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 การจัดจําแนกไรโซเบยีม  26  ไอโซเลททีแ่ยกไดจากปมรากพืชตระกูลถัว่ในประเทศไทย  โดย          
การวเิคราะหยนีทีค่วบคุม 16S rRNA และการทดสอบลักษณะทางชีวเคมี  เปรยีบเทียบกับไรโซเบยีม
มาตรฐานและAgrobacterium tumefaciens LBA4404  ผลของการวเิคราะห 16S rDNA และความสมัพันธุทาง
พันธกุรรมทาํใหจัดจําแนกไรโซเบยีมออกปน 6 สปชีสคอื Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii, 
Bradyrhizobium  liaoningense, Rhizobium tropici,  Rhizobium gallicum และ  Rhizobium galegae.  จึงคดัเลอืก 
B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046, B.  liaoningense DASA12006, B.  japonicum  DASA02007, 
R. gallicum DASA12023 และ  R.  galegae DASA12028 เปนตวัแทนของแตละสปชีสเพ่ือใชในการตรวจสอบ
กิจกรรมของ TME และ DME เปรยีบเทียบกับไรโซเบยีมมาตรฐาน 3 ชนิดคือ Rhizobium meliloti 1021,            
B.  japonicum USDA122 และ B.  japonicum USDA110    พบกิจกรรมของทั้ง DME และ TME มาลกิเอนไซม
ในไรโซเบียมทัง้ 6 ชนิด  เม่ือใช Native-PAGE และการยอมสีตรวจกิจกรรมของDME และ TME มาลกิเอนไซม  
พบกิจกรรมของเอนไซมทั้งสองในสารสกดัเอนไซมทัง้หมดจาก R.  meliloti 1021,      B. japonicum USDA110 
และ B. japonicum  USDA122 จึงเลือก B. japonicum  USDA122 เพ่ือใชศกึษาการโคลนและตรวจสอบลกัษณะ
ยีนทีค่วบคมุ,มาลกิเอนไซม ไพรเมอร ME1f และ ME1r  ไดรับการออกแบบจากการลาํดับการจัดเรียงตวัของ
เบสบนบรเิวณอนุรักษของยีนที่ควบคุมมาลกิเอนไซม    สามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ ME1 ขนาด 678 คูเบสท่ี
คาดวาเปนบรเิวณอนุรักษของยีน dme ไดจากจีโนมของ B. japonicum USDA122 ดวยไพรเมอรดังกลาวโดย 
PCR     ลําดับการจัดเรียงตวัของเบสใน ME1 ถูกนําไปเปรียบเทียบกับ dme ยีนของจุลินทรียอ่ืน  ๆ  โดยมี
ความเหมือนกับ dme ยีนของ M. loti (AP002995) 75.0% และของ S. meliloti (AF017443) 75.6%    ดงนัน้     
จึงใช ME1 เปนตวัตดิตาม dme ยีน ในจีโนมของไรโซเบยีม    เม่ือเปรยีบเทียบลําดับการจัดเรียงตวัของเบส
ของ ME1 กับขอมูลจีโนมของ B. japonicum USDA110 จากสถาบันดีเอ็นเอ Kazusa ทําใหสามารถออกแบบ
ไพรเมอรหน่ึงคู คือ DMEf และ DMEr   ไพรเมอรน้ีออกแบบจากจุดเร่ิมตนและจุดส้ินสุดที่คาดวาจะเปน ORF 
ในจีโนมของ B. japonicum USDA110    เม่ือใชไพรเมอรทั้งสองในการทํา PCR สามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ  
Bjdme2 จากจีโนมของ B. japonicum USDA122 ได  ดีเอ็นเอทีไ่ดถูกเชื่อมตอกับเวคเตอร pGEM®-T กอน
แลวจึงโคลนอีกคร้ังสูเวคเตอร pET32a(+) เพ่ือศึกษาการแสดงออก    โปรตีนที่แสดงออกและผานการทําให
บริสทุธิส์ามารถแสดงกจิกรรมของ DME เม่ือใช NAD+ และ NADP+ เปนโคแฟคเตอร  โดยมีคากิจกรรมเปน 
0.316 และ 0.044 μmol min-1 mg-1 โปรตนี ตามลําดับ    ในการวเิคราะห Southern Blot พบวาตวัติดตาม ME1 
เขาคูกับ Bjdme2 และใหสญัญานชดัเจน      DME ที่แสดงออกมีนํ้าหนักโมเลกลุ 83 และ 664 kDa เม่ือหาดวย 
SDS-PAGE และ การยอมสีกิจกรรมเอนไซมใน native-PAGE ตามลําดับ 
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Abstract 
Project Code :  MRG4680158 
Project Title : Studies on characteristic and  genes of malic enzymes in local rhizobia  isolated in Thailand     
Investigator : Suphawat  Sinsuwongwat, Department of of Biotechnology, Chiangmai University 
E-mail Address :  aiissnsw@chiangmai.ac.th 
Project Period :  1st April  2003 – 30th April 2009 
 

Twenty-six bacteria  isolates nodules of leguminous plant in Thailand were identified by 16S rRNA 
gene analysis and biochemical test and compared with standard rhizobia and Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404. The result of 16S rRNA gene analysis and phylogenetic relationships identified their into six 
species, Bradyrhizobium japonicum,  Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium  liaoningense, Rhizobium 
tropici,  Rhizobium gallicum and  Rhizobium galegae.      Represents of each species B. elkanii  
DASA35011, R. tropici DASA23046, B.  liaoningense DASA12006, B.  japonicum  DASA02007,              
R. gallicum DASA12023 and  R.  galegae DASA12028 were determined of TME and DME activities and 
compared to those of 3 standard rhizobia, Rhizobium meliloti 1021, B.  japonicum USDA122 and             
B.  japonicum USDA110.   It was found that all six rhizobia showed both activities of  DME and TME.   
Native-PAGE showed both activities staining of  DME and TME  in crude enzymes extracted from          
R.  meliloti 1021, B. japonicum USDA110 and B. japonicum  USDA122.   B. japonicum  USDA122 was 
selected for cloning and characterization of malic enzymes encoding genes. The degenerated primers, 
ME1f and ME1r, were designed according to the conserve region of malic enzyme genes, using the 
multiple sequence analysis. A proposed conserved region of DME gene (ME1: 678 bp) was amplified from 
genomes of B. japonicum USDA122 using those degenerated  primers by PCR. The DNA sequence of 
the ME1 PCR product was compared with those DME genes of other microorganisms, the similarity in 
values was 75.0% with M. loti (AP002995) and 75.6% with S. meliloti (AF017443). Therefore, the ME1 
PCR product used as a probe to follow the DME gene in rhizobium genome. When the DNA sequence of 
ME1 was compared with  B. japonicum USDA110 genomic data of Kazusa institute, a set of PCR primers, 
DMEf and DMEr were designed based on the sequence at the beginning and end of proposed ORF on  
B. japonicum USDA110 genome. The PCR product (Bjdme2) amplified from B. japonicum USDA122 by 
those primers and subjected to  pGEM®-T Easy Vector, then subcloned to pET32a(+) for expression. The 
expressed and purified protein showed the DME  activity with NAD+ and NADP+ at 0.316 and           
0.044 μmol min-1 mg-1 protein, respectively. The Bjdme2 showed the strong signal with ME1 probe by 
Southern Blot analysis. The molecular weight of  expressed DME was 83  kDa by SDS-PAGE and  664 
kDa by native-PAGE with activity stain. 
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1.  บทนาํ 

 

1.1.  ตรวจเอกสาร 

 
  ไนโตรเจนเปนหนึง่ในส่ีธาตุหลักในสวนประกอบตาง  ๆ  ของส่ิงมีชีวติ  รวมท้ังคารบอน,   
ไฮโดรเจน  และออกซิเจน        โดยไนโตรเจนเปนสวนประกอบของกรดนิวคลิอิกและโปรตีนเปนองคประกอบ
พื้นฐานของส่ิงมีชีวิตในรูปแบบตาง  ๆ      แหลงไนโตรเจนท่ีสําคัญสําหรับส่ิงมีชีวิตและเปนแหลงใหญท่ีสุดคือ
กาซไนโตรเจนในช้ันบรรยากาศ         แมวาในบรรยากาศจะมีไนโตรเจนถึงรอยละ 78 แตพืชสวนใหญไมอาจ
นํามาใชประโยชนได ธาตุไนโตรเจนอาจเปล่ียนแปลงทางเคมีกลายเปนแอมโมเนียหรือไนเตรทโดย     กระบวนการ
ตรึงไนโตรเจน(nitogen fixation) ซ่ึงมีอยูสองวธีิ  คือ  การตรึงโดยกระบวนการทางเคมีอุตสาหกรรม (industrial  
chemical process)    และการตรึงโดยกระบวนการทางธรรมชาติ (natural  process)  ดังแสดงในภาพท่ี 1     
 
  การตรึงโดยกระบวนการทางเคมีอุตสาหกรรม(industrial  chemical process)     ไดแก การผลิต
แอมโมเนยีโดยใหไฮโดรเจนทําปฏิกิริยากับไนโตรเจนภายใตอุณหภูมิและ     ความดนัสูง    ตอจากนั้นก็นาํ
แอมโมเนยีไปผลิตปุยเคมีชนดิตาง  ๆ   
 
  การตรึงโดยกระบวนการทางธรรมชาติ (natural  process)  ซ่ึงสามารถแบงได  2  แบบ คือ 
         - ออกซิเดช่ันของแกสไนโตรเจนในอากาศ เม่ือฟาแลบแกสไนโตรเจน ออกซิเจน และไอนํ้าจะทํา
ปฏิกิริยากนัไดกรดไนตริก  ซ่ึงจะละลายในน้ําฝนและตกลงมาสูพืน้ดนิ    สวนนีร้าวรอยละ  10  ของการตรึง
ไนโตรเจนท้ังหมด  
          - การตรึงไนโตรเจนโดยชีววิธี (biological nitrogen fixation)   การตรึงโดยชีววิธีมีความสําคัญมาก
เนือ่งจากรอยละ 90   ของไนโตรเจนท่ีตรึงไดโดยกระบวนการตามธรรมชาติมาจากกจิกรรมการตรึงของจุลินทรีย
ซ่ึงมี  2  กลุม  โดยกลุมท่ี 1 คือ  การตรึงโดยส่ิงมีชีวิตท่ีเจริญแบบไมพึ่งพาอาศัย(non-symbiosis)  เชน  Azotobacter,  
Clostridium และ  Algae   กลุมท่ี 2 คือ  ส่ิงมีชีวิตท่ีเจริญแบบพึ่งพาอาศัย(symbiosis)  เชน  ไรโซเบียม (rhizobium)กับ
พชืตระกูลถ่ัว  



 2 

 

ภาพที่  1.  วัฏจักรไนโตรเจนในโลก. (Stevenson, 1982) 
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  กลุมแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ สารประกอบคารบอนซ่ึงเปนแหลง
พลังงานสูง (C4-dicarboxylic acid) เชน มาเลท (malate) และ ซัคซิเนท (succinate) เปนส่ิงท่ีจาํเปนอยางยิง่ในการสราง 
ATP และพลังงานท่ีจาํเปนตอกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจิเนส การสังเคราะหแสงเปนส่ิงจําเปนอันดบัแรกที่ชวย
สงเสริมการเจริญเติบโตของปมรากถ่ัว และการเพิม่จาํนวนของแบคทีเรียในระยะแรกของการเขาสูรากพชื ซูโครส 
(sucrose) เปนตัวหลักสําคัญท่ีเปนอาหารแกปมราก   โดยถูกสงผานทางทอลําเลียงอาหาร (phoem)  กระบวนการ
เปล่ียนซูโครสใหเปนกรดอินทรีย (organic acid) ดงัแสดงในภาพท่ี  2   
 
  ในข้ันแรก ซูโครส จะถูกยอยโดยเอนไซมซูโครส ซินเทส (sucrose synthase; SSase) และมีการรวมตวั
กับ UDP กลายเปน UDP-glucose ซ่ึงจะถูกยอยตอไดเปนไพรูเวท (pyruvate) จากน้ัน จะผานเขาสูกระบวนการคาร
บอกซิเลช่ัน (carboxylation; CA)  ท่ีเรงปฏิกริิยาโดย ฟอสโฟอีนอลไพรูเวท คารบอกซีเลส (phosphoenolpyruvate 
carboxylase; PEPCase) ไดผลลัพธเปนออกซาโลอะซิเตท (oxaloacetate) ซ่ึงออกซาโลอะซิเตทนี้จะเปล่ียนเปนมาเลท 
ซ่ึงแบคทีรอยดสามารถรับเขาสูเซลลได และใชเอนไซมมาลิก (malic enzyme)  ภายในเซลลเปล่ียนมาเลทให
กลายเปนสารอินเตอรมิเดยีทตัวอ่ืน  ๆเพือ่ใชในการสรางพลังงาน (ATP) ตอไป 
 
