการกลายพนัธุ์เฉพาะทีMของยีน mcr ทีMส่งผลต่อการผลิต 3-HP ใน K. 
pastoris ในการศึกษานี qจึงเป็นวิธีการหนึMงทีMจะสามารถใช้เป็นแนวทางในการเพิMมผลผลิตของ 3-
HP ได้ 
1.2. วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

เพืMอชกันํายีน Malonyl-Coenzyme A Reductase (mcr) ให้เกิดการกลายพนัธุ์เปลีMยน
ทีMตําแหน่งเฉพาะทีMทีMสง่ผลตอ่การผลติ 3-Hydroxypropionate (3-HP) ใน Kamagatella pastoris 
1.3. ประโยชน์ที#คาดว่าจะได้รับ  

สายพนัธุ์กลายของยีสต์ K. pastoris ทีMมีความสามารถในการผลติสาร 3-HP ได้อยา่งมี
ประสทิธิภาพ 
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บทที# 2 
การตรวจเอกสารของงานวจัิยที#เกี#ยวข้อง 

2.1. Malonyl-Coenzyme A Reductase (mcr) 
ยีน mcr มีขนาด 3,660 คู่เบส ผลิตโปรตีน Malonyl-Coenzyme A Reductase ซึMงเป็น

โปรตีนในกลุม่ Short-chain dehydrogenase/reductase family (SDR) ผลผลิตของยีนนี qเป็นสาร
ตั qงต้นในการผลิต 3-Hydroxypropionic acid (3-HP) โดยเปลีMยนจาก malonyl-CoA ทีMถูกสร้าง
จาก acetyl-CoA โดยยีน ACC1 (acetyl-CoA carboxylase) ผ่านปฏิกิริยาสองขั qนตอนทีM เ ร่ง
ปฏิกิริยา โดย mcr มีการทํางานของเอนไซม์แบบ bi-functionnal ประกอบด้วย 2 short-chain 
domain ไ ด้ แ ก่  N-terminal domain ถ อ ด ร หัส ไ ด้ แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล์  ดี ไ ฮ โ ด ร จี เ น ส  (Alcohol 
dehydrogenase) และ C-terminal domain ถอดรหัสได้อัลดีไฮด์  ดีไฮโดรจีเนส (aldehyde 
dehydrogenase) การเพิMมการผลิต 3-HP สําเร็จได้โดยการปรับสมดลุของโดเมนเอนไซม์ทั qงสอง
ชนิดนี q (Hügler et al., 2002; Liu et al., 2013, 2016)  
2.2. 3-Hydroxypropionic acid (3-HP) 

3-Hydroxypropionic acid หรือ 3-Hydroxypropionate จดัเป็นสารตวักลางในการผลติ
สารเคมีทีMจําเป็นในภาคอตุสาหกรรม สําหรับสตูรโครงสร้างทางเคมี 3-HP ประกอบด้วยคาร์บอน 3 
อะตอม มีกลุ่มคาร์บอกซิลและไฮดรอกซิลทีMตําแหน่งเบต้า มีโครงสร้างเป็นไอโซเมอร์กับกรด       
แลคติก (Jers et al., 2019) สง่ผลให้ 3-HP ถกูนํามาใช้ในการสงัเคราะห์สารอนพุนัธ์ได้หลากหลาย
ชนิดผ่านกระบวนการไซไคลเซชันและพอลิเมอไรเซชัน เช่น propiolactone polyester และ 
oligomers รวมทั qงสารเคมีมลูค่าสงู เช่น acrylic acid ทีMถูกสงัเคราะห์จากการดึงโมเลกุลของนํ qา
ออกจาก 3-HP ซึMง acrylic acid ถูกใช้มากกว่า 6 ล้านตันต่อปี (รูปทีM 2.1) (Della, Falletta and 
Rossi, 2011; Kildegaard et al., 2016) โดยเป็นสารตั qงต้นทีMถกูใช้อยา่งกว้างขวางในอตุสาหกรรม
การผลติสี กระดาษ ผ้าอ้อม สารยดึเกาะ เส้นใยสิMงทอ สารเคลือบวสัดแุละวสัดดุดูซบัของเหลว อีก
ทั qง 3-HP เป็นตวักลางสําคญัในการสร้างไบโอพลาสติกเพืMอการผลิตวสัดทุางการแพทย์โดยการใช้
เอนไซม์ในการสลายโมเลกุลของ poly[3-Hydroxypropionic acid] (P[3-HP]) (Ji et al., 2018) 
จากความสําคญัทางด้านอตุสาหกรรมดงัทีMได้กล่าวมา ทําให้มีการศึกษาและพฒันาการผลิต 3-
HP อยา่งตอ่เนืMองทั qงทางด้านกระบวนการสงัเคราะห์ทางเคมีและชีวสงัเคราะห์  
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รูปทีM  2.1 ความสามารถของ 3-Hydroxypropionic acid ในการผลิตสารเคมีทีMถูกใช้ในด้าน
อตุสาหกรรม (Della, Falletta and Rossi, 2011) 
 

2.2.1 กระบวนการชีวสงัเคราะห์ในการผลติ 3-HP 
การศกึษากลไกเมแทบอลิซมึในระดบัจีโนมพบว่า จลุินทรีย์มีกระบวนการชีวสงัเคราะห์ 

3-HP ภายในเซลล์ (รูปทีM 2.3) โดยพบชีวสงัเคราะห์ 3-HP ผ่าน 4 ตวักลาง ได้แก่ glycerol (Raj et 
al., 2008), lactate (Henry, Broadbelt and Hatzimanikatis, 2010), β-alanine (Borodina et al., 
2015) และ malonyl-CoA (Rathnasingh et al., 2012) จากวิถีการสัง เคราะห์ผ่านตัวกลาง
ดังกล่ าว  พบว่ า วิ ถี  malonyl-CoA ใน  Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae และ 
Chloroflexus aurantiacus มีประสิทธิภาพทีMดีในการผลิต 3-HP โดยพิจารณาจาก ช่วงการ
ดดูกลืนแสงทีMกว้าง อณุหพลศาสตร์ ปฏิกิริยารีดอกซ์ของตวักลาง รวมไปถงึ การทํางานอยา่งอิสระ
ของเอนไซม์ (Liu et al., 2013) จากการแสดงออกของยีน Malonyl-Coenzyme A reductase 
(mcr) ผ่านการเลี qยงในนํ qาตาล C5 และ C6 ทีMได้จากสารชีวมวล lignocellulosic สะดวกต่อการ
เตรียมสารตั qงต้นในวิถี malonyl-CoA ซึMงได้จากปฏิกิริยาการตรึงคาร์บอนของ acetyl-CoA รวมกบั
โมเลกลุของ NADH ATP CO2 ภายในเซลล์ ผลของความสมดลุของสารตั qงต้นในวิถีดงักลา่วสง่ผล
ให้ปริมาณผลผลิตของ 3-HP มีประสิทธิภาพในการผลิตมากขึ qน (รูปทีM 2.2) (Chen et al., 2014; 
Rathnasingh et al., 2012)  
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รูปทีM 2.2. วิถีเมแทบอลซิมึของการผลติ 3-HP จากนํ qาตาลกลโูคสไปสู ่malonyl-CoA ในจลุนิทรีย์ 
(Rathnasingh et al., 2012) 
 

แม้จะพบว่าสิMงมีชีวิตตามธรรมชาติมีความสามารถในการผลิต 3-HP ได้ แตผ่ลผลิตทีMได้
ค่อนข้างตํMา ปัญหาดังกล่าวเกิดจากความไม่สมดุลระหว่างโปรตีน MCR-C และ MCR-N ซึMงมี
รายงานการปรับระดบัการแสดงออกของโปรตีนทั qง 2 ชนิด โดยใช้เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมจาก
การนํายีน mcr จาก C. aurantiacus ซึMงมีความสามารถสูงในการเปลีMยน malonyl-CoA ด้วย 
NADPH เป็น 3-HP ในการวิจัยก่อนหน้า พบว่าสามารถผลิต 3-HP ได้ 0.463 กรัมต่อลิตร (รูปทีM 
2.3) (Liu et al., 2013; Chen et al., 2014) ทําให้เกิดการกลายด้วยวิธี Site-directed mutagenesis 
โคลนเข้าสู่ E. coli พบว่า สามารถเพิMมการทํางานของเอนไซม์ทีMได้จากการแปลรหสัของชิ qนส่วน 
MCR-C และ MCR-N สง่ผลให้ปริมาณของผลผลติ 3-HP เพิMมขึ qนจาก 0.15 g/L เป็น 40.6 g/L (Liu 
et al., 2016) แต่ความเป็นกรดทีMสงูขึ qนเมืMอเพิMมปริมาณการผลิต 3-HP ในระดบัอตุสาหกรรม โดย
ค่า pH ทีMลดลงใน 3-HP ส่งผลต่อ E. coli ทีMไม่ทนต่อกรด จึงไม่เหมาะสมต่อการนํามาใช้งานใน
กระบวนการผลติระดบัอตุสาหกรรม 

 

 
รูปทีM 2.3 ปฏิกิริยาการสลายโมเลกลุเพืMอสร้าง 3-HP ผา่นวิถี malonyl-CoA (Liu et al., 2013) 
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2.3. ระบบการแสดงออกของยีสต์ Kamagatella pastoris 
ระบบการแสดงออกของยีสต์ได้รับความนิยมในการใช้เป็นระบบการแสดงออกของยีน 

เนืMองจากมีความเหมาะสมตอ่การประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมทีMเกีMยวข้องกบัเทคโนโลยีชีวภาพ โดย
ยีสต์สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วในอาหารทีMเตรียมได้ง่ายด้วยต้นทุนไม่สูง และมีข้อมูลทาง
พนัธุกรรมทีMสมบรูณ์ รวมทั qงข้อมลูการศกึษาลําดบัเบสทั qงจีโนมทีMครบถ้วน มีพลาสมิดทีMเสถียร ซึMง
ประกอบไปด้วยยีนทีMสําคญัตอ่การเกิดรีคอมบิเนชัMนของยีน และสามารถผลติโปรตีนทีMต้องการได้ดี 
(Parapouli et al., 2020) นอกจากนี qยีสต์ยงัมีความทนต่อกรดซึMงเป็นสภาวะทีMจําเป็นต่อการสร้าง 
3-HP จากปฏิกิริยา glutathione-dependent ภายในเซลล์ของยีสต์สามารถลดความเป็นพิษของ 
aldehyde dehydrogenase ทีMเกิดขึ qนในขั qนตอนการเปลีMยน 3-HPA เป็น 3-HP (Ji et al., 2018) 

2.3.1 ลกัษณะทัMวไป 
K. pastoris มีชืMอก่อนหน้านี qวา่ Pichia pastoris เป็นยีสต์ทีMสามารถใช้เมทานอลเพืMอการ