  มาลิกเอนไซม (malate oxidoreductase; ME) เปนเอนไซมทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ                  
ดีคารบอกซิเลช่ัน (oxidative decarboxylation) ของมาเลท ใหอยูในรูปไพรูเวท และ คารบอนไดออกไซด                   
มาลิกเอนไซมมีหลายชนดิ ซ่ึงแตละชนิดมีความแตกตางกนัในดานความจาํเพาะตอไพริมิดีน นวิคลีโอไทด 
(pyrimidine nucleotides)  ตัวเรง ตัวยบัยัง้ปฏิกิริยา   คากจิกรรมของเอนไซม ความสามารถในการเรงปฏิกิริยา        
คารบอกซิเลช่ัน ของออกซาโลอะซิเตต (oxaloacetate-decarboxylating activity)  ตําแหนงภายในเซลลจุลินทรีย และ
หนาท่ีทางชีวภาพ  จากความแตกตางดงักลาว สามารถจาํแนกมาลิกเอนไซมไดเปน 3 ประเภท ดังนี ้
  -  NAD+-dependent malic enzyme (NAD+-ME, EC 1.1.1.38)   เปนเอนไซม      ท่ีสามารถเรงปฏิกิริยา   
ดีคารบอกซิเลช่ันของออกซาโลอะซิเตตได และใช NAD+ เปนโคแฟกเตอร ไดเพียงชนิดเดยีว 
  - NAD(P)+-dependent malic enzyme (NAD(P)+-ME, EC 1.1.1.39)    ไมสามารถเรงปฏิกิริยา                    
ดีคารบอกซิเลช่ัน ของออกซาโลอะซิเตตได  สามารถใชไดท้ัง NAD+  และ NADP+เปนโคแฟกเตอร  
  -  NADP+-dependent malic enzyme (NADP+-ME, EC 1.1.1.40)   เปนเอนไซมท่ีสามารถเรงปฏิกิริยา    
ดีคารบอกซิเลช่ันของออกซาโลอะซิเตตได และใชโคแฟกเตอร คือ NADP+ เพยีงชนดิเดยีว 
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  ภาพท่ี 2   แผนภูมิแสดงการแลกเปล่ียนสารเมตาบอไลทระหวางแบคทีรอยดท่ีตรึงไนโตรเจน

(nitrogen fixing  bacteroids) กับเซลลของพืช   โดย  PBM คือ peribacteroid membrane  และ BM คือ bacteroid 
membrane.           (Spaink และคณะ, 1998) 
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  Diriscoll และ Finan (1996) ไดศึกษาคุณลักษณะ ยีนส และความสําคัญของ เอนไซมมาลิกใน 
Rhizobium meliloti แลว    พบวาเฉพาะ DME เทานัน้ท่ีมีผลตอการตรึงไนโตรเจนใน R. meliloti  เพราะ                       
ตัวกลายพนัธุท่ียนีสควบคุม DME บกพรอง  ทําใหขาดความสามารถ สรางเอนไซม DME ไป        สงผลใหเช้ือ      
ไรโซเบียมท่ีกลายพนัธุไมสามารถตรึงไนโตรเจนได   ดังแสดงในภาพท่ี 3   แตมิไดตรวจสอบสัดสวนระหวาง 
DME และ TME ในสายพันธุนีแ้ละไรโซเบียมอ่ืน ๆ   วามีความสัมพนัธุกบัการตรึงไนโตรเจนหรือไม 

                                                                       

                                                                                                                        

                                                                                                                                                                                                              

  ภาพท่ี  3  DEAE – เซลลูโลส  โครมาโตแกรมของสารสกดัจาก  R.  meliloti  Rm1021  ไวดไทป (A),  

tme  มิวแตนท RmG927 (B)  และ  tme, dme มิวแตนท  RmG994 (C) โดย  (  ) DME,   (  ) DME และ        (  ) 
DME    (Diriscoll และ Finan , 1996) 
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                             Sinsuwongwat และคณะ(2002b) รายงานถึงลักษณะการสรางเอนไซมมาลิก             (malic enzymes) 
ของจุลินทรียจาํนวน  43  ไอโซเลท (isolate) ท่ีแยกไดจากปมของพืชตระกลูถ่ัว 9  ชนดิ        Glycine max, Vigna 
sinensis, Arachis hypogaea, Desmanthus virgatus, Acacia mangium, Centrosema pascuorum, Pterocarpus indicus,    
Xylia xylocarpa  และ  Sesbania rostrata  ท่ีปลูกในประเทศไทย        พบวาจุลินทรียท้ัง         43 ไอโซเลทท่ีจดัจาํแนก
ดวยวิธีวเิคราะห 1,000 คูเบสของยนี 16S-rRNA (16S-rRNA gene analysis)จากแอมพิคอนขนาด 1.5 Kb ท่ีไดจากไพร
เมอร 27f  และ1492r  แตสามารถหาลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสไดเพยีง 1,000  เบส  และสามารถจําแนกจุลินทรีย
ดังกลาวเปน 5 ชนดิ คือ Bradyrhizobium japonicum,  Bradyrhizobium elkanii, Rhizobium leguminosarum,  Rhizobium 
gallicum และ Rhizobium galegae ซ่ึงจดัเปนจุลินทรียไรโซเบียมท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได           

 ภาพท่ี  4  กจิกรรมของเอนไซมมาลิกในไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย  โดยไรโซเบียมท่ีมีกจิกรรม 

TME   สูงกวา  DME  ระบุดวยสัญลักษณ *    (Sinsuwongwat และคณะ, 2002b) 
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  เช้ือไรโซเบยีมเหลานี ้สามารถแสดงปฏิกิริยาของเอนไซมมาลิกไดท้ัง 2 ชนดิ คือ    เอนไซมมาลิกท่ี
สามารถใชไดท้ัง NAD+  และ NADP+เปนโคแฟกเตอร  (NAD+ - dependent malic enzyme  :  DME) และ เอนไซม     
มาลิกท่ีมี NADP+ เปนโคแฟกเตอร ไดเพยีงชนิดเดยีว (NADP+- dependent malic enzyme : TME) โดยพบเอนไซม 
ท้ังสองชนิดในสัดสวนท่ีแตกตางกนั          ดงันัน้จงึสามารถจัดไรโซเบียมท้ัง 43 ไอโซเลทท่ีแยกไดในประเทศไทย
ออกเปน    2   กลุม       โดยอาศัยสัดสวนระหวาง DME และ TME ท่ีแสดงออกในแตละไอโซเลทโดยกลุมท่ี 1  คือ 
B. japonicum,   B. elkanii,   R. leguminosarum  และ  R. galegae   แสดงปฏิกิริยาของ  DME สูงกวาปฏิกิริยาของ TME  
ในขณะท่ีกลุมท่ี 2  คือ  R. gallicum แสดงปฏิกิริยาของ  TME สูงกวาปฏิกิริยาของ DME ดังแสดงใน        ภาพท่ี  4            
และเกษตรกรในประเทศไดใชไรโซเบียมอยางกวางขวาง ดงันั้นคณะผูวิจยัจงึทําการศึกษา  คนควา และวิจยัหา
คุณลักษณะของเอนไซมมาลิกในไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย       
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2. วิธีการทดลอง 

2.1  เชือ้จุลินทรีย 

 
  เช้ือไรโซเบียมสายพันธุตาง  ๆไดแก Mesorhizobium  loti  NZP และ B. japonicum USDA110  จาก 
National Institute of Agrobiological Sciences (Tsukuba, Japan)     B. japonicum  USDA122,   R. meliloti 1021 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 และ   ไรโซเบียมอ่ืน ๆ   ท่ีแยกไดจากปมของพืชตระกูลถ่ัวในประเทศไทย 
จํานวน  20  ไอโซเลท จากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 

2.2  การเพาะเล้ียงเชือ้ 

 
  ถายเช้ือไรโซเบยีมแตละสายพนัธุ ท่ีถูกเกบ็รักษาไวในสารละลายกลีเซอรอล  ท่ีอุณหภูมิ                        
- 80   องศาเซลเซียส  ลงในอาหารเหลว YM (Yeast-mannitol medium)        สวนเช้ือ  Agrobacterium tumefaciens นั้น
ทําการเพาะเล้ียงดวยอาหารเล้ียงเช้ือ LB(Luria-Bertani medium)    บมท่ีอุณหภมิู  28  องศาเซลเซียส     เปนเวลา          
3-4วนัสําหรับในสกุล  Rhizobium  ซ่ึงเปนไรโซเบียมท่ีโตเร็ว     เช้ือในสกลุ  Mesorhizobium  และ            
Agrobacterium tumefaciens   สวนเช้ือในสกลุ   Bradyrhizobium   นัน้ตองใชเวลาบม  7   วนั   เพราะจัดเปน                 
ไรโซเบียม ท่ีโตชา 
 

2.3  การสกดัดเีอ็นเอ  

 
  เพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว HM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว  270 รอบตอนาที                      
ท่ี 28  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  7  วนั     เกบ็เซลลโดยทําการเหวีย่งดวยความเร็ว  15,000  รอบตอนาที  ท่ี  4          
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  นาที      สกดัดเีอ็นเอท้ังหมด (genomic  DNA) ตามวิธีของ  Ausubel  และคณะ  (1987a)  
โดยทําการแขวนลอยเซลลท่ีไดใน   250  ไมโครลิตรของ   STE  บัฟเฟอร  (10 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl     และ          
1 mM EDTA, pH 8.0)    ในหลอดไมโครทิวบ  ขนาด   1.5   มิลลิลิตร        เติม 25 ไมโครลิตรของ สารละลาย           
10% SDS   ผสมใหเขากนัแลวนําไปทําใหแข็งดวยการแชในไนโตรเจนเหลว  สลับกบัการทําใหละลายดวยการบม
ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 65  องศาเซลเซียส  ท้ังหมด  3  รอบ     เม่ือสารละลายเยน็ตัวลงท่ีอุณหภูมิหองจงึ         
ทําการเติม  25  ไมโครลิตรของ   STE  บัพเฟอร    50  ไมโครลิตรของสารละลาย   5 โมลาร  NaCl  และ                         
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80 ไมโครลิตรของสารละลาย  CTAB/NaCl   (10% CTAB และ 0.7 โมลาร NaCl)  บมสารละลายผสมท่ี                       
65  องศาเซลเซียส  เปนเวลา     10  นาที         เติม  800  ไมโครลิตรของสารละลายผสม chloroform  24  สวน             
/iso- amyl alcohol  1 สวน      ผสมใหเขากนัดวยเคร่ืองเวอรเทค   แลวทําการเหวีย่งดวยความเร็ว  15,000  รอบตอนาที    
เปนเวลา  5  นาที  ดดูสารละลายใสดานบนใสในหลอดไมโครทิวบ  ขนาด   1.5   มิลลิลิตร หลอดใหม                      
เติม 390  ไมโครลิตรของสารละลายผสม สารละลาย phenol  24  สวน/ chloroform  24  สวน/  iso-smylalcohol   1 สวน   
ผสมใหเขากนัดวยเคร่ืองเวอรเทค  เปนเวลา  5  นาที    แลวทําการเหวีย่งดวยความเร็ว  15,000  รอบตอนาที เปนเวลา  
5  นาที  ดดูสารละลายใสดานบนใสในหลอดไมโครทิวบ  ขนาด   1.5   มิลลิลิตร หลอดใหม    แลวเติมสารละลาย  
iso-propanaol  ปริมาตรเปนสองเทาของสารละลายใส    เพื่อทําการตกตะกอนกรดนิวคลิอิก    โดยบมท่ี                         
- 20  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  20  นาที           ทําการเหวีย่งเพือ่เกบ็ตะกอนกรดนิวคลิอิกดวยความเร็ว  15,000  รอบ
ตอนาที   เปนเวลา  5  นาที       เทสารละลายใสท้ิงและลางตะกอนดวยสารละลาย  70 %  เอทธานอลท่ีเยน็                  
นําตะกอนท่ีไดไปทําใหแหง   แลวละลายดวย     20  ไมโครลิตรของ  TE  บัพเฟอร  
 
  เพาะเล้ียง E. coli JM109 และ E. coli BL21 ดวยอาหารเหลว 2xTY 3 ml ท่ี  37oC  ดวยเคร่ืองเขยา เปน
เวลา    12-18 ช่ัวโมง    เก็บเซลลท่ีเพาะเล้ียงไดเพือ่ใชในการสกดัดเีอ็นเอดวยวิธีท่ีใชดางในการทําใหเซลลแตก 
(alkaline lysis ) ตามวิธีของ Sambrook et al. (1989). 
 

2.4  การวิเคราะหยีน  16S – rDNA 

 
  การเพิม่จาํนวนของยีน  16S – rDNA  ดวยเทคนิค  PCR  โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณ
อนุรักษ(conserved  region) สําหรับยนีดังกลาวใน  eubacteria   โดยเสมือนกบัตําแหนงของยนีใน Escherichia  coli  
(Brosius  และคณะ,  1978  และ  Weisburge  และคณะ,  1991)  โดย  8 - 27 (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)   
เรียกวาไพรเมอร  27f  และ 821 - 803 (5’ – CATCGTTTACGGCGTGGAC -  3’)  เรียกวาไพรเมอร  803r เปน         
ไพรเมอรคูท่ีหนึ่ง เพื่อเพิม่จํานวนยนี 16S–rDNA  ขนาด 800 คูเบสแรกของยนี   คูท่ีสอง 518–536 (5’–CCAGCA 
GCCGCGGTAATAG– 3’) เรียกวาไพรเมอร  536f  และ 1,510 -  1,492 (5’ – GGCTACCTTGTTACGACTT– 3’) 
เรียกวาไพรเมอร  1492r เพื่อเพิม่จาํนวนยนี 16S – rRNA  ขนาด 1,000 คูเบสสุดทาย    คูท่ีสามไพรเมอร  27f  และ 
1,111 - 1,093 (5’ – TTGCGCTCGTTGCGGGACT -  3’)  เรียกวาไพรเมอร  1093r เพือ่เพิ่มจาํนวนยนี 16S–rRNA  
ขนาด 1,100 คูเบสแรกของยีน    คูท่ีส่ี  1,094 – 1,112   (5’ –GTCCCGCAACGAGCGCAAC– 3’) เรียกวาไพรเมอร  
1112f   และ 1492r เ เพื่อเพิม่จาํนวนยนี 16S – rDNA  ขนาด 500   คูเบส  สุดทายของยีน  ดวยเคร่ือง  MyCycler  ของ  
Bio-Rad  โดยโปรแกรมการทํา PCR  คือ  96  องศาเซลเซียส  5  นาที  1  รอบ  ตามดวย   94  องศาเซลเซียส  1  นาที    
55  องศาเซลเซียส   1  นาที  และ  72  องศาเซลเซียส  3  นาที  จาํนวน  35 รอบ และ   4    องศาเซลเซียส                     



 10

อยางนอย  5  นาที  1  รอบ     ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ีไดจากการทํา PCRดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาใน    
อะกาโรสเจล   แลวยอมดวยสารละลาย เอทธิเดยีมโบรไมดกอนนาํไปตรวจสอบการเรืองแสงภายใตรังสีเหนอืมวง       
ผลิตภณัฑท่ีไดจากการทํา PCR  ดังกลาวถูกนําไปหาลําดบัการจดัเรียงตัวของเบส   และลําดบัการจดัเรียงตัวของ
เบสท่ีไดโดยรวม ประมาณ   1,500  คูเบส  ถูกนาํไปวเิคราะหเปรียบเทียบกบัลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสของยนี                   
16S – rDNA  จาก  จุลินทรียชนดิอ่ืน ๆ    ใน  DDBJ/NCBI/EMBL     ดวยซอพทแวร  CLUSTAL  W 
 

2.5  การยอมสีกรัม 

 
  เข่ียเช้ือท่ีเจริญบนอาหารวุนใหกระจายบนแผนสไลด ตรึงเซลลใหติดสไลดโดยการผาน เปลวไฟ   
ทําการยอมสีกรัม โดยหยดสารละลายคริสตัลไวโอเลตบนรอยสเมียรท้ิงไว 1 นาที  เทท้ิงลางน้ํา จากนัน้หยดกรัม
ไอโอดนีท้ิงไว 1 นาที  เทท้ิงลางดวยแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตอยางรวดเร็ว     ลางดวยน้าํ       หยด สารละลาย     
ซาฟฟานนิโอ    ท้ิงไว 30 วนิาที เทท้ิง   ลางน้าํ   แลวจึงซับใหแหงกอนนาํไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน               
เพือ่สังเกตุการติดสีกรัมของเซลลและรูปรางของเซลล  
 

2.6  การทดสอบความสามารถในการผลติไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) 

 
  ถายเช้ือท่ีเจริญบนอาหารวุน   นําไปแทง (stab) ลงในหลอดอาหารวุน TSI    แลวนาํไปบมท่ี                
37   องศาเซลเซียส   ตรวจผลทุกวนัจนครบ 5 วนั โดยดูจากการเปล่ียนสีของอาหาร ทําการทดสอบ       3      ซํ้า             
ถาเกดิสีดําของเฟอรัสซัลไฟดตามรอยแทง แสดงวาผลการทดลองเปนบวก คือ แบคทีเรียนัน้สามารถผลิต
ไฮโดรเจนซัลไฟดได   (ดวงพร, 2537) 
 

2.7   การทดสอบความสามารถในการใชซิเตรท(Citrate  utilization) 

 
  เพาะเช้ือท่ีตองการทดสอบลงบนอาหารวุนเอียง  Simmons’ citrate agar แลวนําไปบม   ท่ีอุณหภูมิ     
35 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง อานผล ทําการทดสอบ 3 ซํ้า ถาอาหารเล้ียงเช้ือ      เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีน้าํเงิน
แสดงผลการทดลองเปนบวก คือแบคทเีรียนัน้สามารถใชซิเตรทได แตถาอาหารเล้ียงเช้ือไมเปล่ียนสีแสดงวาผล
การทดลองเปนลบ คือ  แบคทีเรียนัน้ไมสามารถใชซิเตรทได (นันทนา, 2537) 
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  แบคทีเรียท่ีสามารถใชซิเตรทจะผลิตเอนไซมซิทริเอส (citriase)  ยอยซิเตรท                    แลวได    ออก
ซาโลอะซิเตท (oxaloacetate) และอะซิเตท (acetate) และยังมีเอนไซมอีกชนดิ คือ  ออกซาโลอะซิเตทดคีารบอกซีเลส 
(oxaloacetate decarboxylase) ยอยอะซิเตทไดไพรูเวท (pyruvate) และกาซคารบอนไดออกไซด           ซ่ึงจะรวมตัวกับ
โซเดียม (Na) และน้าํ (H2O) ไดเปนโซเดยีมคารบอเนต (NaCO3) และสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิเปนดาง ทําใหอาหาร
เล้ียงเช้ือมีพเีอชสูงข้ึน และสีของอินดเิคเตอรโบรโมไธมอลบลู(bromothymolblue)  ในอาหารเล้ียงเช้ือ         
Simmons’ citrate agar เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีน้าํเงิน (นนัทนา, 2537) 
 

2.8    การทดสอบความสามารถในการผลติ 3-ketolactose  

 
  ใชหวงถายเช้ือลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร 3-ketolactose medium แลวบมท่ี 30   องศาเซลเซียส      
จนเช้ือข้ึนเปนโคโลน ีจงึราดเบนเนดิกทรีเอเจนท (Benedict reagent) ใหทวมผิวหนาเล็กนอย ท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหอง
ประมาณ 5 นาที   สังเกตผลการทดสอบ ทําการทดสอบ 3 ซํ้า ถาปรากฏสีเหลืองของคอปเปอรออกไซด (Cu2O) 
โดยรอบท่ีเช้ือข้ึน แสดงวาเช้ือนั้นมีการผลิต    3-ketolactose (Bernaerts and Deley, 1963) 
 
  เปนตัวทดสอบความแตกตางของ Agrobacterium spp. กับแบคทีเรียอ่ืน  ๆ เชน Rhizobium spp. และ 
Escherichia spp. โดย Agrobacterium spp. เจริญบนอาหารท่ีมีแลกโตสได เพราะสามารถผลิตเอนไซมท่ีเรียกวา       
เฮกโซไพราโนไซดไซโตรโครมซีออกซิโดรีดกัเตส (hexopyranoside cytochrom C oxidoreductase) ซ่ึงสามารถ
เปล่ียนแลกโตสไปเปน  3-ketolactose ได(Bernaerts and Deley, 1963) 
 

2.9  การสกดัเอนไซม 

 
  เพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว HM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว  270 รอบตอนาที                 
ท่ี 28  องศาเซลเซียส  จนเช้ือเจริญ  และวดัความขุนได  0.5  ดวยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงท่ี  600  นาโนเมตร           
ทําการเก็บเซลลโดยนาํเช้ือท่ีไดไปเหวีย่งท่ี ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ควบคุมอุณหภมิูท่ี 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 นาที    เทสวนใสท้ิง นาํตะกอนเซลลมาเติมดวย prebuffer 1 มิลลิตร   แลวเปล่ียนถายสารละลายตะกอน
เซลลลงในไมโครทิวป หลอดละ 500 ไมโครลิตร  นําไปเหวีย่งเพื่อลางตะกอนความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที   
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  เทสวนใสท้ิง แลวละลายตะกอนเซลลดวย prebuffer                
500 ไมโครลิตร  จากน้ันนาํไปเขาเคร่ืองโซนเิคเตอรเพือ่ทําใหเซลลแตก 4 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที  โดยใช คล่ืนเสียงท่ี   
แอมปลิจดู 54 %  ปรับเพาส (pulse) เปน 2.0 : 1.0   ดวยเคร่ือง SonicVibraCellTM (USA) เม่ือทําใหเซลลแตก     
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เรียบรอยแลวนาํสารละลายท่ีไดไปเขา เคร่ืองเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที     ควบคุมอุณหภูมิท่ี            
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  แยกการเซลลท้ิงไป   สวนใสท่ีได คือ สารละลายเอนไซม (crude enzyme) ท่ีตอง
นําไปวเิคราะหในข้ันตอไป  
 

2.10  การวิเคราะหคากิจกรรมของ NAD+-dependent malic enzyme (DME) 

    
    ปเปตสารละลาย NAD-ME Assay Buffer 430 ไมโครลิตร ลงในควอตซคิวเวท จากน้ันเติมสารละลาย
เอนไซม ท่ีสกดัไดจากไรโซเบียม ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ สับเสตรท คือ NAD+ เขมขน          10 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาเพื่อใหสารเขากนั  แลวนาํไปวดัคาการดดูกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร  
เลือกโหมด time scan  ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร (Chen  และคณะ, 1998) ดวยเคร่ือง UV-1700 (Shimadzu)    
 

2.11  การวิเคราะหคากิจกรรมของ NADP+-dependent malic enzyme (TME) 

 
     ปเปตสารละลาย NADP-ME Assay Buffer 430 ไมโครลิตร ลงในควอตซคิวเวท จากนัน้เติมสารละลาย
เอนไซม ท่ีสกดัไดจากไรโซเบียม ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ สับเสตรท คือ NADP+ เขมขน       10 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาเพื่อใหสารเขากนั  แลวนาํไปวดัคาการดดูกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
เลือกโหมด time scan  ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร  (Chen  และคณะ, 1997) ดวยเคร่ือง UV-1700 (Shimadzu)   
 

2.12   การวิเคราะหหาปริมาณโปรตนีในสารละลายเอนไซม 

 
    นําสารละลายเอนไซม ท่ีสกดัไดไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน ดวยวิธีแบรดฟอรด โดยเติม               
น้ํากล่ัน 798 ไมโครลิตร ในควอตซคิวเวท แลวเติมสารละลายเอนไซม 2 ไมโครลิตร  เขยาใหเขากนั   เติมสารละลาย
แบรดฟอรด 200 ไมโครลิตร เขยาใหสารเขากนัอีกคร้ัง  ต้ังท้ิงไว 10 นาที  นาํสารละลายผสมท่ีไดไปวดัคา            
การดดูกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร   ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร นาํคาท่ีวดัไดไปคํานวนเปน
ปริมาณโปรตีน โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน Bovine serum albumin โดยวธีิสรางกราฟมาตรฐาน 
(Bradford,  1976) ดวยเคร่ือง UV-1700 (Shimadzu)   
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Activity     μmol NADH or NADPH formed  

                      min · mg protein    

      Abs. (units/min) · reaction volume (μL) 