เจริญเติบโต (methylotrophic yeast) ยีสต์มีลกัษณะเซลล์แบบเซลล์เดีMยว (unicellular) มีขนาดจี
โนม 9,400 กิโลเบส ประกอบด้วย 4 โครโมโซมมีการศึกษาลําดบัเบสเสร็จสมบูรณ์ (Love et al., 
2016) โดยมียีนทีMสามารถถอดรหสัเป็นโปรตีนได้จํานวน 5,313 ยีน จากผลการวิเคราะห์ทางชีวสา
รสนเทศ พบว่า ยีนจํานวนหนึMงทีMสามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนทีMมีการนําส่งเข้าสู่จีโนมของ K. 
pastoris มีต้นกําเนิดจากการถ่ายโอนยีนของโปรคาริโอตและยูคาริโอต (Doolittle, 1999) K. 
pastoris เป็นยีสต์ทีMนิยมใช้เป็นเซลล์ให้อาศยั ได้รับการพฒันาจนสามารถใช้กนัอยา่งกว้างขวางใน
การผลิตเฮเทอโรโลกัสโปรตีนออกมาใช้นอกเซลล์ เนืMองจากมีระบบการแสดงออกของยีนแบบ
เฮเทอโรโลกัส (heterologous expression system) ทีMเหมาะสมสําหรับการผลิตและหลัMงโปรตีน
จากสิMงมีชีวิตอืMน โดยขั qนตอนการสร้างระบบการแสดงออกของยีนแบบเฮเทอโรโลกัสของ K. 
pastoris ต้องพิจารณาจากปัจจยัต่าง ๆ ได้แก่ การเลือกสายพนัธุ์ของเซลล์ให้อาศยั โพรโมเตอร์ทีM
ใช้ ยีนเครืMองหมายในการคดัเลือก รูปแบบการสอดแทรกยีน รวมทั qงปัจจยัทีMเกีMยวข้องกับวิถีการ
ผลิตโปรตีนภายนอกเซลล์ (รูปทีM 2.4) (Ahmad et al., 2014) นอกจากนี q K. pastoris มีอตัราการ
เจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในอาหารเลี qยงเชื qอทีMราคาถกูและไมซ่บัซ้อน รวมทั qงทนทานตอ่สภาวะ pH 
ตํMาและความเข้มข้นสงูของนํ qาตาล สง่ผลให้สามารถใช้เทคนิคพนัธุวิศวกรรมเพืMอการสอดแทรกยีน
ได้ง่าย และเป็นเซลล์ให้อาศยัทีMมีประสิทธิภาพ (Cereghino and Cregg, 2000) เช่นเดียวกับ S. 
cerevisiae ซึMงเป็นยีสต์ทีMมีการศึกษาอย่างมากในด้านพนัธุศาสตร์อีกหนึMงชนิด ทั qงนี q K. pastoris 
สามารถใช้วิธีการเช่นเดียวกบั S. cerevisiae ในการดดัแปลงข้อมลูทางพนัธุกรรมได้ โดยมีโพรโม
เตอร์ให้เลือกหลายชนิด เช่น โพรโมเตอร์แบบ Alcohol oxidase I (AOX1) หรือ โพรโมเตอร์แบบ 
Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAP) เป็นต้น นอกจากนี qการทีM K. pastoris 
ไม่มีการผลิตเอมไซม์ภายในเซลล์เพืMอย่อยโปรตีน และระดบัโปรตีนทีMเซลล์ผลิตเองคอ่นข้างตํMาจงึมี
การปนเปื qอนกับรีคอมบิแนนท์โปรตีนน้อย ส่งผลให้สามารถทํารีคอมบิแนนท์โปรตีนทีMต้องการ
ความบริสทุธิyได้งา่ย (Batt, 2014)  
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รูปทีM 2.4 ระบบการแสดงออกของยีนแบบเฮเทอโรโลกสัใน Kamagatella pastoris (Ahmad et 
al., 2014) 

2.3.2 ดีเอน็เอเวกเตอร์สําหรับการแสดงออก 
ดีเอ็นเอเวกเตอร์สําหรับการแสดงออกของ K. pastoris ทีMมีประสิทธิภาพและนิยมใช้กนั

มาก คือ พลาสมิด pPICZαA และ pGAPZαA ซึMงประกอบไปด้วยยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ 
zeocin ทีMมีความยาวประมาณ 375 คู่เบส เพืMอใช้เป็นเครืMองหมายพนัธุกรรมสําหรับการคดัเลือก
เซลล์ให้อาศยัทีMได้รับการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (Daly and Hearn, 2005; Invitrogen, 
2010 : online) โดยพลาสมิด pGAPZαA (รูปทีM 2.5) ถกูออกแบบขึ qนมาเพืMอให้สามารถนําไปใช้ได้
ในระบบการแสดงออกของยีนทั qงใน E. coli และ K. pastoris ข้อดีของการใช้พลาสมิด pGAPZαA 
คือ เป็นพลาสมิดทีMไม่ต้องใช้สารในการเหนีMยวนําให้เกิดการแสดงออกของยีน เช่น เมทานอล 
เนืMองจากประกอบด้วยสว่นของโพรโมเตอร์แบบ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(pGAP) ทีMมีการแสดงออกของยีนตลอดเวลา อีกทั qง พลาสมิด pGAPZαA ยังประกอบด้วย α-
factor prepropeptide ซึMงช่วยทําให้ยีสต์สามารถผลิตโปรตีนออกนอกเซลล์ได้ นอกจากนี qยงัมี C-
terminal (His)6 tag ทีMช่วยในกระบวนการทําให้โปรตีนบริสทุธ์ โดยยงัประกอบไปด้วยสว่นทีMสําคญั
อืMน ๆ ดงัตารางทีM 2.1 (Invitrogen, 2010 : online; Invitrogen, 2013 : online)  

 
รูปทีM 2.5 สว่นประกอบของพลาสมิด pGAPZαA (Invitrogen, 2010 : online) 
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ตารางทีM 2.1 หน้าทีMของสว่นประกอบตา่ง ๆ ของพลาสมิด pGAPZαA (Invitrogen, 2013 : online) 
สว่นประกอบ หน้าทีM 

GAP promoter เป็นโพรโมเตอร์ทีMสามารถแสดงออกของยีนได้
ตลอดเวลา โดยไมต้่องใช้สารเหนีMยวนํา 

α-factor secretion signal peptide ชว่ยในการนําโปรตีนทีM K. pastoris สร้างขึ qนมาออกสู่
ภายนอกเซลล์ 

Multiple cloning site เป็นบริเวณดีเอ็นเอทีMใช้เชืMอมยีนเปา้หมายเข้ากบัดีเอ็นเอ
เวกเตอร์สําหรับการแสดงออกของยีน 

c-myc epitope (Glu-Glu-Lys-Leu-Ile-Ser-
Glu-Glu-Asp-Leu) 

ช่วยในการคดัแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยจบักบั anti-
myc antibody หรือ anti-myc-HRP antibody 

C-terminal polyhistine (6xHis) tag  ช่วยในการคดัแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยการไปจบั
กบั metal-chelating resin 

AOX1 transcription termination (TT) region หยดุกระบวนการถอดรหสัและเติมพอลอิะดีนินปลาย
ด้าน 3’ ของอาร์เอ็นเอในระหวา่งกระบวนการ RNA 
processing 

TEF1 promoter (GenBank accession nos. 
D12478, DO1130) 

เป็นโพรโมเตอร์ทีMควบคมุการแสดงออกของยีนต้านทาน
ยาปฏิชีวนะ zeocin ใน P. pastoris 

EM7 promoter เป็นโพรโมเตอร์ทีMควบคมุการแสดงออกของยีนต้านทาน
ยาปฏิชีวนะ zeocin ใน E. coli  

ZeocinTM resistance gene (Sh ble) ยีนต้านทานยาปฎิชีนะ zeocin ซึMงชว่ยในการคดัเลือก
จลุนิทรีย์ทีMได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแล้ว 

CYC1 transcription region (GenBank 
accession no. M34014) 

เป็นลําดบัเบสทีMเกีMยวข้องกบักระบวนการ RNA 
processing ทําให้เอ็มอาร์เอ็นเอทีMสร้างขึ qนมีความ
เสถียร  

pUC origin จดุเริMมการเพิMมจํานวนพลาสมิดเมืMออยูภ่ายใน E. coli 
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2.4. การพัฒนาจุลินทรีย์ด้วยเทคนิคพันธุศาสตร์ 

จากการศกึษาทางด้านชีวสงัเคราะห์ พบว่านกัวิทยาศาสตร์สามารถคดักรองจลุินทรีย์ทีM
ต้องการได้จากธรรมชาติ แต่พบว่าประสิทธิภาพในการผลิตสารทีMต้องการนั qนยงัไม่สามารถนํามา
ประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรม เนืMองจากปริมาณและประสิทธิภาพของสารทีMได้ค่อนข้างตํMา 
ปัจจุบนัจึงริเริMมการใช้เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมมาพฒันาสายพนัธุ์ของจุลินทรีย์เพืMอให้สามารถ
ผลติสารเคมีทีMใช้เพืMอการผลติในระดบัอตุสาหกรรมมีประสทิธิภาพดียิMงขึ qน เทคนิคนี qสามารถเปลีMยน
โครงสร้างในระดบัโมเลกลุ และใช้วิธีคดักรองทีMมีประสิทธิภาพเพืMอให้ได้พนัธุ์กลายตามทีMต้องการ 
(Pham et al., 2019; Ko et al., 2020) 

2.4.1  Site-directed mutagenesis 
การกลายเฉพาะตําแหน่งโดยอาศัยหลักการทําพีซีอาร์ เป็นกระบวนการทีMเกิดขึ qนใน

หลอดทดลอง จากการควนคมุยีน โดยดดัแปลงลําดบันิวคลีโอไทด์ เพืMอศกึษาหน้าทีMและโครงสร้าง
ของโปรตีน รวมทั qงเพืMอใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาพัฒนาสายพันธุ์ ของสิMงมีชีวิต โดย
กระบวนการเริMมจากการแยกดีเอ็นเอสายเดีMยวออกจากดีเอ็นเอสายคู่ในพลาสมิด แล้วจบักบัโอลิ
โกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ทีMสงัเคราะห์ขึ qนโดยให้มีการเปลีMยนแปลงเบสไปจากดีเอ็นเอแม่แบบ เช่น 
การสร้างไพรเมอร์ทีMสามารถจบัได้กบัส่วนใดส่วนหนึMงของดีเอ็นเอ แต่ไม่มีช่วงทีMเป็นคู่สมอยู่ โดย
แทนทีMเบสทีMเป็นคูส่มด้วยการกลายสงัเคราะห์ (cassette mutagenesis) หรือการทําลกูผสม (DNA 
hybridization) และสร้างการกลายด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ (PCR reaction) (รูปทีM 2.6) ซึMงไพรเมอร์จะ
ทําหน้าทีMร่วมกับเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอร์เลส และดีเอ็นเอไลเกสสําหรับการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ
ตลอดสายจนสมบูรณ์ เมืMอเกิดการจําลองตวัเองจะได้โมเลกุลดีเอ็นเอทีMมีเบสเปลีMยนไปจากปกติ 
ส่งผลให้เมืMอเกิดการแสดงของยีนในเซลล์ทีMให้อาศยั การถอดรหสัและแปลรหสัจะได้โปรตีนทีMเกิด
การกลาย (Adereth et al., 2005; Laible and Boonrod, 2009)  

 