      6.2 · sample volume(μL) · protein (μg/μL) 
=

2.13  การคํานวณคากิจกรรมของมาลิกเอนไซม 

  
  คากจิกรรมของ DME(Chen  และคณะ, 1998) และ TME (Chen  และคณะ, 1997)  วดัจากปริมาณ
ผลิตภณัฑ คือ NADH และ NADPH ตามลําดบั ท่ีเกดิข้ึน  เทียบกบัปริมาณโปรตีนในสารละลาย ในหนึง่หนวยเวลา 
ดังสูตรตอไปนี ้  โดยคา Extinction coefficient = 6.2   หมายความวา ท่ีความยาวคล่ืน  340 นาโนเมตร  NADH หรือ 
NADPH  1 ไมโครโมล/มิลลิลิตร  จะใหคาการดูดกลืนแสงเทากับ 6.2 
 
  
 
  

2.14  การตรวจกิจกรรมเอนไซมมาลิกในไรโซเบียมดวย  Native-PAGE 

 
  โปรตีนมาตรฐาน (High molecular weight calibration  kit for native electrophoresis, Amersham 
pharmacial biotech)  และสารสกดัเอนไซมจากไรโซเบียมถูกนาํมาแยกดวยกระแสไฟฟาในโพลีอะครีลาไมดเจล  
โดยไมทําใหเสียสภาพตามธรรมชาติ  โดยปรับจากวิธีของ Mitch และคณะ (1998)  ใชเจลท่ีความเขมขน  6 %     
กระแสไฟฟา 25 มิลลิแอมแปร  เปนเวลา  8  ช่ัวโมง     ยอมเจลดวยคูมาซี  บิลเล่ียน  บลู (Coomassie  Brilliant  Blue 
R-250)    การยอมสีเพือ่หากิจกรรมของเอนไซมมาลิก  โดยลางเจลใน  100  มิลลิโมลาร  Tris-HCl,  pH  7.8  ท่ีผสม
ดวย  30  มิลลิโมลาร  K-L-malate,  pH  7.8        3  มิลลิโมลาร  MnCl2       50  มิลลิโมลาร  KCl       แลวแชใน
สารละลายบัพเฟอรท่ีประกอบดวย  0.3  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ของ   3-(4,5-dimethyl  thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  
tetrazolium  bromide  และ  0.04  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  phenanzine  methosulfate         โดยเติม  NAD+  เม่ือตองการตรวจ   
DME  และโดยเติม  NADP+  เม่ือตองการตรวจ   TME  ท่ีความเขมขน  0.3  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร       บมในท่ีมืดโดย
ไมตองเขยา   และอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซยีส   เปนเวลา    30   นาที      น้าํหนกัมวลโมเลกุลของเอนไซมมาลิกหาได  
โดยการเทียบกราฟความสัมพนัธุระหวาง น้าํหนกัมวลโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐานกบัระยะทางท่ีโปรตีน
มาตรฐานเคล่ือนท่ีไป 
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2.15  การพิมพขยายบริเวณอนรัุกษของ  dme  มาลิกเอนไซม ยีน 

 
  การเปรียบเทียบมาลิกเอนไซมยนีของ E. coli (AE000333), N. meningitidis (AL162754), P. aeruginosa 
(AE0004918) และ S. meliloti (AF017443) เพือ่ออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม GENETYX-WIN (Version 5.0)   
ไพรเมอรสําหรับพมิพเดนิหนา (ME1f) และยอนกลับ (ME1r)  ดังแสดงในตารางท่ี  4  เพือ่ใชในการพิมพขยาย
บริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยนี     สังเคราะหไพรเมอรท่ีออกแบบไดโดย GENSET KK (Kyoto, Japan)           
นําไพรเมอรท่ีไดมาใชในการพิมพขยายบริเวณอนุรักษของ dme มาลิกเอนไซมยนี  โดยใชจีโนมดีเอ็นเอท่ีสกดัได
จาก B. japonicum  USDA122  เปนแมแบบ   ดวยเคร่ือง  MyCycler  ของ  Bio-Rad  โดยโปรแกรมการทํา PCR  คือ  96  
องศาเซลเซียส     5  นาที  1  รอบ  ตามดวย   94  องศาเซลเซียส  1  นาที    55  องศาเซลเซียส   1  นาที  และ  72  องศา
เซลเซียส  2  นาที  จาํนวน  35 รอบ และ   4    องศาเซลเซยีส   อยางนอย  5  นาที  1  รอบ     ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ีได
จากการทํา  PCR ดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาในอะกาโรสเจล   แลวยอมดวยสารละลาย เอทธิเดยีมโบร
ไมดกอนนาํไปตรวจสอบการเรอืงแสงภายใตรังสีเหนือมวง       ผลิตภณัฑท่ีไดจากการทํา PCR  (ME1)   ถูกนําไป
หาลําดับ         การจดัเรียงตัวของเบส   และลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสท่ีไดโดยรวมถูกนําไปวเิคราะหเปรียบเทียบ
กับลําดบั   การจัดเรียงตัวของเบสของยนี dme  มาลิกเอนไซมจาก จุลินทรียชนิดอ่ืน  ๆ ใน  DDBJ/NCBI/EMBL                      
ดวยซอพทแวร  CLUSTAL  W 

 

2.16   การโคลน  dme  มาลิกเอนไซมยนี จาก B. japonicum USDA122 (Bjdme2)   

 
  นําลําดับการจดัเรียงตัวของเบสบริเวณอนุรักษของ dme มาลิกเอนไซมยนีของ B. japonicum  
USDA122  (ME1 ,  678 bp)     ไปเปรียบเทียบกับลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสในจีโนมของ B. japonicum USDA110 
จากสถาบันดีเอ็นเอ Kazusa ประเทศญ่ีปุน       พบวามีความเหมือนกบัลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสในโคลน
หมายเลข 110c1410    ทําการคนหา ORF ท่ีมีลําดับการจดัเรียงตัวของกรดอะมิโนของ DME มาลิกเอนไซม   ใช
ลําดับ          การจัดเรียงตัวของเบสท่ีควบคุม ORF ดังกลาวในการออกแบบไพรเมอรสําหรับพิมพเดนิหนา (DMEf) 
และไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ (DMEr) ในการพิมพขยายมาลิกเอนไซมยนีท้ังหมด    ดงัแสดงในตารางท่ี  4      
ท้ังนีไ้ดเพิม่บริเวณจาํเพาะสําหรับตัดดวยเอนไซม  EcoRI  และ HindIII  เพ่ิมท่ีปลาย  5 ’  ของไพรเมอร DMEf  และ 
DMEr, ตามลําดบั  สังเคราะหไพรเมอรท่ีออกแบบไดโดย GENSET KK (Kyoto, Japan)    นาํไพรเมอรท่ีไดมาใชใน
การพมิพขยาย dme มาลิกเอนไซมยนี  โดยใชจีโนมดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจาก  B. japonicum  USDA122  เปนแมแบบ   
ดวยเคร่ือง  MyCycler  ของ  Bio-Rad  โดยโปรแกรมการทํา PCR  คือ  96  องศาเซลเซยีส  5  นาที  1  รอบ  ตามดวย   
94  องศาเซลเซียส   1  นาที    55  องศาเซลเซียส   1  นาที  และ  72  องศาเซลเซียส 3  นาที  จาํนวน  35 รอบ และ            
4    องศาเซลเซียส    อยางนอย  5  นาที  1  รอบ     ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ีไดจากการทํา  PCR ดวยการแยกดีเอ็นเอ
ดวยกระแสไฟฟาในอะกาโรสเจล   แลวยอมดวยสารละลายเอทธิเดยีมโบรไมดกอนนาํไปตรวจสอบการเรอืงแสง
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ภายใตรังสีเหนอืมวง       ผลิตภณัฑท่ีไดจากการทํา PCR  (Bjdme2)   ถูกนาํไปเช่ือมตอกบัเวคเตอร pGEM®-T Easy 
Vector Systems   สภาวะท่ีใชสําหรับเช่ือมตอประกอบดวย  0.8 μl  ของ  pGEM®-T Easy Vector,    3.2 μl of PCR 
product (Bjdme2) และ 4 μl ของ solution I, Ligation Kit (Takara, Japan) บมสารละลายผสมท่ี  16 oC ขามคืน        
สารละลายดเีอ็นเอท่ีผานการเช่ือมตอถูกทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109 โดยการกระตุนดวยความรอน              
(heat shock method) ตามวิธีของ Sambrook et al. (1989b)    คัดเลือกทรานสฟอรแมนตโดยการเพาะเล้ืยงบน        
อาหารแข็ง   2xTY  ท่ีผสม 50 μg/ml ของ ampicillin, 0.5 mM IPTG และ 80 μg/ml ของ X-Gal      ทรานสฟอรแมนต
ท่ีผานการคัดเลือกจะถูกนาํไปสกดัดเีอ็นเอดวย Quantum Prep®:Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD, USA)  เพื่อใช
สําหรับศึกษาลักษณะของ Bjdme2  เชน  ความสามารถในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะตาง  ๆ ในการสรางแผนท่ี
ยนี (Gene mapping)   

 

2.17   การแสดงออกของ dme  มาลิกเอนไซมยนี จาก B. japonicum USDA122 (Bjdme2)   

  
ช้ินสวนดเีอ็นเอที่พิมพขยายได (Bjdme2), EcoRI/HindIII, ถูกทําใหบริสุทธ์ิดวยการแยกจากอะกาโลสเจลท่ีมี

จุดหลอมเหลวตํ่า    แลวซับโคลนเขาใน multiple cloning site ของ pET32a(+) เวคเตอร  (Novagen) ไดเปน  pDME02 
ดีเอ็นเอท่ีผานการเช่ือมตอแลวถูกทรานสฟอรมสู E. coli JM109  ภายหลังจากการตรวจสอบแผนท่ีของดีเอ็นเอ
ดังกลาวถูกทรานสฟอรมสู    E. coli BL21       จากน้ัน E. coli BL21 จะถูกเพาะเล้ียงในอาหารปริมาตร 1 mL  แลวจงึ
ถายทอดสูอาหารเหลว  2xTY  ปริมาตร  200 mL จนกระท่ังมีคา  O.D. ท่ี 600 nm เปน  0.6  แลวจึงเติม  1 mM IPTG 
บมเปนเวลา  3  ช่ัวโมง   เพือ่กระตุนการแสดงออกของยนี      แลวทําการเหวีย่งท่ี  3,500 xg  ท่ี 4oC  เปนเวลา  15 นาที  
เพือ่เกบ็เซลล       นาํเซลลท่ีไดไปทําการแขวนลอยใน  10 mL ของ 10mM imidazole-phosphate บัพเฟอร,   pH 7.4  
กอนทําใหเซลลแตกดวย อัลตราโซนิค  เพือ่ทําใหเซลลแตก โดยใชคล่ืนเสียงท่ี   แอมปลิจดู 54 %  ปรับเพาส (pulse) 
เปน 2.0 : 1.0   ดวยเคร่ือง SonicVibraCellTM (USA)  เปนเวลา  30 sec    สลับกบัการแชในน้ําแข็งเปนเวลา  2 นาที และ
ทําซํ้าท้ังส้ิน  4  รอบ         สารแขวนลอยเซลลท่ีผานการโซนเิคทถูกนําไปเหวีย่งท่ี  8,000 xg ,  4oC เปนเวลา  10   นาที                 
สารละลายใสท่ีไดถูกนาํไปกรองผานแผนกรอง  0.45 μm       สารละลายใสท่ีกรองไดถูกนาํไปผาน HisTrapTM 
column (Pharmacia Biotech, U.S.A.)  เพือ่กกัเกบ็ฟวช่ันโปรตีน (fusion protein)   ท่ีประกอบดวยโปรตนีท่ีแสดงออก
เช่ือมอยูกับ  histidine-tagged protein    ไวในคอลัมน  และปลอยโปรตีนอ่ืน  ๆผานคอลัมนออกไป        เม่ือผานการ
ลางโปรตีนอ่ืน  ๆท่ีอาจตกคางอยูออกแลว      จึงทําการชะ  ฟวช่ันโปรตีน (fusion protein)   ท่ีกักเก็บอยูในคอลัมน
ใหออกจากคอลัมนดวยสารละลาย 10 mM, 60 mM, 100mM, 150 mM, 250 mM  และ  500 mM imidazole-phosphate 
บัพเฟอร,    pH 7.4   อยางละ  3  mL  ตามลําดับ        สารละลายท่ีชะออกมาไดแตละสวนถูกนาํไปวเิคราะหหา
ปริมาณโปรตีนและกจิกรรมของ  DME  มาลิกเอนไซมตอไป   
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2.18  การตรวจหาสภาวะความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมตอการทํางานของ  DME มาลิกเอนไซม 

 
  ฟวช่ันโปรตีนท่ีถูกชะออกจากคอลัมนดวย  150 mM imidazole-phosphate บัพเฟอร, pH 7.4   ถูก
นําไปศึกษาหาสภาวะความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมตอการทํางานของ  DME  มาลิกเอนไซม    โดยใช  50 mM MES 
(pH 5.6-6.8), 50 mM MOPS (pH 6.6-7.6),   50 mM Glycylglycine (pH 7.4-8.4)  และ50 mM Tricine (pH 8.2-8.8)  
บัพเฟอรในการศึกษาสภาวะความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสม 
 

2.19  การวิเคราะหไคเนติกสของ  DME  มาลิกเอนไซม   

   
  คา  Km  ของ DME ตอ l-malate  และ  NAD+  คํานวณดวย  Lineweaver-Burks plot  โดยใช  NAD+     
ความเขมขนต้ังแต  0.002 mM ถึง 0.1 mM ท่ีความเขมของ  L-malate คงท่ีท่ีคาใดคาหนึง่จาก  0.25 mM ถึง 5 mM. 
นําคาท่ีไดมาใชในการสรางกราฟดวย  Lineweaver-Burk plots  เพื่อหาคา  Km ของ  DME  ตอ L-malate และ  NAD+ 

 

2.20  การเขากันไดของดีเอ็นเอคูสม  (Southern Hybridization)   

 
  ดีเอ็นเอตัวอยาง (10 μg) ถูกนาํไปแยกผานอะกาโรสเจล (0.8%)  ใน TAE  บัพเฟอร                    
ดวยกระแสไฟฟา       การทํา  Southern blot  ใชวิธีของ Ausubel  et.al. (1987b)      นําอะกาโรสเจลท่ีมีดเีอ็นเอท่ีแยกได
ดวยกระแสไฟฟาอยูแชใน สารละลาย  0.25 M  HCl เพื่อสลายพิวรีน (depurination) กอนนําไปทําใหดเีอ็นอเสนคู
แยกออกจากกนั (denature) โดยแชในสารละลาย   0.4 N  NaOH     ดเีอ็นเอท่ีผานการทําใหเสียสภาพถูกถายทอดสู
แผนกรอง Hybond-N+ nylon nitrocellulose (Amersham, USA)  โดยอาศัยแรงดึงคาปลารี (capillary   method)             
ตรึงดเีอ็นเอกับแผนไนโตรเซลลูโลสโดยการอบแหงท่ี  70  oC  เปนเวลา  3  ช่ัวโมง       นาํแผนไนโตรเซลลูโลส
ดังกลาวมาลางสองรอบดวยสารละลาย  2x SSC ท่ีมี  0.1%  SDS  อยู  กอนผ่ึงใหแหงบนกระดาษฟาง และนําไปใส
ในขวดไฮบริไดซ     นําบัพเฟอรท่ีใชในการทําไฮบริไดซประกอบดวย 5xSSC,  1% blocking agent  (Amersham 
LIFE SCIENCE, U.S.A.), 0.1% SDS (w/v) และ   5% dextran sulfate (w/v)  ในปริมาตรท่ีเหมาะสมเติมในขวดไฮบริ
ไดซ   พรอมอบท่ี  65 oC และหมุนขวดเบา  ๆ       ในตูอบไฮบริไดซ เปนเวลา  1  ช่ัวโมง      ดีเอ็นเอติดตาม (DNA 
probe) เตรียมไดโดย ตัด pGEM®-T Easy เวคเตอรท่ีมี  ME1 ขนาด 678 bp  ท่ีพิมพขยายจากจโีนมของ                         
B. japonicum USDA122 บรรจอุยูดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ EcoRI    ทําการแยกช้ินสวนของ ME1 ท่ีตัดไดจากอะกา
โรสท่ีมีจดุหลอมเหลวตํ่า  แลวนําไปติดดวยสารเรืองแสง (fluorescein) โดยใช Gene ImageTM random prime labeling 
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module kit (Amersham LIFE SCIENCE, U.S.A.)              ดีเอ็นเอติดดวยสารเรืองแสง ทีไ่ดถูกใชเปน ตัวติดตาม 
ME1  (ME1 probe)    เพื่อใชในการคนหา  dme  ยีน            เจือจางตัวติดตามท่ีไดใหมีความเขมขน  2-25 ng/μl  ดวย
น้ํากล่ันฆาเช้ือ   และถูกทําใหเสียสภาพโดยการแชในอางน้าํเดือดเปนเวลา  5  นาที   ตามดวยแชในน้าํแข็งเปนเวลา  
ส้ัน  ๆ      นาํสารละลายตัวติดตามท่ีไดไปหมุนเหวีย่งเปนเวลาส้ัน  ๆ     ดดูสารละลายใสเติมลงในบัพเฟอรท่ีใชใน
การทําไฮบริไดซท่ีอบอยูในขวดและผสมเบา  ๆ      บมขามคืนที่  65 oC  เพ่ือใหเกิดการไฮบรไิดซ   จึงทาํการลาง
แผนเมมเบรนสองครั้งดวย สารละลาย 1xSSC ที่มี 0.1% SDS (w/v)  และ 0.5xSSC ที่มี 0.1% SDS (w/v)  ตามลําดบั     
ตรวจสอบการเรืองแสงของตัวติดตามดวย Gene Images CDP-Star detection module (Amersham Pharmacia Biotech, 
U.S.A.)    ตรวจวดัสัญญานการเรืองแสงดวยเคร่ือง ChemiDoc -XRS (Bio-Rad) 
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3. ผลการทดลองและวิจารณ 

3.1  การจัดจําแนกไรโซเบียมดวยการวิเคราะห 16S-rDNA 

 
                             Sinsuwongwat และคณะ(2002)  ไดจดัจาํแนกจุลินทรีย 43 ไอโซเลทท่ีแยกไดจากปมของพืชตระกูล
ถ่ัวในประเทศไทย  ดวยวิธีวเิคราะหยนี 16S-rRNA (16S-rRNA gene analysis) สามารถจาํแนกจุลินทรียดงักลาวเปน 
5 ชนดิ คือ    Bradyrhizobium japonicum,  Bradyrhizobium elkanii, Rhizobium leguminosarum,  Rhizobium gallicum 
และ Rhizobium galegae   ดงัแสดงในภาพท่ี  3     แตการจดัจําแนกดังกลาวยงัไมสมบูรณเนือ่งจากลําดับการจดัเรียง
ตัวของเบสท่ีนํามาใชในการวเิคราะหดวยโปรแกรม  CLUSTAL W นั้นมีความยาวเพียง 500 เบสจากจดุเร่ิมตนของ
ยนี   และ  500  เบส  จากดานทายของยนี   อันเนือ่งมาจากขอจาํกดัของวิธีการท่ีใชในการหาลําดบัการจดัเรียงตัว
ของเบศสามารถหาไดอยางแมนยําดวยความยาว  500  เบส   จงึทําใหสามารถทราบลําดับการจดัเรียงตัวของเบสใน
ยนีดงักลาวรวมทั้งส้ิน  1,000  เบส จากแอมพคิอนขนาด 1.5 Kb ท่ีไดจากไพรเมอร 27f  และ1492r  เพราะขาดลําดับ
การจดัเรียงตัวของเบสในชวงกลางของยีนดงักลาว       
 
   ดงันัน้เพือ่ใหการจดัจาํแนกจุลินทรียท่ีแยกไดจากปมของพชืตระกูลถ่ัวในประเทศไทย  ดวยวิธี
วิเคราะหยนีท่ีควบคุม 16S-rRNA (16S-rRNA gene analysis)  เปนไปโดยสมบูรณ    จงึทําการคัดเลือกไพรเมอร
เพือ่ใหไดแอมพิคอนขนาดท่ีเหมาะสมกับการหาลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสท่ีแมนยาํ จงึใชไพรเมอร  4 คู  คือ    
27f  คูกับ 803r,   536f  คูกับ 1492r ,    27f  คูกับ1093r และ 1112f  คูกับ 1492r   ผลปรากฏดังแสดงในภาพท่ี   5  
กลาวคือ      เม่ือใชดเีอ็นเอท่ีสกดัไดจากไรโซเบียมไอโซเลท  DASA12028  เปนแมแบบนั้น     เม่ือใชไพรเมอร    
27f  คูกับ 803r  สามารถพิมพขยายแอมพลิคอนขนาด  0.8  กโิลเบสได     แตเม่ือใชไพรเมอร  536f  คูกับ 1492r       
ไมสามารถเพิม่จํานวนสวนยนีท่ีตองการได      เม่ือใชไพรเมอร 27f  คูกบั1093r และ 1112f  คูกับ 1492r   พบวา   
ไพรเมอรท้ังสองคูสามารถพมิพขยายแอมพลิคอนขนาด  1.1   กิโลเบส  และ  0.5  กิโลเบส ได ตามลําดบั                   
จึงเลือกใชไพรเมอรคูท่ี  3  และคูท่ี  4  ในการพิมพขยายยนีท่ีควบคุม 16S-rRNA  ของไรโซเบียมไอโซเลทอ่ืน  ๆ 
ตอไป 
 
  แอมพลิคอนของยนี 16S-rDNA  ท่ีพิมพขยายไดจากไรโซเบียมไอโซเลทตาง   ๆ  ถูกนาํไปหาลําดบั
การจดัเรียงตัวของเบส     นาํลําดบัการจัดเรียงตัวของเบสท่ีไดจากแตละแอมพลิคอนท่ีมีดีเอ็นเอแมแบบจาก          
ไอโซเลทเดยีวกนัมาเช่ือมตอกนัโดยใชโปรแกรม  Genetyx  5.0    แลวจึงนําลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสท่ีมี    ความ
ยาว 1,400 เบสเปนอยางตํ่า   ไปแทนท่ีลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสในหมายเลขเดิมของแตละไอโซเลทท่ีมีความยาว 
ไมเกนิ  1,000 เบส    ในศูนยขอมูลของ DDBJ/NCBI/EMBL  ดังแสดงในตารางท่ี   1   
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                                                                  1 %  Agarose  gel  electrophoresis,      100  V,   30 mins. 