 
รูปทีM 2.6 หลักการพื qนฐานของ Site-directed mutagenesis ในขั qนตอบ PCR reaction (ทีMมา : 
Creative Biostructure, 2018 : online) 
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การเหนีMยวนําให้เกิดการกลายเฉพาะตําแหน่งของยีนด้วยวิธีพีซีอาร์ เริMมต้นจากดีเอ็นเอทีM
เราทราบลําดบัเบสและได้มีการพิจารณาแล้วว่าต้องการให้เกิดการกลายตําแหน่งใด หลงัจากนั qน
ใช้ไพรเมอร์สงัเคราะห์ขนาดสั qนๆ ประมาณ 18-30 เบส ทีMมีการเปลีMยนแปลงของเบสในตําแหน่งทีM
ต้องการ โดยไพรเมอร์จบักบัดีเอ็นเอแม่แบบเกิดเป็นดีเอ็นเอสายใหม่ทีMสร้างขึ qนจากวิธีพีซีอาร์ จงึมี
การเปลีMยนแปลงของเบสไปจากปกติตามไพรเมอร์ทีMใช้ แล้วทําการโคลนดีเอ็นเอทีMเกิดการกลายนี q
และแสดงออกในเซลล์ทีMให้อาศยัเพืMอตรวจสอบคณุสมบติัของโปรตีนทีMสร้างขึ qนต่อไป (รูปทีM 2.7) 
(Edelheit, Hanukoglu and Hanukoglu, 2009) 

 

 
 
รูปทีM 2.7 ขั qนตอนการทํา Site-directed mutagenesis โดยพลาสมิดต้นแบบ (parental plasmid) 
แสดงเป็นสีเทา เส้นสีฟ้าและสีม่วงแสดงการสงัเคราะห์จากวิธีพีซีอาร์ ตวัอกัษร x แสดงตําแหน่ง
การกลายพนัธุ์ (Edelheit, Hanukoglu and Hanukoglu, 2009) 
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2.4.2  ZeocinTM antibiotic resistance marker 
ZeocinTM  หรือ ZeoR (C60H89N21O21S3) เป็นเครืMองหมายคดัเลือกชนิดยีนต้านทานยา

ปฏิชีวนะในเซลล์ให้อาศยั เช่น ยีสต์ (Baron et al., 1992) และในกลุ่มโพรคาริโอต (Drocourt et 
al., 1990) (ตารางทีM 2.2) เพืMอการคดักรองและการคดัเลือกพนัธุ์กลาย เมืMอยีนกลายได้รับการโคลน
และแสดงออกโดยการสร้างโปรตีนในเซลล์ให้อาศยัตามลกัษณะทีMต้องการ (Invitrogen, 2010 : 
online) 

 
ตารางทีM 2.2 ปริมาณความเข้มข้นของ ZeocinTM  ในอาหารเลี qยงเชื qอ (Invitrogen, 2010 : online) 

จลุนิทรีย์ ความเข้มข้นของ ZeocinTM  ในอาหารเลี qยงเชื qอ  
Escherichia coli 25-50 µg/ml ใน Low Salt LB Medium*  
Kamagatella pastoris 10-1000 µg/ml (varies with strain and medium) 

*ประสทิธิภาพการคดัเลือกตามความเข้มข้นของ NaCl < 5 g/L (<90 mM)  
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บทที# 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการดาํเนินการ 

3.1. จุลินทรีย์ที#ใช้ในการศึกษา 
Escherichia coli DH5α         (Genscript, USA) 
Kamagatella pastoris         (Genscript, USA) 
Saccharomyces cerevisiae             (สวทช., ประเทศไทย) 
พลาสมิดลกูผสม (pGAPZαA)                                                               (Invitrogen, USA) 
 

3.2. วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี  
วัสดุอุปกรณ์ 
KOD Plus Mutagenesis Kit                                                                   (Toyobo, Japan) 
ชดุสกดัสําเร็จรูป NucleoSpin® Plasmid EasyPure            (Macherey-Nagel, Germany) 
 i-TaqTM plus DNA polymerase                           (iNtRON Biotechnolgy, Inc.) 
10X i-TaqTM plus PCR Buffer                                                (iNtRON Biotechnolgy, Inc.)
เจลอะกาโรส (agarose gel)                                                                   (Bulldog Bio, UK)
เครืMองทําเจลอิเลก็โตรโฟริซิส (gel electrophoresis)                    (Bioer technology, China)
เครืMองเขยา่ผสมสาร (vortex mixer)                                                 (Vision Scientific, USA)
เครืMองเขยา่สาร (shaker)                                                               (Vision Scientific, Korea)
เครืMองชัMงละเอียดทศนิยม 4 ตําแหน่ง (digital balance)                                   (Ohaus, USA)
เครืMองถ่ายภาพและบนัทกึภาพเจล (gel documentation)                   (Maestrogen, Taiwan)
เครืMองปัMนเหวีMยงขนาดเลก็ (microcentrifuge)                                (Vision Scientific, Korea)
เครืMองปัMนเหวีMยงควบคมุอณุหภมิู (refrigerate centrifuge)                     (Hermie, Germany) 
ตู้ปลอดเชื qอ (Laminar flow cabinet)                                                         (Esco, Singapore)
ตู้อบฆา่เชื qอ (Autoclave)                                                             (Daihan Scientific, Korea)
ตู้บม่เชื qอ (incubator)                                                                      (Memmert, Germany)
เครืMองวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometer)                                            (BioTek, USA)
เครืMองแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas chromatography)                                 (Shimadzu, Japan) 
 

3.3. สารเคมี 
วุ้นผง (Agar)                                                                                (วุ้นบริสทุธิy, ประเทศไทย)
นํ qาตาล (Glucose)                                                                    (Ajax Finechem, Australia)
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast Extract)                                                             (Himedia, India)
เปปโตน (Peptone)                                                                                (Himedia, India)
โซเดียมคลอไรด์ (Sodium Chloride)                                           (Ajax Finechem, Australia)
ทริปโตน (Tryptone)                                                                             (Bacto, Australia)
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จีนีติซิน (Geneticin)                                                                                 (GoldBio, USA)
ซีโอซิน (ZeocinTM)                                                               (Invitrogen, USA) 
 

3.4. วธีิการดาํเนินงาน 
3.4.1. วิเคราะห์ codon usage ของยีน mcr สําหรับการแสดงออกใน K. pastoris 

ใช้ข้อมลูของยีน mcr ทีMอยู่ในฐานข้อมลู GENBANK Database หมายเลข nucleotide 
accession number AAS20429.1 ทีM ไ ด้จาก Chloroflexus aurantiacus มาตรวจสอบ codon 
usage (https://www.idtdna.cpm) ใน K. pastoris และนํายีน mcr ทีMผ่านการทํา codon usage 
เพืMอใช้ใน K. pastoris ไปวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST ในฐานข้อมูล NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) เพืMอให้มีความเหมาะสมกบัระบบการแสดงออกของ K. pastoris  

3.4.2. สงัเคราะห์ยีน mcr เพืMอการก่อการกลายพนัธุ์ใน K. pastoris  
ส่งผลจากการทํา codon usage ใน K. pastoris ไปทีMบริษัท GenScript USA Inc. เพืMอ

ใช้ในการสัMงสงัเคราะห์ยีน mcr สําหรับการก่อการกลายพนัธุ์ 
3.4.3. ตรวจสอบชิ qนยีน mcr เพืMอการแสดงออกใน K. pastoris จากการตรวจสอบยีน mcr 

ทีMแทรกอยูใ่นจีโนมของ S. cerevisiae 
3.4.3.1. สกดัพลาสมิดทีMประกอบด้วยยีน mcr จาก Escherichia coli DH5α ทีMได้รับการ
อนเุคราะห์จากนางสาว สพุตัรา เลศิศรีวงษ์ โดยใช้ NucleoSpin Plasmid EasyPure 
(Macherey-Nagel, Germany) 
นําเชื qอ E. coli มาเลี qยงในอาหารเหลว Luria-Bertaini (LB) และนําไปบม่ทีMอณุหภมิู 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัMวโมง นําอาหารเหลวทีMมีเซลล์ปริมาตร 5 มิลลลิติร ไปปัMนเหวีMยง
ด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เติม Buffer A1 150 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนั
เบา ๆ จากนั qนเติม Buffer A2 250 ไมโครลติร แล้วนําไปบม่ทีMอณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 2 นาที จากนั qน
เติม Buffer A3 ไมโครลติร แล้วนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาที 
จากนั qนเตรียมคอลมัน์ และดดูสว่นใสใสภ่ายในคอลมัน์ แล้วนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 2,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั qนเติม Buffer AQ 450 ไมโครลติร แล้วนําไปปัMนเหวีMยงด้วย
ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั qนย้ายคอลมัน์ลงในหลอดไมโครเซน็ติฟิวก์
ขนาด 1.5 มิลลลิติร แล้วเติม Buffer AE 50 ไมโครลติร บม่ทีMอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 1 นาที และ
นําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเก็บรักษาทีMอณุหภมิู -20 
องศาเซลเซียส และนําสารละลายเซลล์ทีMได้ปริมาตร 2 ไมโครลติร เพืMอใช้ในการทําพีซีอาร์ จากนั qน
ผสมสว่นผสมสําหรับการทําพีซีอาร์ (ตารางทีM 3.1) นําสารละลายทีMได้เข้าเครืMองเพิMมปริมาณดีเอ็นเอ 
โดยมีขั qนตอนดงันี q ขั qนแรกทีMอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยขั qนตอนถดัมาทีM
อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที ทีMอณุหภมิู 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
และทีMอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ซึMงจะทําซํ qาจํานวน 30 รอบ และสดุท้ายตามด้วย
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อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั qนนําผลพีซีอาร์มาทําเจลอิเลก็โตรโฟริซิส โดยใช้
เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ โดยมวลตอ่ปริมาตร ใช้กระแสไฟฟา้ 100 โวลต์ เป็นเวลา 
50 นาที  
ตารางทีM 3.1 สว่นประกอบสําหรับการทําพีซีอาร์  

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
Sterillzed distilled water 36.2 
10x i-TaqTM plus PCR Buffer (1X) 5.0 
Forward primer MCR3pF (5’ TTTCTTCCTCTAGGGTGTCG 3’) (0.5 µM) 1.0 
Reverse primer MCR3pR (5’ ATTAAAGCCTTCGAGCGTCC 3’) (0.5 µM) 1.0 
dNTP (2.5 mM) 5.0 
i-TaqTM plus DNA Polymerase (2.5 U) 0.8 
Template (100 ng) 1.0 

 
3.4.3.2. เตรียมเซลล์ S. cerevisiae ให้มีสภาพทีMเหมาะสมต่อการถ่ายฝากพลาสมิดลูก
ผสม และการถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่ S. cerevisiae (ดัดแปลงจาก Gietz and 
Schiestl, 2007) 