  ภาพท่ี  5    การใชเทคนิค  PCR  ในการพิมพขยายสวนของยนี 16S-rDNA  โดยใชดเีอ็นเอท่ีสกดัได

จากไรโซเบียม  DASA12028   เปนแมแบบ   ดวยไพรเมอรคูตาง ๆ    
 
            เลนท่ี                 ดเีอ็นเอ                                       ฟอรเวอรดไพรเมอร        รีเวอรสไพรเมอร          แอมพลิคอน(Kb) 

               1         λ DNA/ HindIII   marker                                 -                                              -                                         - 

               2                   Amplicon                                               27f                                            803r                                   0.8  
               3                  Amplicon                                               536f                                           1492r                              ไมได 
               4                   Amplicon                                               27f                                             1093r                                1.1 
               5                   Amplicon                                               1112f                                        1492r                                 0.5 
 
  เม่ือนาํลําดบัการจดัเรียงตัวของเบสของ 16S-rDNA fดังกลาวไปวเิคราะหเปรียบเทียบกบัลําดบั                  
การจดัเรียงตัวของเบสของยนี 16S – rDNA  จาก  จุลินทรียชนดิอ่ืน  ๆ  ใน  DDBJ/NCBI/EMBL     ดวยซอพทแวร  
CLUSTAL W แลวสามารถจัดจําแนกไรโซเบียมไดดงัแสดงในภาพท่ี 6  ลําดบัการจดัเรียงตังของเบสใน 16S-rDNA 
ยนีของจุลินทรียเหลานีใ้กลชชิดกบั Bradyrhizobium japonicum,  Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium 
liaoningense, Rhizobium tropici  และRhizobium gallicum ซ่ึงจดัเปนจุลินทรียไรโซเบียมท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได
เปนสวนใหญ  เปนท่ีนาสังเกตวา DASA38025 และ DASA03066 ท่ีใกลชิดกบั   Rhodopseudomonas  palustris   แต
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เม่ือพจิารณาจากความสามารถในการตรึงไนโตรเจนแลวจุลินทรียท้ังสอง      ควรจดัเปน Bradyrhizobium japonicum  
ดังแสดงในตารางท่ี  1     

Mycoplana dimorha(D12786)

Rickettsia rickettsii(M21293)
Paracoccus denitrificans(X69159)

Brucella neotomae(L26167)

Sinorhizobium terangae(X68387)
Sinorhizobium meliloti(X67222)

Bartonella bacilliformis(M65249)
Phyllobacterium myrsinacearum(D12789)
Mesorhizobium loti(X67229)

Mesorhizobium huakuii(D13431)
Rhizobium galegae(X67226)

Agrobacterium larrymoorei(Z30542)
DASA12028

Agrobacterium tumerfaciens (D14500)
Rhizobium momgolense(U89817)

Rhizobium gallicum (Af008129)
Rhizobium gallicum(U86343)

DASA12024
DASA12010

DASA12023
DASA12005

DASA12020
Rhizobium etli(U28916)

Agrobacterium tumerfaciens(D14501)
Agrobacterium tumerfaciens (D14504)
DASA23052
DASA23046
DASA23111
DASA23002
Rhizobium tropici(D11344)

Rhizobium leguminosarum (X67233)
Xanthobacter agilis(X94198)

Azorhizobium caulinodans(X94200)
Beijerinckia indica(M59060)
Rhodoplanes roseus(D25313)

DASA35013
DASA35011
DASA37005
Bradyrhizobium elkanii (U35000)
DASA38011

Bradyrhizobium elkanii (Af208512)
Nitrobacter winogradskyi(L35507)

Aficia felis(M65248)
Aficia clevelandensis(M69186)

Rhodopseudomonas palustris(D25312)
DASA03066
DASA38025
DASA37011
Bradyrhizobium japonicum (D10430)
Bradyrhizobium japonicum(Z35330)

Blastobacter denitrificans(S46917)
DASA37026

DASA01059
Bradyrhizobium japonicum (Af208505)
DASA24015
DASA03183

THA7
Bradyrhizobium japonicum (BJU69638)
Bradyrhizobium japonicum(AF293378)
Bradyrhizobium lupini (X87273)
Bradyrhizobium japonicum(AF293377)
Bradyrhizobium liaoningense (Af208513)

DASA12007
DASA12006
DASA02007
Bradyrhizobium japonicum(AF363126)
Bradyrhizobium japonicum(AF208508)
DASA02010

0.1

 ภาพท่ี  6  ความสัมพนัธุของลําดับการจดัเรียงตัวของเบสความยาว 1,400  เบสจากยนี 16S-rDNA ของเช้ือ     

ไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย  สรางโดยวิธี  neighbor-joining 
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ตารางที่  1 ผลการจัดจําแนกเชื้อดวยการวิเคราะหยีน 16S-rRNA และการทดสอบการตนึงไนโตรเจนดวยวิธี acetylene reduction test ของไรโซเบียมที่แยกไดใน
ประเทศไทย 
Host legume plant Strain Name Proposed Species Accession number Sampling site Acetylene reduction (μmole g nodules-1 hr-1) 
     Index host planta Original host plantb 

Glycine max DASA01059 
THA7 

B. japonicum 
B. japonicum 

AF417550 
AF417545 

Loey 
Bangkok 

7.16 
13.98 

32.82 
14.01 

Vigna  sinensis DASA02007 
DASA02010 

B. japonicum 
B. japonicum 

AF417541 
AF417542 

Bangkok 
Bangkok 

13.85 
10.07 

8.63 
6.29 

Arachis hypogaea DASA03066 
DASA03183 

B. japonicum 
B. japonicum 

AF417546 
AF417548 

Karnchanaburi 
Nakhonrajchasima 

53.66 
22.64 

1.77 
12.42 

Desmanthus virgatus DASA23002 
DASA23046 
DASA23052 
DASA23111 

R. tropici 
R. tropici 
R. tropici 
R. tropici 

AF417562 
AF417564 
AF417565 
AF417563 

Nakhonrajchasima 
Lopburi 
Lampang 
Bangkok 

6.82 
4.80 
3.81 
3.01 

0.93 
1.15 
1.30 
0.94 

Sesbania rostrata DASA12005 
DASA12006 
DASA12007 
DASA12010 
DASA12020 
DASA12023 
DASA12024 
DASA12028 

R. gallicum 
B. liaoningense 
B. liaoningense 
R. gallicum 
R. gallicum 
R. gallicum 
R. gallicum 
R. galegae 

AF417558 
AF417543 
AF417544 
AF417559 
AF417557 
AF417560 
AF417561 
AF417566 

Pathumthani 
Lampang 
Nonthaburi 
Udornthani 
Udornthani 
Yala 
Pracheenburi 
Karnchanaburi 

10.77 
15.22 
4.78 
9.73 
5.68 
7.06 
13.60 
49.42 

0.66 
0.71 
0.67 
16.53 
12.37 
0.76 
18.47 
0.92 

Acacia mangium DASA35011 
DASA35013 

B. elkanii 
B. elkanii 

AF417555 
AF417556 

Narathiwat 
Narathiwat 

15.72 
10.57 

3.07 
2.11 

Centrosema pascuorum DASA24015 B. japonicum AF417549 Nakhonrajchasima 15.2 8.43 
Pterocarpus indicus DASA37005 

DASA37011 
DASA37026 

B. elkanii 
B. japonicum 
B. japonicum 

AF417554 
AF417552 
AF417551 

Bangkok 
Ubonratchathani 
Petchburi 

14.82 
70.80 
13.65 

0.58 
0.55 
0.51 

Xylia xylocarpa DASA38001 
DASA38025 

B. elkanii 
B. japonicum 

AF417553 
AF417547 

Nakhonrajchasima 
Rajchaburi 

7.94 
16.1 

0.58 
0.68 

 
a and b         Ethylene reduction from the host plant under 10% acetylene was determined as inoculated test strain and uninoculated as control. Values given are the averages of triplicate   
                determination as reported  in Sinsuwongwat and et.al. (2002b). 
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เปนท่ีนาสังเกตวา DASA38025 และ DASA03066  ท่ีใกลชิดกับ   Rhodopseudomonas  palustris   แตเม่ือพจิารณา
จากความสามารถในการตรึงไนโตรเจนแลวจุลินทรียท้ังสองควรจัดเปน Bradyrhizobium japonicum  ดงัแสดงใน
ตารางท่ี  1      ยกเวน DASA12028 ท่ีใกลชิดกับ Agrobacterium  tumerfaciens   ซ่ึงควรทดสอบลักษณะทางชีวเคมี 
อ่ืน ๆ   ประกอบ                 
 
  การทางชีวเคมีในการตรวจสอบใหเหน็ความแตกตางของ Rhizobium และ Agrobacterium   เพื่อยนืยนั
วาเปนคุณลักษณะของเช้ือสกุลนั้นจริง จากขอมูลในหนังสือ Bergey’s manual determitative of  microbiology      
พบวาลักษณะท่ีนํามาใชทดสอบ  คือ การผลิต 3-ketolactose  ซ่ึงไรโซเบียมไมสามารถผลิตได แต Agrobacterium 
สามารถผลิตได  การผลิตไฮโดรเจนซัลไฟด ซ่ึงไรโซเบียมไมสามารถผลิตได สวน Agrobacterium    มีบางสายพนัธุ
เทานัน้ท่ีผลิตได     และการใชซิเตรทซ่ึงไรโซเบียมไมสามารถใชได   แต   Agrobacterium ใชได     และสามารถสรุป
เปนตารางการจาํแนก    Rhizobiaceae   ไดดงัตารางท่ี  2  
 

ตารางท่ี 2  ลักษณะทางชีวเคมีบางประการของ Rhizobium และ Agrobacterium 

ลักษณะทางชีวเคมี Rhizobium Arobacterium 
Gram - - 
Bacilli / Cocci B B 
Fix free nitrogen + - 
Produced 3-ketolactose - + 
H2S production - D 
Utilize citrate - + 
ท่ีมา :  Buchaman and Gibbons(1975) 
หมายเหตุ  :  B หมายถึง Bacilli รูปแทง ,   D หมายถึง มีบางสายพันธุ,  + หมายถึง เกิดผลบวก 
                     และ  - หมายถึง เกิดผลลบ 
 
  คณะผูวจิยัจงึไดใชทดสอบความสามารถในการผลิต 3-ketolactose ของ A. tumerfaciens LBA4404,     
R. meliloti 1021  และ  B.  japonicum  USDA110    เปรียบเทยีบกบัตัวแทนของไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย  
ซ่ึงผลดงัแสดงในภาพท่ี 7 และ 8    
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     A. tumerfaciens LBA4404 (+)                             R. meliloti 1021  (-)                             B.  japonicum  USDA110    (-)        
 

             
   B.  liaoningense  DASA12006  (-)                B. elkanii   DASA35011   (-)                       R. tropici DASA23046   (-)       
 

         
         R. gallicum   DASA12023   (-)                                              DASA03066   (-)                                                    DASA38025  (-)    
 
 

                                     
                                                      DASA12028  (-)                                   Non-inoculated control   (-)    

 ภาพท่ี  7  ผลการทดสอบความสามารถในการผลิต 3-ketolactose ของ A. tumerfaciens LBA4404,                        

R. meliloti 1021  และ  B.  japonicum  USDA110    เปรียบเทยีบกบัตัวแทนของไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย
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                          1         2          3        4         5         6           7        8        9      10      11 
                          -         -           -         -          -         -            -         -         -        -        - 
 

                
                          1         2        3        4        5         6         7         8        9       10       11 
                          -          -         -        -         -          -         -         -          -        +         - 
 
  ภาพที่ 8 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการสราง H2S (ก) และการใชซิเตรท (ข) 
ของ  A. tumerfaciens LBA4404 , R. meliloti 1021  และ  B.  japonicum  USDA110    เปรียบเทียบกับ
ตัวแทนของไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทย 
      1. Control                                         7. B.  japonicum USDA110 
      2. DASA03066                                 8. R.  tropici DASA23046 
      3. DASA38025                                 9. R. gallicum DASA12023 
      4. DASA12028                               10. A. tumefaciens LBA4404 
      5. B.  elkanii  DASA35011             11. R. meliloti 1021 
      6. B.  liaoningense DASA12006 
 
                จากการทดสอบความสามารถในการผลิต 3-ketolactose ของ A. tumerfaciens 
LBA4404 , R. meliloti 1021  และ  B.  japonicum  USDA110    เปรียบเทียบกับตัวแทนของไรโซเบียม

ก 

ข 
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ท่ีแยกไดในประเทศไทย  ทีแ่สดงในภาพท่ี 7,  8  และ9  สามารถสรุปผลการจัดจําแนกไรโซเบียมโดย
อาศัยการวเิคราะห ยีน  16S-rDNA  และการทดสอบลักษณะทางชีวเคมบีางประการไดดังตารางท่ี  3 
 
ตารางท่ี 3  สรุปผลการจัดจําแนกไรโซเบียมโดยอาศัยการวิเคราะห ยีน  16S-rDNA  และการทดสอบ  
                  ลักษณะทางชีวเคมีบางประการของของไรโซเบียมที่แยกไดในประเทศไทย 

ลักษณะที่ทดสอบ  
จุลินทรีย การติดสี 

กรัม 
รูปราง
เซลล 

การผลิต 3-
ketolactose 

การผลิต 
H2S 

การใช 
ซิเตรท 

A. tumefaciens LBA4404 - แทง + - + 
R. meliloti 1021 - แทง - - - 
B.  japonicum USDA110 - แทง - - - 
B.  elkanii  DASA35011 - แทง - - - 
B.  liaoningense DASA12006 - แทง - - - 
R.  tropici DASA23046 - แทง - - - 
R. gallicum DASA12023 - แทง - - - 
B.  japonicum DASA03066 - แทง - - - 
B.  japonicum DASA38025   - แทง - - - 
R. galegae DASA12028 - แทง - - - 
 
  จุลินทรียจํานวน  26  ไอโซเลทท่ีแยกไดจากปมของพืชตระกูลถ่ัว 9  ชนิด       Glycine max, 
Vigna sinensis, Arachis hypogaea, Desmanthus virgatus, Acacia mangium, Centrosema pascuorum, 
Pterocarpus indicus,    Xylia xylocarpa  และ  Sesbania rostrata  ท่ีปลูกในประเทศไทย พบวาจุลินทรีย
ท้ัง 20 ไอโซเลทที่จัดจําแนกดวยวิธีวิเคราะห 1,400 คูเบสของยีน 16S-rRNA (16S-rRNA gene analysis)  
และการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีบางประการน้ัน   สามารถจําแนกจุลินทรียดังกลาวเปน 6 ชนิด คือ 
Bradyrhizobium japonicum,  Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium  liaoningense, Rhizobium 
tropici,  Rhizobium gallicum และ Rhizobium galegae ซ่ึงจัดเปนจุลินทรียไรโซเบียมที่สามารถ         
ตรึงไนโตรเจนได           
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3.2  การศึกษากิจกรรมของ DME และ TME ในไรโซเบียม 
 
  ตรวจสอบกิจกรรมและสัดสวนของ DME และ TME ในไรโซเบียมอางอิงท่ีไดศึกษา
คุณลักษณะ ยีนส และความสําคัญของเอนไซมมาลิกแลว คือ R.  meliloti 1021 และไรโซเบียมอางอิงที่
ไดศึกษาคุณลักษณะ และยีนส ของเอนไซมมาลิกแลวบางสวน คือ B. japonicum USDA110  และ      
ไรโซเบียมอางอิงที่ยังไมไดศึกษาคุณลักษณะ และยีนส ของเอนไซมมาลิกและเกษตรกรในประเทศไทย
ใชสําหรับคลุกเมล็ดถ่ัวในการเพาะปลูกอยางแพรหลาย  คือ B. japonicum USDA122  เปรียบเทียบกับ 
DME  และ TME ของตัวแทนจากแตละสปช่ีสของไรโซเบียมท่ีแยกไดในประเทศไทยจาํนวน               
6  สปช่ีส   คือ  B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,  B.  liaoningense DASA12006,        
B.  japonicum  DASA02007, R. gallicum DASA12023 และ  R.  galegae DASA12028  พบวา            
ไรโซเบียมทั้งหมดยังคงสามารถสรางเอนไซมมาลิกทั้งสองชนิดได    ซ่ึงแบงออกเปน    2   กลุมอาศัย
สัดสวนระหวาง DME และ TME ที่แสดงออกในแตละสปช่ีส ดังแสดงในภาพท่ี  9 
 
 

             
 
 ภาพที่  9   กิจกรรมของ DME และ TME ในไรโซเบียมอางอิงและไรโซเบียมที่แยกไดใน
ประเทศไทยจํานวน  6  สปช่ีส 
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  กลุมที่ 1  คือ B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,  B.  liaoningense 
DASA12006,  B.  japonicum  DASA02007,  B.  japonicum USDA122, R.  galegae DASA12028 และ 
B.  japonicum USDA110 แสดงกจิกรรมของ  DME สูงกวากิจกรรมของ TME    จากพิจารณาจาก        
จุลินทรียท่ีอยูในกลุมนี้   พบวามีเพยีง B.  japonicum  เทาน้ันที่มีการศกึษาและเปรียบเทียบกจิกรรมของ
เอนไซมมาลิก  โดย Chen และคณะ (1998)  ไดศึกษากิจกรรมของ DME และกิจกรรมของ TME (Chen 
และคณะ, 1997) ใน B.  japonicum A1017 เม่ือเปรียบเทียบขอมูลในเอกสารดังกลาวพบวา                    
B.  japonicum A1017 แสดงกิจกรรมของ  DME สูงกวากิจกรรมของ TME  ซ่ึงสอดคลองกับผลท่ีได
จากการศึกษากิจกรรมของ DME และกิจกรรมของ TME จาก B.  japonicum USDA122  และ               
B.  japonicum USDA110  ในคร้ังน้ี    การศึกษากิจกรรมเปรียบเทียบกิจกรรมของ DME  และ  TME  
ใน  B. elkanii, R. tropici,  B.  liaoningense และ R.  galegae  ไมพบผูรายงานมากอน    จึงไมสามารถ
หาเอกสารเปรียบเทียบได 
 
  กลุมที่ 2  คือ  R. meliloti 1021 และ R. gallicum DASA12023 แสดงกิจกรรมของ  TME 
สูงกวากิจกรรมของ DME  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Driscoll และFinan (1993) รายงานกิจกรรม
ของ DME  และ  TME  ใน  R. meliloti ไว    แตไมสอดคลองกับการศึกษาของ                           
Voegele และคณะ  (1999)      สวน R. gallicum นั้นยังไมพบรายงานการศึกษาเกีย่วกบั DME และ TME 
     
3.3  การศึกษากิจกรรมของ DME และ TME โดย  Native-PAGE 
 
  ภาพที่  10  แสดงผลการศึกษากจิกรรมของ DME ในสารสกัดเอนไซมจากไรโซเบียม
อางอิง R.  meliloti 1021, B. japonicum USDA110  และ      B. japonicum USDA122    และไรโซเบียม
ท่ีแยกไดในประเทศไทยจํานวน  6  สปช่ีส  คือ  B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,        
B.  liaoningense DASA12006,  B.  japonicum  DASA02007,  R. gallicum DASA12023 และ  R.  
galegae DASA12028 ถูกนํามาแยกดวยกระแสไฟฟาในโพลีอะครีลาไมดเจล  โดยไมทําใหเสียสภาพ
ตามธรรมชาติ  เปรียบเทียบกันโปรตีนมาตรฐาน (High molecular weight calibration  kit for native 
electrophoresis, Amersham pharmacial biotech)  ที่ประกอบดวย Thyroglobulin, porcine  thyroid 
นํ้าหนักมวลโมเลกุล 669 กิโลดาลตัน     Ferritin, equin  spleen น้ําหนักมวลโมเลกลุ 440  กิโลดาลตัน       
Catalase, bovine liver นํ้าหนักมวลโมเลกลุ 232  กิโลดาลตัน  Lactate  dehydrogenase, bovine heart 
นํ้าหนักมวลโมเลกุล 140  กิโลดาลตัน    Albumin, bovine  serum น้ําหนักมวลโมเลกลุ 66  กิโลดาลตัน       
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                              6%  Native Polyacrylamide gel  electrophoresis,  25 mA,  8  Hrs. 

 
  ภาพที่  10  การตรวจสอบกิจกรรมของ DME ที่ไมเสียสภาพของไรโซเบียมอางอิงและ    
ไรโซเบียมที่แยกไดในประเทศไทยจํานวน  6  สปช่ีส ดวยกระแสไฟฟา 
              เลนที่                       ตัวอยางโปรตนี 
   1                    โปรตีนมาตรฐาน 
   2                     สารสกัดเอนไซมจาก B. elkanii  DASA35011 
   3                     สารสกัดเอนไซมจาก R. tropici DASA23046 
     4                     สารสกัดเอนไซมจาก R.  meliloti 1021 
   5                     สารสกัดเอนไซมจาก B.  liaoningense DASA12006 
    6                     สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum  DASA02007 
   7                      สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum USDA122 
   8                      สารสกัดเอนไซมจาก R. gallicum DASA12023 
   9                      สารสกดัเอนไซมจาก R.  galegae DASA12028 
   10                    สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum USDA110 
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พบวาเม่ือยอมเจลที่ผานการแยกดวยกระแสไฟฟาและยอมดวยคูมาซี  บิลเล่ียน  บลู (Coomassie  
Brilliant  Blue R-250)    พบวาโปรตีนมาตรฐานปรากฏอยางชัดเจน  และปรากฏแถบของโปรตีนใน
สารสกัดเอนไซมจาก  R.  meliloti 1021,  B.  japonicum  DASA02007, B. japonicum USDA122  และ 
B. japonicum USDA110 ในเลนท่ี 4,  6,  7  และ 10  ตามลําดับ              เม่ือนําเจลดังกลาวไปทําการ
ยอมสีเพ่ือหากจิกรรมของเอนไซม  DME  พบวาแถบของโปรตีนในสารสกัดเอนไซมจาก                    
R.  meliloti 1021,  B.  japonicum  DASA02007, B. japonicum USDA122  และ B. japonicum 
USDA110  ดังกลาวสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซม DME ได   เนื่องจากแถบโปรตีนดงักลาว
เปล่ียนจากสีนํ้าเงินเปนสีมวง        แตไมปรากฏแถบของโปรตีนโปรตีนที่แสดงกจิกรรมของ DME ใน
สารสกัดเอนไซมจาก   B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,  B.  liaoningense 
DASA12006,  R. gallicum DASA12023 และ  R.  galegae DASA12028 ในการทดสอบดังกลาว  
 
  ภาพที่  11  แสดงผลการศึกษากจิกรรมของ TME ในสารสกัดเอนไซมจากไรโซเบียม
อางอิง R.  meliloti 1021, B. japonicum USDA110  และ      B. japonicum USDA122    และไรโซเบียม
ท่ีแยกไดในประเทศไทยจํานวน  6  สปช่ีส  คือ  B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,        
B.  liaoningense DASA12006,  B.  japonicum  DASA02007,  R. gallicum DASA12023 และ               
R. galegae DASA12028 ถูกนํามาแยกดวยกระแสไฟฟาในโพลีอะครลีาไมดเจล  โดยไมทําใหเสียสภาพ
ตามธรรมชาติ  เปรียบเทียบกันโปรตีนมาตรฐาน (High molecular weight calibration  kit for native 
electrophoresis, Amersham pharmacial biotech)  ที่ประกอบดวย Thyroglobulin, porcine  thyroid 
นํ้าหนักมวลโมเลกุล 669 กิโลดาลตัน     Ferritin, equin  spleen น้ําหนักมวลโมเลกลุ 440  กิโลดาลตัน       
Catalase, bovine liver นํ้าหนักมวลโมเลกลุ 232  กิโลดาลตัน  Lactate  dehydrogenase, bovine heart 
นํ้าหนักมวลโมเลกุล 140  กิโลดาลตัน    Albumin, bovine  serum น้ําหนักมวลโมเลกุล 66  กิโลดาลตัน
พบวาเม่ือยอมเจลที่ผานการแยกดวยกระแสไฟฟาและยอมดวยคูมาซี  บิลเล่ียน  บลู (Coomassie  
Brilliant  Blue R-250)    พบวาโปรตีนมาตรฐานปรากฏอยางชัดเจน  และปรากฏแถบของโปรตีนใน
สารสกัดเอนไซมจาก  R.  meliloti 1021,  B. elkanii  DASA35011, R. tropici DASA23046,                   
B. japonicum USDA122  และ B. japonicum USDA110 ในเลนท่ี 1, 2, 4, 7  และ 10  ตามลําดับ              
เม่ือนําเจลดังกลาวไปทําการยอมสีเพื่อหากจิกรรมของเอนไซม  TME     พบวาแถบของโปรตีนใน    
สารสกัดเอนไซมจาก  R.  meliloti 1021, B. japonicum USDA122  และ B. japonicum USDA110  
ดังกลาวสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซม TME ได   เนื่องจากแถบโปรตีนดังกลาวเปล่ียนจาก           
สีนํ้าเงินเปนสีมวง  แตไมปรากฏแถบของโปรตีนที่แสดงกิจกรรมของ TME ในสารสกัดเอนไซมจาก         
B. elkanii  DASA35011  และR. tropici DASA23046   อีกทั้งไมปรากฏแถบของโปรตีนและโปรตีนที่
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แสดงกิจกรรมของ TME ในสารสกัดเอนไซมจาก  B.  liaoningense DASA12006,  R. gallicum 
DASA12023, B.  japonicum  DASA02007 และ  R.  galegae DASA12028 ในการทดสอบดังกลาว  
       

       
                          6%  Native Polyacrylamide gel  electrophoresis,  25 mA,  8  Hrs. 