นํา S. cerevisiae มาทําการเขีMยลงบนอาหารแข็ง Yeast Extract Peptone Dextrose 
(YPD) แล้วนําไปบม่ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนั จากนั qนใช้ลปูเขีMย S. cerevisiae 
จํานวน 1 โคโลนี มาเลี qยงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 5 มิลลลิติร นําไปเขยา่ทีMความเร็ว 200 รอบ
ตอ่นาที ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัMวโมง แล้วนําคา่ทีMได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสง 
จากนั qนเจือจางสารละลายเชื qอดงักลา่วด้วยอาหารเหลว YPD ปริมาตร 40 มิลลลิติร แล้วนําไปเขยา่
ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชัMวโมง หรือจนกวา่จะ
ได้สารละลายเชื qอทีMมีคา่การดดูกลืนแสงทีMความยาวคลืMน 600 นาโนเมตร ประมาณ 1.2-1.6 
(จํานวนเซลล์ยีสต์เทา่กบั 107) จากนั qนนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ทีMอณุหภมิู 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ qงแล้วเติมนํ qากลัMนปริมาตร 10 มิลลลิติร ละลาย
ตะกอน แล้วนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 4,000 รอบตอ่นาที ทีMอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที เทสารละลายทิ qง เติมนํ qากลัMนปริมาตร 10 มิลลลิติร นําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 
4,000 รอบตอ่นาที ทีMอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เติมนํ qากลัMนปริมาตร 1 มิลลลิติร 
และแบง่สารละลายเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลติร ใสล่งในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 
มิลลลิติร จากนั qนนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสว่นใส
ทิ qง เติมสว่นประกอบในการถ่ายฝากพลาสมิดเข้าสู ่S. cerevisiae (ตารางทีM 3.2) บม่ทีMอณุหภมิู 42 
องศาเซลเซียส นาน 40 นาที ปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 10000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที 
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จากนั qนเติมอาหารเหลว YPD ปริมาตร 800 ไมโครลติร บม่ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 ชัMวโมง และนําไปสเปรดบนอาหารเลี qยงเชื qอแข็ง YPD ทีMมียาปฎิชีวนะจีนีติซิน 200 และ 500 
ไมโครกรัมตอ่ไมโครลติร บม่ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั  

 
ตารางทีM 3.2 สว่นประกอบการถ่ายฝากพลาสมิดเข้าสู ่S. cerevisiae 

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
PEG3350 (50% w/v) 240 
LiAc (1 M) 36 
Plasmid DNA (1.0-10 µg) 5 

 
3.4.3.3. การทําโคโลนีพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดใน  

 S. cerevisiae 
สุ่มเลือกโคโลนีของ S. cerevisiae ทีMได้รับการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด โดยใช้

ปลายทิปเขีMยโคโลนีละลายในนํ qากลัMน 50 ไมโครลิตร นําไปต้มทีMอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 10 นาที และนําสารละลายเซลล์ทีMได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพืMอใช้ในการทําพีซีอาร์ จากนั qน
ผสมสว่นผสมสําหรับการทําพีซีอาร์ (ตารางทีM 3.3) นําสารละลายทีMได้เข้าเครืMองเพิMมปริมาณดีเอ็น
เอ โดยมีขั qนตอนดงันี q ขั qนแรกทีMอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยขั qนตอนถดัมาทีM
อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที ทีMอณุหภมิู 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
และทีMอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ซึMงจะทําซํ qาจํานวน 30 รอบ และสดุท้ายตาม
ด้วยอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั qนนําผลพีซีอาร์มาทําเจลอิเล็กโตรโฟริซิส 
โดยใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ โดยมวลตอ่ปริมาตร ใช้กระแสไฟฟา้ 100 โวลต์ เป็น
เวลา 50 นาที และทําการสง่ตรวจลําดบันิวคลีโอไทด์ไปยงับริษัทแปซิฟิค ไซแอนด์ จํากดั 

 
ตารางทีM 3.3 สว่นประกอบสําหรับการทําพีซีอาร์  

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
Sterillzed distilled water 36.2 
10x i-TaqTM plus PCR Buffer (1x) 5.0 
Forward primer MCR1pF (5’ TTTCTTCCTCTAGGGTGTCG 3’) (0.5 µM) 1.0 
Reverse primer MCR1pR (5’ TTCAGCTTCATGTCTCCAAA 3’) (0.5 µM) 1.0 
dNTP (2.5 mM) 5.0 
i-TaqTM plus DNA Polymerase (2.5 U) 0.8 
Template (100 ng) 1.0 
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3.4.4. ออกแบบไพรเมอร์สําหรับทํา site-directed mutagenesis 
ใช้ข้อมลูของยีน mcr ทีMอยู่ในฐานข้อมลู GENBANK Database หมายเลข nucleotide 

accession number AAS20429.1 เพืMอการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ทีMจําเพาะกบัยีน 
mcr ด้วยโปรแกรม Primer3Plus และคํานวณค่า Tm (melting temperature) ด้วยโปรแกรม Tm 
calculator ออกแบบปลายของชิ qนยีน mcr ทีMจะเชืMอมต่อเข้ากบัเวคเตอร์ pGAPzαA (Invitrogen, 
USA) สําหรับการแสดงออกโปรตีนในยีสต์ K. pastoris โดยให้มีตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ
ชนิด NotI และ XbaI เพืMอการตดัตอ่เข้ากบัเวคเตอร์  

3.4.5. สงัเคราะห์ยีนกลายของ mcr โดยใช้เทคนิค PCR site-directed mutagenesis โดย
ใช้ KOD Plus Mutagenesis Kit (Toyobo, Japan) 

สงัเคราะห์พลาสมิดทีMมีการกลายของยีน mcr (mcrm) เป็นอย่างน้อยจํานวน 1 ตําแหน่ง
โดยใช้ข้อมูลจากลําดับเบสของโปรตีน MCR แม่แบบ (wild-type mcr template) ยีน mcr ทีMมี
ตําแหน่งการกลาย 1 ตําแหน่งนี qเมืMอแปลรหสัแล้วจะมีกรดอะมิโนเปลีMยนแปลงชนิดไป 1 ตําแหน่ง 
(S1114K) โดยใช้ชดุ KOD Plus Mutagenesis Kit (Toyobo, Japan) นํายีน mcrm โคลนเข้าสูเ่ซลล์
ให้อาศัย Escherichia coli DH5α โดยเพาะเลี qยงเซลล์ในอาหาร Luria-Bertani (LB medium) 
เพืMอเพิMมปริมาณยีน mcrm จากนั qนสกดัพลาสมิดทีMประกอบด้วยยีน mcrm จาก E. coli DH5α โดย
ใช้ NucleoSpin Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel, Germany) และทําการส่งตรวจลําดบันิ
วคลีโอไทด์ไปยงับริษัทแปซิฟิค ไซแอนด์ จํากดั 

3.4.6. การสงัเคราะห์เวคเตอร์ลกูผสมทีMประกอบไปด้วยยีน mcrm 
3.4.6.1. การเพิMมจํานวนยีน mcrm ด้วยเทคนิคพิซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) 

เพิMมจํานวนยีน mcrm สําหรับเชืMอมเข้าสู่เวคเตอร์ pGAPzαA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดย
ออกแบบไพรเมอร์มีความจําเพาะกับบริเวณลําดบันิวคลิโอไทด์ของยีน mcrm ทั qงแบบฟอร์เวิร์ด 
(5’GCGGCCGCATGAGTGGTACAGGTAGA-3’) และรีเวิร์ส (5’TCTAGAAACAGTGATTGCT 
CTACC-3’) ซึMงบริเวณทีMขีดเส้นใต้คือลําดบันิวคลีโอไทด์ทีMจําเพาะตอ่เอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ 
XbaI ตามลําดับ เพืMอให้สอดคล้องกับ multi-cloning site ของเวคเตอร์ pGAPzαA การเพิMม
จํานวนยีน mcrm มีสว่นประกอบดงันี q (ตารางทีM 3.4)  
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ตารางทีM 3.4 สว่นประกอบสําหรับการทําพีซีอาร์ สําหรับการเพิMมจํานวนยีน mcrm 
สว่นประกอบ ปริมาตร 

(ไมโครลติร) 
Sterillzed distilled water 36.2 
10x i-TaqTM plus PCR Buffer (1x) 5.0 
Forward primer MCRnoti-F (5’GCGGCCGCATGAGTGGTACAGGTAGA-3’) 1.0 
Reverse primer MCRxbai-R (5’TCTAGAAACAGTGATTGCTCTACC-3’)  1.0 
dNTP (2.5 mM) 5.0 
i-TaqTM plus DNA Polymerase (2.5 U) 0.8 
Template (100 ng) 1.0 

นําไปทําปฏิกิริยาทีMสภาวะดงันี q ขั qนแรกทีMอณุหภมิู 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
โดยขั qนตอนถดัมาทีMอณุหภมิู 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที ทีMอณุหภมิู 59 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที และทีMอณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที โดยทําปฏิกิริยา 30 รอบ 
และสดุท้ายตามด้วยอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

 
3.4.6.2. การตัดยีน mcrm และเวคเตอร์ pGAPzαA ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ NotI และ 
XbaI และเชืMอมยีน mcrm เข้าสูเ่วคเตอร์ pGAPzαA 
วดัปริมาณดีเอ็นเอของยีน mcrm และพลาสมิด pGAPzαA ทีMทําให้บริสุทธิyทีMความยาว

คลืMน 260 นาโนเมตรด้วยเครืMองวดัปริมาณดีเอ็นเอ (spectrophotometer) จากนั qนนําคา่ปริมาณดี
เอ็นเอทีMวดัไปคํานวณหาปริมาณทีMใช้ในปฏิกิริยาการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI 
แล้วตัดยีน mcrm และเวคเตอร์ pGAPzαA ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ NotI และ XbaI โดยทํา
ปฏิกิริยาดงันี q (ตารางทีM 3.5) 
ตารางทีM 3.5 สว่นประกอบในการตดัด้วยเอนไซท์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI 

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
Sterillzed distilled water 18 
1x CutSmart Buffer 5.0 
Forward primer MCRnoti-F 
(5’GCGGCCGCATGAGTGGTACAGGTAGA-3’)  1.0 

Reverse primer MCRxbai-R  
(5’TCTAGAAACAGTGATTGCTCTACC-3’)  1.0 

DNA 25 
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บ่มทีMอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชัMวโมง และทําการ Heat inactivation ทีM 65 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  

ทําการเชืMอมต่อยีน mcrm และเวคเตอร์ pGAPzαA ด้วยส่วนประกอบดงันี q (ตารางทีM 3.6) 
โดยเวคเตอร์ทีMมียีนกลายประกอบอยูใ่ห้มีชืMอวา่ เวคเตอร์ลกูผสม pGAPzα-MCRm (รูปทีM 3.1) 

 
ตารางทีM 3.6 สว่นประกอบในการสร้างเวคเตอร์ลกูผสม pGAPzα-MCRm 

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
Sterillzed distilled water 4.0 
Ligase Buffer 1.0 
T4 DNA Ligase 1.0 
Vector DNA (pGAPzα) 1.0 
Insert DNA (mcrm gene with NotI and XbaI) 3.0 

บม่ทีMอณุหภมิู 22 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัMวโมง 
 

 
รูปทีM 3.1 สว่นประกอบของเวคเตอร์ลกูผสมทีMเกิดจากการเชืMอมยีน mcrm กบัเวตเตอร์ pGAPZαA  
 

3.4.7 การสง่ถ่ายเวคเตอร์ทีMมียีน mcrm ทีMมีการกลายเฉพาะจดุเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน 
3.4.7.1. การสง่ถ่ายเวคเตอร์ล pGAPzα -MCRm ทีMมียีน mcrm ทีMมีการกลายเฉพาะจดุเข้า
สูเ่ซลล์เจ้าบ้าน S. cerevisiae  

นํา S. cerevisiae มาบม่ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนัในอาหารเหลว 
Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 5 มิลลลิติร จากนั qนทําการวดัด้วยเครืMองวดัปริมาณดีเอ็น
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เอ (spectrophotometer) สารละลายเชื qอมีคา่การดดูกลืนแสงทีMความยาวคลืMน 600 นาโนเมตร 
ประมาณ 1.2-1.6 (จํานวนเซลล์ยีสต์เทา่กบั 107) จากนั qนถ่ายโอนไปยงัอาหารเลี qยงเชื qอ YPD 50 
มิลลลิติร แล้วเเติมนํ qากลัMนปริมาตร 1 มิลลลิติร และแบง่สารละลายเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลติร 
ใสล่งในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลลิติร จากนั qนนําไปปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 10,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสว่นใสทิ qง เติมสว่นประกอบในการถ่ายฝากพลาสมิดเข้าสู ่ S. 
cerevisiae (ตารางทีM 3.7) บม่ทีMอณุหภมิู 42 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที ปัMนเหวีMยงด้วยความเร็ว 
10000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั qนเติมอาหารเหลว YPD ปริมาตร 700 ไมโครลติร บม่
ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัMวโมง และนําไปสเปรดบนอาหารเลี qยงเชื qอแข็ง YPD ทีMมี
ยาปฎิชีวนะซีโอซิน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร บม่ทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั 
(ดดัแปลงจาก Gietz and Schiestl, 2007) 

 
ตารางทีM 3.7 สว่นประกอบการถ่ายฝากพลาสมิดเข้าสู ่S. cerevisiae 

สว่นประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 
PEG3350 (50% w/v) 240 
LiAc (1 M) 36 
Plasmid DNA plus water 34 
Boiled single-stranded DNA (20 mg/ml) 50 

 
3.4.7.2. การสง่ถ่ายเวคเตอร์ pGAPzα -MCRm ทีMมียีน mcrm ทีMมีการกลายเฉพาะจดุเข้าสู่
เซลล์เจ้าบ้าน K. pastoris 

การส่งถ่ายเวคเตอร์ pGAPzα -MCRm ทีMมียีน mcrm ทีMมีการกลายเฉพาะจุดเข้าสู่เซลล์
เจ้าบ้าน K. pastoris ด้วยกระบวนการอิเลก็โทรพอเรชัMนร่วมกบัวิธี lithium acetate transformation 
วิธีการนี qประกอบไปด้วยการเลี qยงเซลล์ K. pastoris ในอาหารเหลว Yeast Extract-Peptone- 
Dextrose (YPD) ทีM 30 องศาเซลเซียส เขยา่ในเครืMองบม่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที จากนั qนนํา
เซลล์ K. pastoris ไปบม่ใน 1M lithium acetate พร้อมกบัเวคเตอร์ pGAPzα -MCRm ปริมาณ 20 
นาโนกรัม แล้วจงึผา่นกระแสไฟฟา้ตามวิธีของ Suga และคณะ (Suga et al., 2005) คดัเลือกโคลน
ด้วยการใช้ยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ Zeocin (Jessop-Fabre et al., 2016) แล้วตรวจสอบพลาสมิ
ดลกูผสมในแตล่ะโคลนทีMได้ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI 
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3.4.8. ตรวจสอบความถกูต้องของยีน mcrm 
สกดัพลาสมิดลกูผสมใน K. pastoris ด้วยการเก็บเกีMยวเซลล์ทีMเลี qยงในอาหาร YPD เติม

สารปฏิชีวนะ Zeocin แล้วเพิMมปริมาณยีนกลาย mcrm ในโคลนทีMคดัเลือก สง่ตรวจวิเคราะห์ลําดบั
นิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) (Pacific Science, Thailand) 

3.4.9. ตรวจสอบการผลติ 3-HP ใน K. pastoris 
เพาะเลี qยง K. pastoris ในอาหาร YPD ทีM เติม 2% glucose ในฟลาสก์ทีM มีการเพิMม

ผิวสมัผสั (baffled flask) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยเลี qยงทีMอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เขย่าใน
เครืMองบ่มความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เก็บตวัอย่างทกุ 24 ชัMวโมง อย่างน้อย 25 โคลนเทียบกบั 
negative control วดัความขุ่นของเซลล์ทีM OD 600 และทําการทดสอบความสามารถในการผลิต 
3-HP ด้วย Gas Chromatography (Shimadzu, Japan)  
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บทที# 4 
ผลการทดลอง 

4.1.  ผลการตรวจสอบ codon usage  
จากการวิเคราะห์ผล optimize codon ของยีน mcr เพืMอใช้ใน K. pastoris และวิเคราะห์

ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ทีMถกูต้องเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI ของยีน mcr ใน C. auranticus 
ได้ผลดงันี q ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีMได้จากการ optimize codon ของยีน mcr เพืMอใช้ใน K. 
pastoris มีค่าความเหมือนกับฐานข้อมลู NCBI เท่ากับ 77 เปอร์เซ็นต์ และมีลําดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน mcr ทีMไมเ่หมือนกบัฐานข้อมลู 23 เปอร์เซน็ต์ (รูปทีM 4.1) 

 

 
รูปทีM 4.1 ผลการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์แสดงบางส่วนของ optimize codon ของยีน mcr 
เพืMอใช้ใน K. pastoris เทียบกบัฐานข้อมลูใน NCBI  
 
4.2.  ผลการสังเคราะห์ยีน mcr เพื#อการก่อการกลายใน K. pastoris 

จากการ optimize codon ของยีน mcr สําหรับการแสดงออกใน K. pastoris โดย 
original sequence คือลําดบักรดอะมิโนของยีน mcr จาก C. aurantiacus มีขนาด 3,660 คู่เบส 
ผลิตโปรตีน Malonyl-Coenzyme A Reductase และ optimize codon คือ ลําดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน mcr สําหรับการแสดงออกใน K. pastoris ทีMผ่านการ optimize codon จาก original 
sequence ของยีน mcr (รูปทีM 4.2)  

 



22 
 

 

 

 
รูปทีM 4.2 ลําดบันิวคลีโอไทด์จากการ optimize codon ของยีน mcr จาก C. aurantiacus เพืMอการ
แสดงออกใน K. pastoris  
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4.3. ตรวจสอบชิ yนยีน mcr ที#แทรกอยู่ในจีโนมของ S. cerevisiae 
สําหรับการเพิMมจํานวนและการตรวจสอบยีน mcr ใน E. coli ด้วยการสกดัพลาสมิด เมืMอ

ทําการตรวจสอบด้วยการทําพีซีอาร์ และนําไปวิเคราะห์ผลด้วยเจลอิเลก็โตรโฟริซิสแล้ว พบวา่แถบ
ดีเอ็นเอทีMปรากฏมีขนาดประมาณ 3600 คูเ่บส (รูปทีM 4.3) ดงันั qนจงึคาดวา่เป็นแถบดีเอ็นเอของยีน 
mcr เนืMองจากในขั qนตอนพีซีอาร์ ใช้ไพรเมอร์ทีMมีความจําเพาะต่อยีน mcr ซึMงทําให้มีผลิตภัณฑ์
ขนาดประมาณ 3600 คูเ่บส  

 

 
รูป 4.3 ผลการทําพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบพลาสมิดทีMมียีน mcr และวิเคราะห์ผลด้วยการเทคนิคอะกา
โรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ผลผลติพีซีอาร์ทีMได้มีขนาด 3,600 คูเ่บส (M) ดีเอน็เอ แลดเดอร์ขนาด 
1 กิโลเบส (2-5) ยีน mcr ขนาด 3,600 คูเ่บส (N) Negative control 
 

เมืMอนํารีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ S. cerevisiae ด้วยวิธีของ Gietz และ Schiestl 
(Gietz and Schiestl, 2007) และตรวจสอบยีน mcr ทีMแทรกอยู่ในจีโนมของของ S. cerevisiae 
โดยนําโคลนทีMขึ qนในอาหาร YPD agar ทีM มีส่วนผสมของซีโอซิน 200 500 800 และ 1000 
ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร บม่เป็นเวลา 1 วนั ผลปรากฏวา่ S. cerevisiae สามารถขึ qนบนอาหาร YPD 
agar ทีMมีส่วนผสมของจีนีติซินได้ทีMความเข้มข้น 200 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงว่า
ยีสต์นั qนได้รับเอาพลาสมิดทีMมียีนต้านทานตอ่จีนีติซินเข้าไปในจีโนมแล้ว  

การทําโคโลนีพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดใน S. cerevisiae 
โดยใช้ไพรเมอร์ MCR1pF และ MCR1pR แล้วดูขนาดของยีน mcr ทีMแทรกอยู่ในจีโนมของ S. 
cerevisiae และนําไปวิเคราะห์ผลด้วยการเทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส (รูปทีM 4.4) 
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รูปทีM  4.4 ผลการทําโคโลนีพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดใน S. 
cerevisiae และวิเคราะห์ผลด้วยการเทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ผลผลติพีซีอาร์ทีMได้
มีขนาด 1,700 คู่เบส (M) ดีเอ็นเอ แลดเดอร์ขนาด 1 กิโลเบส (1, 2) ยีน mcr ทีMแทรกอยู่ในจีโนม
ของ S. cerevisiae ขนาด 1,700 คูเ่บส 
 

การวิเคราะห์ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr จากการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดใน S. cerevisiae เทียบกับฐานข้อมลู NCBI ของยีน mcr ใน C. auranticus พบว่ายีน 
mcr (SCpMCR45) มีลําดบันิวคลีโอไทด์ 1,123 คู่เบส และลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีMส่ง
ตรวจมีค่าความเหมือนกบัฐานข้อมลูใน NCBI ถึง 70 เปอร์เซ็นต์ และมีลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
mcr บางสว่นทีMไมเ่หมือนกบัฐานข้อมลูเทา่กบั 30 เปอร์เซน็ต์ (รูปทีM 4.5) 

 

 
รูปทีM 4.5 ผลการวิเคราะห์ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr เมืMอเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI 
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4.4. ผลการออกแบบไพรเมอร์สาํหรับทาํ site-directed mutagenesis 
จากการออกแบบไพรเมอร์ (ตารางทีM 4.1) ไพรเมอร์ทีMได้เป็นไปตามการพิจารณา โดยมี

ปริมาณ GC อยู่ระหว่าง 40-60 % และมีค่า Tm ในช่วง 50-80 องศาเซลเซียส forward primer 
และ reverse primer มีความยาว 24 นิวคลีโอไทด์ ภายในยีนมีตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ
เพืMอใช้ในการเชืMอมตอ่เข้าสูเ่วกเตอร์ pGAPαA เพืMอถ่ายเข้าสู ่K. pastoris  

 
ตารางทีM 4.1 ไพรเมอร์ทีMใช้ในงานวิจยั 
 
 
 
 

บริเวณทีMขีดเส้นใต้ หมายถงึ ตําแหน่งของ forward primer ทีMถกูออกแบบให้ลําดบันิวคลิ
โอไทด์เปลีMยนไปจากยีน mcr 2 ตําแหน่ง เพืMอทําก่อการกลายในตําแหน่ง S1114K  
 
4.5. สังเคราะห์ยีนกลายของ mcr โดยใช้เทคนิค PCR site-directed mutagenesis โดยใช้ 

ชุด KOD Plus Mutagenesis Kit (Toyobo, Japan) 
ผลการสงัเคราะห์ยีน mcrm (รูปทีM 4.6) และการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของชิ qนส่วน

ของยีน mcr บริเวณทีMก่อการกลาย เทียบกบัข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ต้นฉบบั (Template) ของยีน 
mcr ในด้าน forward และ reverse พบว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์ในยีนทีMก่อการกลายมีบางจุดทีMผล
เบีMยงเบนไปจากทีMคาดการณ์ไว้ โดยจุดทีMต้องการเปลีMยนจาก S1114K (TCA>AAA) ซึMงแสดง
กรดอะมิโนเป็นเซอรีน (Serine) เปลีMยนเป็น ไลซีน (Lysine) แต่ผลทีMได้เป็น (TCA>ACA) ซึMงเป็น 
ไทโอนีน (Threonine) (รูปทีM 4.7) นอกจากนี qยงัมีตําแหน่งทีMให้ลําดบัเบสทีMผิดไปจากทีMควรจะเป็น
อีกหนึMงตําแหน่งทีMคาดวา่จะสง่ผลตอ่การแสดงโปรตีนใน K. pastoris  

 
CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 
template      GGAAAGATACGGTGCCAGACAAGTTGTTATGATTGTTGAAACTGAAACAGGTGCTGAAAC 60 
S1114K-F      ----------------------------AAAGTTNTGTGAACTGAAACAGGTGCTGAAAC 32 
                                          *   ** *   ********************* 
 
template      TATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCGCTGG 120 
S1114K-F      TATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCGCTGG 92 
              ************************************************************ 
 
template      TGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTCCAGT 180 
S1114K-F      TGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTCCAGT 152 
              ************************************************************ 
 
template      TGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATTCTGA 240 

ตําแหน่ง ลําดบัเบส 5’-3’ คา่ Tm (°C) 
ปริมาณ 
GC (%) 

Forward primer GCTAAATTAGCATTGGTTACTCCA 52.40 37.50 

Reverse primer ACCATCAGACAATGCGATCTTTCT 56.09 41.67 



26 
 

 

S1114K-F      TGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATTCTGA 212 
              ************************************************************ 
 
template      TTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGACTCA 300 
S1114K-F      TTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGACTCA 272 
              ************************************************************ 
 
template      TCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTTCATTAGCATTGGTTAC 360 
S1114K-F      TCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTACATTAGCATTGGTTAC 332 
              ******************************************* **************** 
 
template      TCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCAAGAC 420 
S1114K-F      TCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCAAGAC 392 
              ************************************************************ 
 
template      TACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAAGAAT 480 
S1114K-F      TACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCACAAAGAACTGCTCAAAGAAT 452 
              **************************************** ******************* 
 
template      TTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATCCACA 540 
S1114K-F      TTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATCCACA 512 
              ************************************************************ 
 
template      TGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCACCATT 600 
S1114K-F      TGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCACCATT 572 
              ************************************************************ 
 
template      GCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCACTGT 660 
S1114K-F      GCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCACTGT 632 
              ************************************************************ 
 
template      TGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGC 720 
S1114K-F      TGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGC 692 
              ************************************************************ 
 
template      TCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTAT 780 
S1114K-F      TCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTAT 752 
              ************************************************************ 
 
template      AGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAG 840 
S1114K-F      AGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTANTTTTCTGAACAG 812 
              **********************************************  ******* **** 
 
template      ACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTC 900 
S1114K-F      ACACGCGTACGCATGTAACATTATACTGACAACCTTGCTTGAGAAGGATTGGGGACGCTC 872 
              ** ** *********************** ***************** ** ********* 
 
template      GAAGGCTTTAATTTGCGGC-- 919 
S1114K-F      CAAGGCTTTACTTTGCGGCAT 893 
               ********* ********   
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รูปทีM 4.6 ผลการทําพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการสังเคราะห์ยีน mcrm และวิเคราะห์ผลด้วยการ
เทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ ผลผลติพีซีอาร์ทีMได้มีขนาด 916 คูเ่บส และ 3660 คูเ่บส 
(M) ดีเอ็นเอ แลดเดอร์ขนาด 1 กิโลเบส (1) ชิ qนสว่นยีน mcrm ก่อนทําการ ligation ด้วย KOD Plus 
mutagenesis kit (2) ยีน mcrm หลังจากทําการ ligation ด้วย KOD Plus mutagenesis kit (3) 
พลาสมิดทีMประกอบด้วยยีน mcrm ก่อนทําการ ligation ด้วย KOD Plus mutagenesis kit (4) 
พลาสมิดทีMประกอบด้วยยีน mcrm หลังทําการ ligation ด้วย KOD Plus mutagenesis kit (P) 
Positive control (N) Negative control  
 

 
รูปทีM  4.7 ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีM ทําการกลายด้วย KOD Plus 
mutagenesis kit (Toyobo, Japan) และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม ChromasPro พบว่า ใน
ตําแหน่งของชิ qนสว่นของยีน mcr ทีMมีบริเวณทีMต้องการก่อการกลายตําแหน่งทีM S1114K ดงัรูปแสดง
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ตําแหน่งทีM 317 เบสไซโตซีน (Cytocine) ไม่ทําการเปลีMยนเป็นเบสอะดีนีน (adenine) ตามทีM
คาดการณ์ไว้ 
 

ผลการสงัเคราะห์ยีน mcrm ในครั qงทีM 2 (รูปทีM 4.8) และการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์
ของชิ qนส่วนของยีน mcr บริเวณทีMก่อการกลาย จากการนําผลิตภัณฑ์จากการทําพีซีอาร์ มาทํา
เจลอิเลก็โตรโฟริซิส พบวา่แถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียง 916 คูเ่บส สง่ตรวจวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ (DNA sequencing) (Pacific Science, Thailand) และนําผลทีMได้เทียบกบัข้อมลูลําดบันิวคลี
โอไทด์ต้นฉบับ (Template) ของยีน mcr ในด้าน forward และ reverse พบว่า สามารถทําการ
สงัเคราะห์ยีน mcrm ในตําแหน่ง S1114K (TCA>AAA) ซึMงแสดงกรดอะมิโนเป็นเซอรีน (Serine) 
เปลีMยนเป็น ไลซีน (Lysine) ได้สําเร็จ  

 
PSD1114L1_23MCR_F      ------------------------------AAAGTANTGAACTGAAACAGGTG----CTG 
MCRtemplate            GGAAAGATACGGTGCCAGACAAGTTGTTATGATTGTTGAAACTGAAACAGGTG----CTG 
                                                              *   * ********        
PSD1114L1_23MCR_F      AAACTATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCG 
MCRtemplate            AAACTATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCG 
                         *  *  *** *  *  ****************************************** 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGGTGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTC 
MCRtemplate            CTGGTGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CAGTTGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATT 
MCRtemplate            CAGTTGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGATTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGA 
MCRtemplate            CTGATTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CTCATCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTAAATTAGCATTGG 
MCRtemplate            CTCATCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTTCATTAGCATTGG 
                       ***********************************************  *********** 
 
PSD1114L1_23MCR_F      TTACTCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCA 
MCRtemplate            TTACTCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      AGACTACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAA 
MCRtemplate            AGACTACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      GAATTTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATC 
MCRtemplate            GAATTTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CACATGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCAC 
MCRtemplate            CACATGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCAC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CATTGCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCA 
MCRtemplate            CATTGCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGTTGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT 
MCRtemplate            CTGTTGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTT 
MCRtemplate            CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      TTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGT 
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MCRtemplate            TTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114L1_23MCR_F      ACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGAC 
MCRtemplate            ACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGAC 
                       ****************************************************** **    
 
PSD1114L1_23MCR_F      GCTCGAGGCTATAATTTNNNTGGNNNANNNA 
MCRtemplate            GCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGC-------- 
                                  *         *          

 

 
รูปทีM 4.8 ผลการทําพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการสังเคราะห์ยีน mcrm และวิเคราะห์ผลด้วยการ
เทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ ผลผลติพีซีอาร์ทีMได้มีขนาด 916 คูเ่บส (M) ดีเอ็นเอแลด
เดอร์ขนาด 1 กิโลเบส (1-4) ชิ qนสว่นยีน mcrm หลงัทําการ ligation ด้วย KOD Plus mutagenesis 
(P1,P2) Positive control (N) Negative control  
 

ผลการสกดัยีน mcrm จากการถ่ายฝากยีน เข้าสู่เซลล์ให้อาศยั E. coli DH5α เพืMอเพิMม
จํานวนยีน mcrm (รูปทีM 4.9) จากการนําผลิตภัณฑ์จากการทําพีซีอาร์มาทําเจลอิเล็กโตรโฟริซิส 
พบว่าแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียง 916 คู่เบส ส่งตรวจวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ (DNA 
sequencing) (Pacific Science, Thailand) และนําผลทีMได้เทียบกับข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์
ต้นฉบับ (Template) ของยีน mcr ในด้าน forward และ reverse รวมทั qงเทียบกับข้อมูลของยีน 
mcr ทีMทําการก่อการกลายต้นแบบด้วย KOD plus mutagenesis kit พบว่า สามารถยืนยันการ
สงัเคราะห์ยีน mcrm ในตําแหน่ง S1114K (TCA>AAA) ซึMงแสดงกรดอะมิโนเป็นเซอรีน (Serine) 
เปลีMยนเป็น ไลซีน (Lysine) ได้สําเร็จ  
 
PSD1114K2_23MCR_F      -----------------------------CCTGGCAGTGACTGGCAACAGGTGCTGAAAC 
PSD1114L1_23MCR_F      ------------------------------AAAGTANTGAACTGAAACAGGTG----CTG 
MCRtemplate            GGAAAGATACGGTGCCAGACAAGTTGTTATGATTGTTGAAACTGAAACAGGTG----CTG 
                                                              *   * ********        
 
PSD1114K2_23MCR_F      TNATGAGAAGANGNATTCTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCG 
PSD1114L1_23MCR_F      AAACTATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCG 
MCRtemplate            AAACTATGAGAAGATTATTGCATGATCATGTTGAAGCTGGTAGATTGATGACAATTGTCG 
                         *  *  *** *  *  ****************************************** 
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PSD1114K2_23MCR_F      CTGGTGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTC 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGGTGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTC 
MCRtemplate            CTGGTGACCAAATTGAAGCTGCAATTGATCAAGCTATTACTAGATATGGTAGACCAGGTC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CAGTTGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATT 
PSD1114L1_23MCR_F      CAGTTGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATT 
MCRtemplate            CAGTTGTTTGTACTCCTTTTAGACCATTACCAACAGTTCCATTGGTTGGTAGAAAAGATT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CTGATTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGA 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGATTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGA 
MCRtemplate            CTGATTGGTCAACAGTTTTGTCTGAAGCTGAATTTGCAGAATTGTGTGAACATCAATTGA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CTCATCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTAAATTAGCATTGG 
PSD1114L1_23MCR_F      CTCATCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTAAATTAGCATTGG 
MCRtemplate            CTCATCATTTCAGAGTTGCTAGAAAGATCGCATTGTCTGATGGTGCTTCATTAGCATTGG 
                       ***********************************************  *********** 
 
PSD1114K2_23MCR_F      TTACTCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCA 
PSD1114L1_23MCR_F      TTACTCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCA 
MCRtemplate            TTACTCCAGAAACTACAGCTACATCTACTACAGAACAATTCGCTTTGGCAAACTTCATCA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      AGACTACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAA 
PSD1114L1_23MCR_F      AGACTACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAA 
MCRtemplate            AGACTACATTGCATGCTTTTACTGCAACAATTGGTGTTGAATCAGAAAGAACTGCTCAAA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      GAATTTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATC 
PSD1114L1_23MCR_F      GAATTTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATC 
MCRtemplate            GAATTTTAATTAATCAAGTTGATTTGACAAGAAGAGCTAGAGCAGAAGAACCAAGAGATC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CACATGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCAC 
PSD1114L1_23MCR_F      CACATGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCAC 
MCRtemplate            CACATGAAAGACAACAAGAATTAGAAAGATTCATTGAAGCTGTTTTGTTGGTTACTGCAC 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CATTGCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCA 
PSD1114L1_23MCR_F      CATTGCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCA 
MCRtemplate            CATTGCCACCAGAAGCCGACACCAGATACGCAGGTAGAATCCATAGAGGTAGAGCAATCA 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CTGTTGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT 
PSD1114L1_23MCR_F      CTGTTGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT 
MCRtemplate            CTGTTGGTTAAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTT 
PSD1114L1_23MCR_F      CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTT 
MCRtemplate            CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      TTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGT 
PSD1114L1_23MCR_F      TTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGT 
MCRtemplate            TTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGT 
                       ************************************************************ 
 
PSD1114K2_23MCR_F      ACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTGGGACG 
PSD1114L1_23MCR_F      ACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGAC 
MCRtemplate            ACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGAC 
                       ****************************************************** **    
 
PSD1114K2_23MCR_F      CTCATGTTTTTTGTTGGAGAAGAAGAAGAAA 
PSD1114L1_23MCR_F      GCTCGAGGCTATAATTTNNNTGGNNNANNNA 
MCRtemplate            GCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGC-------- 
                                  *         *          
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รูปทีM 4.9 ผลการทําพีซีอาร์เพืMอตรวจสอบการถ่ายฝากยีน mcrm และวิเคราะห์ผลด้วยการเทคนิคอะ
กาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ ผลผลิตพีซีอาร์ทีMได้มีขนาดใกล้เคียง 916 คูเ่บส (M) ดีเอ็นเอแลด
เดอร์ขนาด 1 กิโลเบส (1-4) ชิ qนสว่นยีน mcrm ทีMสกดัจากเซลล์ให้อาศยั E. coli DH5α (P) Positive 
control (N) Negative control  
 
4.6. การสังเคราะห์เวคเตอร์ลูกผสมที#ประกอบไปด้วยยีน mcrm 

การตรวจสอบยีน mcrm ทีMมีบริเวณทีMตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI ทีMปลาย 
5’ และปลาย 3’ ตามลําดบั แล้วนําไปตรวจสอบขนาดของชิ qนยีน mcrm ทีMมีบริเวณทีMตดัของเอนไซม์
ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจล อิเลค็โตโฟริซิส ผลทีMได้พบวา่คือ ชิ qนสว่นของ
ดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 3672 คูเ่บส ซึMงมีขนาดเทา่กบัชิ qนของยีน mcrm ดงัรูปทีM 4.10 โดยในเลนทีM 
2 สามารถตรวจสอบยีน mcrm ทีMมีบริเวณทีMตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI ได้สําเร็จ แต่
ในเลนทีM 1 นั qน ไม่สามารถตรวจสอบได้ เนืMองจากข้อผิดพลาดในการปิเปตต์ และการปนเปื qอน
ภายในหลอดพีซีอาร์ทีMส่งผลต่อการย่อยสลายของดีเอ็นเอ จากนั qนเชืMอมยีน mcrm ทีMมีบริเวณทีMตดั
ของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI และ XbaI เข้าสูเ่วคเตอร์ pGAPαA 
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รูปทีM 4.10 ผลการตรวจสอบขนาดของชิ qนยีน mcrm ทีMมีบริเวณทีMตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NotI 
และ XbaI และวิเคราะห์ผลด้วยการเทคนิคอะกาโรสเจล อิเลก็โตโฟริซิส พบวา่ ผลผลิตพีซีอาร์ทีMได้
มีขนาดใกล้เคียง 3672 คูเ่บส (M) ดีเอ็นเอแลดเดอร์ขนาด 1 กิโลเบส (1) ชิ qนสว่นยีน mcrm จากผล
การสังเคราะห์การกลายครั qงทีM 1 ทีMมีบริเวณทีMตัดของเอนไซม์ตัดจําเพาะ NotI และ XbaI (2) 
ชิ qนส่วนยีน mcrm จากผลการสงัเคราะห์การกลายครั qงทีM 2 ทีMมีบริเวณทีMตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
NotI และ XbaI  (N) Negative control  
 
4.7. การส่งถ่ายเวคเตอร์ที#มียีน mcrm ที#มีการกลายเฉพาะจุดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 

หลงัจากสกดัเวคเตอร์ลกูผสมจาก E. coli แล้ว นําเวคเตอร์ลกูผสม pGAPαA-mcrm ทํา
การเพิMมความเข้มข้นของพลาสมิดลกูผสม และจงึถ่ายฝากเข้าสู ่S. cerevisiae จากนั qนนําไปเลี qยง
บนอาหารแข็ง YPD ทีMเติมยาปฏิชีวนะซีโอซิน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร พบว่า S. cerevisiae ทีM
มีเวคเตอร์ลกูผสม pGAPαA-mcrm สามารถเจริญบนอาหารแข็ง YPD ทีMมียาปฏิชีวนะซีโอซิน ลง
ไป 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ไม่สามารถสรุปผลการทดลองได้เนืMองจากชุดควบคุมเป็น 
อาหารแข็ง YPD ทีMเติม 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ S. cerevisiae ทีMไม่ได้รับเวคเตอร์ลกูผสม 
pGAPαA-mcrm  สามารถเจริญบนอาหารได้ (รูปทีM 4.11) จึงไม่สามารถคาดได้ว่า S. cerevisiae 
ทีMขึ qนบนอาหารแข็ง YPD ทีMเติมยาปฏิชีวนะซีโอซิน ลงไปได้รับเวคเตอร์ลกูผสมทีMมียีนต้านทานยา
ปฏิชีวนะ  
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รูปทีM 4.11 S. cerevisiae ทีMได้รับการถ่ายฝากเวคเตอร์ลกูผสม pGAPαA-mcrm ทีMสามารถเจริญ
บนอาหารแข็ง YPD ทีMมียาปฏิชีวนะซีโอซินทีMมีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร  
(A0) ชดุควบอาหารแข็ง YPD + S. cerevisiae  
(B0) ชดุควบคมุอาหารแข็ง YPD + Zeocin + S. cerevisiae  
(A1-A3, B1-B3) YPD + Zeocin + S. cerevisiae (pGAPαA-mcrm) 
 
4.8. ตรวจสอบความถูกต้องของยีน mcrm 

เนืMองจากสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื qอโรคโควิด-19 มีความรุนแรงเพิMมขึ qนอย่าง
มาก ทางมหาวิทยาลัยได้ทําการขยายเวลาการปิดสถานทีMทําการชัMวคราว ทําให้แผนการ
ดํ า เ นิ น ก า ร ทีM จ ะ ทํ า คื อ  transformation recombinant vector เ ข้ า สู่  K. pastoris ด้ ว ย วิ ธี  
electroporation ไมส่ามารถดําเนินการตอ่ได้ 
4.9. ตรวจสอบการผลิต 3-HP ใน K. pastoris 

เนืMองจากสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื qอโรคโควิด-19 มีความรุนแรงเพิMมขึ qนอย่าง
มาก ทางมหาวิทยาลัยได้ทําการขยายเวลาการปิดสถานทีMทําการชัMวคราว ทําให้แผนการ
ดําเนินการทีMจะทําคือ ตรวจสอบการผลิต 3-HP ใน K. pastoris ไม่สามารถดําเนินการต่อได้ 
อย่างไรก็ตามในหน่วยปฏิบติัการวิจยัได้ทําการหาสภาวะทีMเหมาะสมสําหรับในการวิเคราะห์หา
ปริมาณ 3-HP ได้สําเร็จเรียบร้อยแล้ว หากมีการ transformation recombinant vector เข้าสู่       
K. pastoris ได้สําเร็จ ก็สามารถทีMจะทําการทดสอบความสามารถในการผลิต 3-HP ด้วย Gas 
Chromatography ได้  
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บทที# 5 
อภปิรายผลและสรุปผล 

การตรวจสอบ codon usage และวิเคราะห์ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ทีMเหมาะสมต่อ
การแสดงออกใน K. pastoris พบว่ายีน mcr ทีMได้จาก C. auranticus ยงัไม่สามารถนํามาใช้ใน
การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดสําหรับการแสดงออกของยีน mcr ใน K. pastoris ได้โดยตรง 
เนืMองจากค่าลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีMได้จากการ optimize codon ของยีน mcr ใน K. 
pastoris มีลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีMไม่เหมือนกบัฐานข้อมลูถึง 23 เปอร์เซ็นต์ เพืMอให้ได้
โปรตีนทีMเราต้องการใช้สามารถแสดงออกได้ในสิMงมีชีวิตทีMเราต้องการ โดยสิMงมีชีวิตทีMแตกตา่งกนัจะ
เลือกใช้รหสัการแปลโปรตีนทีMแตกต่างกนั เราจําเป็นต้องเลือกรหสัให้ทีMพบได้ในเซลล์ให้อาศยัจาก
การ optimize codon (Quax et al., 2015) ดังนั qนเมืMอพบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ทีMไม่
เหมือนกบัฐานข้อมลูมากเกินไป จึงจําเป็นต้องส่งสงัเคราะห์ยีน mcr เพืMอให้ยีนสามารถแปลรหสั
โปรตีนตามทีMเราต้องการได้ 

จากการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr และวิเคราะห์ตรวจสอบลําดบันิวคลี
โอไทด์ทีMเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI ของยีน mcr ใน C. auranticus สาเหตทีุMมีความต่างของลําดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีน mcr บางส่วนทีMไม่เหมือนกับฐานข้อมูลเท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์ อาจเป็น
เพราะว่ายีสต์ S. cerevisiae มีข้อมูลทางพันธุกรรมทีMต่างจาก C. aurantiacus จึงทําให้ลําดับ      
นิวคลีโอไทด์ตา่งกนั (Kildegaard et al., 2016) 

 S. cerevisiae และ K. pastoris ใกล้เคียงกัน จึงนํามาใช้ในการทดสอบการเป็นเซลล์
เจ้าบ้านเพืMอเทียบเคียงการแสดงออกของยีน เนืMองจากระบบการจดัการทางพนัธุกรรม (Genetic 
manipulation) ของ S. cerevisiae และ K. pastoris มีความใกล้เคียงกนัและสามารถใช้ร่วมกนัได้
บางระบบ (Darby et al., 2012) ในด้านของ codon frequency พบวา่ระหวา่ง S. cerevisiae และ 
K. pastoris มีความคล้ายกนัมาก แสดงว่า สามารถสร้างโปรตีนโครงสร้างโดยใช้ลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ทีMอาจปรับแต่ง codon optimization เพียงเล็กน้อย หรือมีความสามารถทีMจะแปลรหัสโดย 
codon bias ไม่ส่งผลกระทบกับลําดบักรดอะมิโนมากนกั (Tran et al., 2017) และการวิเคราะห์
รูปแบบของ codon bias ในยีสต์ทีMใช้ในการแสดงออกของโปรตีน มีรายงานว่า รูปแบบ codon 
หนึMงทีMกระจายอยู่ในจีโนมของ S. cerevisiae สามารถช่วยส่งเสริมความเร็วในกระบวนการ 
protein elongation ในยีสต์ทีMเป็นกลุ่มทีMใช้งานด้านเทคโนโลยีชีวภาพ (Villada, Brustolini and 
Batista, 2017) ซึMงในระหวา่งการสง่สงัเคราะห์ยีน mcr สําหรับการแสดงออกใน K. pastoris ได้ทํา
การตรวจสอบชิ qนยีน mcr ทีMแทรกอยู่ในจีโนมของ S. cerevisiae เพืMอให้สามารถยืนยันการถ่าย
ฝากยีน mcr เข้าสูจี่โนมของยีสต์ได้เป็นเบื qองต้น ก่อนทีMจะนําไปศกึษาผลของการก่อการกลายพนัธุ์
เฉพาะตําแหน่งของยีน mcr เพืMอการผลติ 3-HP ในยีสต์ K. pastoris ตอ่ไป 
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ในการศึกษาการกลายของยีน mcr ทีMมีผลต่อการผลิต 3-HP นี q เลือกยีน mcr ทีMได้จาก
การ optimize codon ของยีน mcr เพืMอใช้ใน K. pastoris เป็นยีนต้นแบบในการจําลองยีนเพืMอการ
สงัเคราะห์เวคเตอร์ทีMประกอบไปด้วยยีน mcr จากการออกแบบไพร์เมอร์ทีMมีลําดบัเบสเป็น TCA ซึMง
เป็นลําดบัเบสทีMถอดรหสัออกเป็นกรดอะมิโนเซอรีนเปลีMยนเป็นอะมิโนไลซีนทีMมีลําดบัเบสเป็น AAA 
ทีMตําแหน่ง S1114K ซึMงเป็นตําแหน่งทีMมีผลกระทบตอ่การทํางานของเอนไซม์ Malonyl-Coenzyme 
A Reductase เช่นเดียวกบัในการศกึษาของ Liu และคณะ (Liu et al., 2016) ในการออกแบบไพร
เมอร์สําหรับทํา Site-directed mutagenesis โดยไพรเมอร์ทีMออกแบบพิจารณาตามความยาว
ประมาณ 18-30 นิวคลิโอไทด์ ประมาณ GC-content อยู่ระหว่าง 40-60 % คา่ Tm ของแตล่ะไพร
เมอร์มีค่าใกล้เคียงกัน โดยทัMวไปอยู่ในช่วง 50-80 องศาเซลเซียส (Lorenz, 2012) จากผลการ
ทดลองคาดว่า ไพรเมอร์ทีMได้จะมีความจําเพาะต่อชิ qนยีนเป้าหมายและสามารถจําลองชิ qนดีเอ็นเอ
ได้ตอ่ตามขนาด 3,660 bp ตามทีMต้องการ โดยชิ qนดีเอ็นเอทีMได้จากการใช้ไพรเมอร์ทีMออกแบบมาจะ
ถูกนําไปวิเคราะห์ลําดับเบสเพืMอตรวจสอบความถูกต้องเพืMอใช้ในการเชืMอมต่อเข้าสู่เวกเตอร์ 
pGAPαA และถ่ายเข้าสู ่K. pastoris ตอ่ไป 

จากการสงัเคราะห์ยีน mcrm พบวา่ เกิดตําแหน่งกลายทีMผิดพลาดไปจากทีMคาดหวงัไว้ ใน
ตําแหน่งทีMต้องการเปลีMยนคือ S1114K (TCA เป็น AAA) โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีตําแหน่ง
เปลีMยนไปสองตําแหน่งเพืMอเปลีMยนลําดบันิวคลีโอไทด์ดงักล่าว แต่ผลทีMได้นั qนพบว่า ในการทําการ
ทดลอง เกิดการกลายในตําแหน่งทีMผิดพลาดไปจากทีMคาดหวงัไว้อีก จึงได้ทําการศกึษาเพิMมเติมใน
ข้อมลูของ KOD Plus mutagenesis kit พบวา่ปัญหาทีMเกิดขึ qนนั qน อาจเกิดจากข้อผิดพลาดในเรืMอง
ของ inverse PCR ซึMงสามารถแก้ไขในด้านของตรวจสอบความถกูต้องของการออกแบบไพรเมอร์
และ ลําดบัขั qนตอนพีซีอาร์ (PCR conditions) โดยปรับในขั qน annealing จาก 54 องศาเซลเซียส 
เป็น 56 องศาเซลเซียส เพืMอลดการจบัอยา่งไมเ่ฉพาะเจาะจงระหวา่งไพรเมอร์ และดีเอ็นเอต้นแบบ 
และเพิMมจํานวนรอบจาก 9 รอบ เป็น 10 รอบ เพืMอเพิMมความเข้มข้นของดีเอ็นเอและระยะเวลาให้ 
Ligation สมบูรณ์มากยิMงขึ qน (Toyobo, 2017 : online) พบว่าการปรับลําดับขั qนตอนพีซีอาร์ใน
ข้างต้น สามารถทําให้ก่อการกลายพนัธุ์ทีMตําแหน่ง S1114K ได้สําเร็จและสามารถสงัเคราะห์การ
กลายทีMสองตําแหน่งของการกลายทีMอยู่ข้างกนัได้สมบรูณ์ อตัราการเกิดการกลายถกูต้องหลงัจาก
เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli แม่นยําตามตําแหน่งทีMความถูกต้องทุกลําดบัเบสนิวคลิโอ
ไทด์ทีMสงัเคราะห์การกลาย ถงึแม้ E. coli DH5α จะมีการตดัระบบรีคอมบิเนชัMนและระบบการซอ่ม
แซ่มดีเอ็นเอบางส่วนออกไป แต่ยังคงมีระบบอืMน ๆ อยู่ในระบบของ E. coli ทีMส่งผลให้สามารถ
ซอ่มแซมดีเอ็นเอทีMเกิดตําแหน่งมิวเทชนัทีMไมค่าดหวงัได้ (Morita et al., 2013) 

จากการส่งถ่ายเวคเตอร์ทีMมียีน mcrm เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน โดยทีMเวคเตอร์ pGAPαA 
สามารถส่งถ่ายเข้าไปในเซลล์ให้อาศยั S. cerevisiae และ K. pastoris ได้เนืMองจากสามารถใช้
โพรโมเตอร์ pGAP ได้ทั qงสองระบบ (Invitrogen, 2013 : online) ดงันั qนผู้ วิจยัจงึได้ทําการถ่ายฝาก
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เวคเตอร์ลกูผสม pGAPαA-mcrm  เข้าสู่ S. cerevisiae เป็นเบื qองต้น ก่อนทีMจะถ่ายฝากเวคเตอร์
ลกูผสมเข้าสู่ K. pastoris เนืMองจากเชื qอ K. pastoris ยงัมาไม่ถึงด้วยระยะเวลาและสถานการณ์
การแพร่ระบาดของเชื qอโรคโควิด-19 จากผลการตรวจสอบส่งถ่ายเวคเตอร์ทีMมียีน mcrm ทีMมีการ
กลายเฉพาะจดุเข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน S. cerevisiae พบว่าในชดุควบคมุอาหารแข็ง YPD ทีMเติม 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ S. cerevisiae ทีMไม่ได้รับเวคเตอร์ลกูผสม pGAPαA-mcrm  สามารถ
เจริญบนอาหารได้ จึงไม่สามารถสรุปผลได้ว่า S. cerevisiae ทีMขึ qนบนอาหารแข็ง YPD ทีMเติมยา
ปฏิชีวนะซีโอซิน ลงไปได้รับเวคเตอร์ลกูผสมทีMมียีนต้านทานยาปฏิชีวนะ ทั qงนี qผู้ วิจยัได้ทําการหา
สาเหต ุซึMงพบว่าอาจจะเป็นเพราะยาปฏิชีวนะซีโอซินถกูเติมในอาหาร YPD ขณะทีMอาหารยงัร้อน 
ยาปฏิชีวนะซีโอซินอาจเกิดการเสืMอมสภาพไปได้ เนืMองคณุสมบติัของยาปฏิชีวนะซีโอซิน ไมท่นร้อน
และทนแสง ดังนั qนควรปรับอุณหภูมิอาหาร YPD ให้เย็นลงก่อนเติมยาปฏิชีวนะซีโอซิน 
(Invitrogen, 2010 : online) 

ในการทดลองนี qได้ประสบผลสําเร็จในการสงัเคราะห์การกลายทีMสองตําแหน่งของการ
กลายทีMอยูข้่างกนัได้สมบรูณ์ แตเ่นืMองจากสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื qอโรคโควิด-19 มีความ
รุนแรงเพิMมขึ qนอยา่งมาก ทางมหาวิทยาลยัได้ทําการขยายเวลาการปิดสถานทีMทําการชัMวคราว ทําให้
ไม่สามารถดําเนินการทดลองลําดบัถดัไปได้ ดงันั qนงานทีMสามารถดําเนินการตอ่ไปได้ในอนาคตคือ
การตรวจความถูกต้องของยีน mcrm โดยการ transformation recombinant vector เข้าสู่ K. 
pastoris ด้วยวิธี electroporation และหากมีการ transformation recombinant vector เข้าสู่        
K. pastoris ได้สําเร็จ ก็สามารถทีMจะทําการทดสอบความสามารถในการผลิต 3-HP ด้วย Gas 
Chromatography ได้ 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 
อาหารเลี yยงเชื yอ 
อาหารเหลวและอาหารแข็ง LB ปริมาตร 1 ลติร 
ประกอบด้วย  ทริปโตน     10 กรัม 
    ยีสต์สกดั      5  กรัม 
    โซเดียมคลอไรด์     10 กรัม 
    ผงวุ้น (สําหรับอาหารแข็ง)   15 กรัม 
 
อาหารแข็ง LB low salt ปริมาตร 1 ลติร 
ประกอบด้วย  ทริปโตน     10 กรัม 
    ยีสต์สกดั      5  กรัม 
    โซเดียมคลอไรด์      5  กรัม 
    ผงวุ้น (สําหรับอาหารแข็ง)   15 กรัม 
 
อาหารเหลว SOB ปริมาตร 1 ลติร 
ประกอบด้วย  ทริปโตน     20 กรัม 
    ยีสต์สกดั      5  กรัม 
    โซเดียมคลอไรด์           0.584 กรัม 
    โพแทสเซียมคลอไรด์          0.186 กรัม 
    แมกนีเซียมคลอไรด์          0.952 กรัม 
    แมกนีเซียมซลัเฟต          2.408  กรัม 
 
อาหารเหลว SOC ปริมาตร 1 ลติร 
ประกอบด้วย  ทริปโตน     20 กรัม 
    ยีสต์สกดั      5  กรัม 
    โซเดียมคลอไรด์           0.584 กรัม 
    โพแทสเซียมคลอไรด์          0.186 กรัม 
    แมกนีเซียมคลอไรด์          0.952 กรัม 
    แมกนีเซียมซลัเฟต          2.408  กรัม 
    กลโูคส            3.603  กรัม 
 
อาหารเหลวและอาหารแข็ง YPD ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
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ประกอบด้วย  ยีสต์สกดั      1  กรัม 
    เพปโตน       2  กรัม 
    กลโูคส       2  กรัม 
    ผงวุ้น (สําหรับอาหารแข็ง)            1.5  กรัม 
 
อาหารแข็ง YPDS ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
ประกอบด้วย  ยีสต์สกดั      1  กรัม 
    เพปโตน       2  กรัม 
    กลโูคส       2  กรัม 
    ซอลบิทอล            18.2  กรัม 
    ผงวุ้น (สําหรับอาหารแข็ง)            1.5  กรัม 
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ภาคผนวก ข 
ผลการสง่ตรวจลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr ได้ผลดงันี q  
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr (SCpMCR45F) ด้าน Forward 
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ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mcr (SCpMCR45R) ด้าน Reverse 
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