 
  ภาพที่  11  การตรวจสอบกิจกรรมของ TME ที่ไมเสียสภาพของไรโซเบียมอางอิงและ    
ไรโซเบียมที่แยกไดในประเทศไทยจํานวน  6  สปช่ีส ดวยกระแสไฟฟา 
              เลนที่                       ตัวอยางโปรตนี 
   1                    โปรตีนมาตรฐาน 
   2                     สารสกัดเอนไซมจาก B. elkanii  DASA35011 
   3                     สารสกัดเอนไซมจาก R. tropici DASA23046 
     4                     สารสกัดเอนไซมจาก R.  meliloti 1021 
   5                     สารสกัดเอนไซมจาก B.  liaoningense DASA12006 
    6                     สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum  DASA02007 
   7                      สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum USDA122 
   8                      สารสกัดเอนไซมจาก R. gallicum DASA12023 
   9                      สารสกดัเอนไซมจาก R.  galegae DASA12028 
   10                    สารสกัดเอนไซมจาก B.  japonicum USDA110 
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3.4  การโคลนยีนท่ีควบคุม  DME มาลิกเอนไซม 
 
  จากผลการทดลองดังกลาวขางตนจะเห็นไดวาสารสกัดเอนไซมจาก R. meliloti 1021,                   
B. japonicum USDA122  และ B. japonicum USDA110  แสดงกิจกรรมของเอนไซม DME และ TME 
ไดชัดเจนทั้งสองชนิด     ในการศึกษาลักษณะของยนีที่ควบคุมมาลิกเอนไซมท้ังสองชนิด  ผูวิจัยจึง    
ไมเลือก R.  meliloti 1021 ซ่ึงเปนตัวแทนของไรโซเบียมท่ีเจริญเร็ว  เนือ่งจาก Driscollและ  Finan(1993)  
ไดทําการศึกษาลักษณะของ DME  และ TME     อีกทั้ง Driscoll และ Finan (1996b)  ไดทําการศึกษา
บทบาทของมาลิกเอนไซมตอการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมแลว  พบวา Rhizobium meliloti       
สายพันธุกลาย dme-  ที่ไมมีกิจกรรมของNAD+-ME (DME: EC 1.1.1.39) แตยังคงมีกิจกรรมของ      
NADP+-ME (TME: 1.1.1.40)  สูญเสียความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในปมรากถ่ัว        ในขณะท่ี
สายพันธุกลาย tme- ที่สูญเสียกิจกรรมของ TME ยังคงสามารถตรึงไนโตรเจนได  จากหลักฐานดังกลาว 
สามารถยืนยันไดวา DME มีบทบาทสําคัญตอการตรึงไนโตรเจนของ  R. meliloti   ในขณะที่ TME ไมมี
ความจําเปนตอการตรึงไนโตรเจนของแบคทีรอยด (bacteroid)          
 
  ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาลักษณะของยีนที่ควบคุมมาลิกเอนไซมทั้งสองชนิด ในไรโซเบียมที่
เจริญชา  คือ  B. japonicum USDA110 และ B. japonicum USDA122   ผูวิจัยไดสนใจ B. japonicum 
USDA122   เนื่องจากยังไมพบรายงานการศกึษายนีที่ควบคุม DME  และ TME และลักษณะของ
เอนไซมที่ไดจากการโคลนยีนดังกลาวจาก B.  japonicum        ผูวิจัยจึงประสงคที่จะทําการศึกษายีนที่
ควบคุม DME  และ TME และลักษณะของเอนไซมที่ไดจากการโคลนยีนดังกลาวจาก  B.  japonicum  
ตอไป     ซ่ึง Sinsuwongwat  และคณะ (2002a) ไดโคลนยีน tme มาลิกเอนไซมใน B. japonicum 
USDA110  พบยีน Bjtme1 ขนาด 2,277 คูเบส  ซ่ึงควบคุมโพลีเปปไทดที่ประกอบดวยกรดอะมิโน    
758 ตัว    ยนีน้ีถูกบรรจุในเวคเตอร pET32a(+) ไดพลาสมิดลูกผสม pTME01 และถายทอดสู E. coli 
BL21 เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน    พลาสมิดลูกผสมดังกลาวสามารถแสดงออกและใหฟวช่ัน
โปรตีนที่สามารถแสดงกิจกรรมของ TME มาลิกเอนไซมได   ทั้งในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
และ Native-PAGE     โปรตีนที่แสดงออกน้ีมีน้ําหนักมวลโมเลกุล 81.3 kDA  และ pI เทากบ 6.07   
สภาวะความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม คือ 7.8   โดยเม่ือใช Line Weaver 
Burk  plot  พบวามีคา  Km ตอ L-malate และ NADP+ เปน 1.1 mM และ 0.010 mM ตามลําดับ   
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  ผูวิจัยจึงศึกษายีนท่ีควบคุม DME  และลักษณะของเอนไซมที่ไดจากการโคลนยีนดังกลาว
ใน B.  japonicum   USDA122  ซ่ึงยังไมพบการตีพิมพในวารสารตาง ๆ ตอไป 
 

 3.4.1  การออกแบบไพรเมอรเพ่ือพิมพขยายบริเวณอนุรักษของ dme ยีน 
 
  การออกแบบไพรเมอรเพื่อพิมพขยายบริเวณอนุรักษของ dme ยีน  ดําเนินการโดยทําการ
คนหายนีของมาลิกเอนไซมในส่ิงมีชีวิตตาง ๆ  จาก  DDBJ/NCBI/EMBL   และทําการการเปรียบเทียบ
มาลิกเอนไซมยีนของ E. coli (AE000333), N. meningitidis (AL162754), P. aeruginosa (AE0004918) 
และ S. meliloti (AF017443) เพื่อออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม GENETYX-WIN (Version 5.0)   
ผลการเปรียบเทียบดังกลาวแสดงในภาพที ่ 12   เลือกบริเวณที่มีความเหมือนกนัของเบสอยางตอเนื่อง
เพ่ือใชเปนแนวทางในการออกแบบไพรเมอร   สามารถออกแบบไพรเมอรสําหรับพิมพเดินหนา (ME1f) 
และยอนกลับ (ME1r) เพื่อพิมพขยายบริเวณอนุรกัษของ dme ยีน   ซ่ึงแตละไพรเมอรประกอบดวย
นิวคลิโอไทดไพรเมอรละ  21 นิวคลิโอไทด ดังแสดงในภาพที่  12  และตารางท่ี  4   
 
 
 
E. coli (AE000333)             257:CAGGCAAACCGGTGATGGAAGGCAAGGGCGTTCTGTTTAAGAAATTCGCCGGGATTGATG 316 

N. meningitidis (AL162754)     257:CGGGCAAACCCGTGATGGAAGGCAAAGGCGTATTGTTCAAAAAATTCGCCGGTGTGGACG 316 

P. aeruginosa (AE0004918)      254:CCTCCAAGCCGGTGATGGAAGGCAAGGGTGTGCTGTTCAAGCGCTTCGCCGGCATCGACG 313 

S. meliloti (AF017443)         296:CCTCCAAACCCGTGATGGAAGGTAAGGCTGTTCTCTTCAAGAAGTTCGCAGGGATCGACG 355 

                                   *   ***.** ***********.**.*. ** .*.**.**... *****.** .* **.*      

              (Primer ME1f, 21 mer) 5'-CAARCCSGTGATGGAAGGYAA-3'                                            

 

E. coli (AE000333)             916:ATCATTTGCACCGGTCGTTCTGACTATCCGAACCAGGTGAACAACGTCCTGTGCTTCCCG 975 

N. meningitidis (AL162754)     922:GTTATCGGTACCGGCCGCTCCGACTTCCCGAACCAAGTGAACAATGTATTGTGCTTCCCG 981 

P. aeruginosa (AE0004918)      905:ATCATGGCTACCGGTCGTTCCGACTATCCGAATCAGGTCAACAACGTGCTCGGTTTCCCC 966 

S. meliloti (AF017443)         952:ATGATCTGCACCGGACGCTCGGACTTCCCGAACCAGGTCAACAATGTTCTCTGTTTCCCG 1011  

                                   .* **  . ***** ** ** ****  *****.**.** ***** ** .* .* *****.      

                                                 (Primer ME1r, 21 mer) 5'-AAGCCYGTNYTWKGYTTCCCW-3'    

                                                                       3'-TTCTTRCANRAWMCRAAGGGW-5' 

 
ภาพที่  12  การเปรียบเทยีบมาลิกเอนไซมยีนของ E. coli (AE000333), N. meningitidis 

(AL162754), P. aeruginosa (AE0004918) และ S. meliloti (AF017443) เพ่ือออกแบบไพรเมอรสําหรับ
พิมพเดินหนา (ME1f) และยอนกลับ (ME1r)  ในการพิมพขยายบริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยนี  
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ตารางท่ี 4. ไพรเมอรที่ออกแบบเพี่อใชในการเพ่ิมจํานวนยีน dme  โดยใชจีโนมดีเอ็นเอท่ีสกดัจาก         
B. japonicum USDA122 เปนตนแบบ  ดวยเทคนิค PCR. 
 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลิโอไทด (จาก 5’ ไป 3’) บริเวณเปาหมาย  
ME1f CAARCCSGTGATGGAAGGYAA บริเวณอนุรักษของ dme 
ME1r WGGGAARCMWARNACRTTCTT บริเวณอนุรักษของ dme 
DMEf CCCGAATTCATGTCGTCTTATTCT ORF ที่สมบูรณของ dme 
DMEr GGGAAGCTTTCAGGTAAACAACGT ORF ที่สมบูรณของ dme 
หมายเหตุ:  

อักษรท่ีใชแทนนิวคลิโอไทดตาง ๆ ในไพรเมอรที่ออกแบบเปนไปตามมาตรฐานของ 
IUPAC.2.2.2 Biochemical assay  

f ; ไพรเมอรสําหรับพิมพเดนิหนา (forward primer)  
r ; ไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ (reverse primer)  
DME ; NAD+-dependent malic enzyme.  
ME1f ; ไพรเมอรสําหรับพิมพเดินหนา เพ่ือพิมพขยายบริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยีน 
ME1r ; ไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ เพือ่พิมพขยายบริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยีน 
DMEf ; ไพรเมอรสําหรับพิมพเดินหนา เพ่ือพิมพขยายมาลิกเอนไซมยีนทั้งหมด  
DMEr ; ไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ เพื่อพิมพขยายมาลิกเอนไซมยีน  

 
  ไพรเมอรที่ออกแบบไดสังเคราะหโดย GENSET KK (Kyoto, Japan)   เม่ือนําไพรเมอรที่
ไดมาใชในการพิมพขยายบริเวณอนุรักษของ dme มาลิกเอนไซมยีน  โดยใชจีโนมดีเอ็นเอที่สกัดไดจาก 
B. japonicum  USDA122  เปนแมแบบ   ดวยเคร่ือง  MyCycler  ของ  Bio-Rad  โดยโปรแกรมการทํา 
PCR  คือ  96  องศาเซลเซียส     5  นาที  1  รอบ  ตามดวย   94  องศาเซลเซียส  1  นาที    55  องศา
เซลเซียส   1  นาที  และ  72  องศาเซลเซียส  2  นาที  จํานวน  35 รอบ และ   4    องศาเซลเซียส   อยาง
นอย  5  นาที  1  รอบ     ตรวจสอบผลิตภัณฑทีไ่ดจากการทํา  PCR ดวยการแยกดีเอ็นเอดวย
กระแสไฟฟาในอะกาโรสเจล   แลวยอมดวยสารละลาย เอทธิเดยีมโบรไมดกอนนําไปตรวจสอบการ
เรืองแสงภายใตรังสีเหนือมวง      พบวาสามารถพิมพขยายไดช้ินดเีอ็นเอขนาด ~ 700 bp ดังแสดงใน
ภาพที่  13   ซ่ึงสอดคลองกับขนาดของมาลิกเอนไซมยีนที่ใชเปนตนแบบในการรออกแบบไพรเมอรใน
ภาพที่ 12    เรียกช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีพิมพขยายไดนี้วา ME1  
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                                             1 %  Agarose  gel  electrophoresis,      100  V,   30 mins. 
 
 ภาพที่  13  ผลการพิมพขยายบริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยีน                เม่ือใชดีเอ็นเอจาก 
Bradyrhizobium japonicum USDA122  เปนตนแบบ (template)  ดวยไพรเมอร ME1f และ ME1r โดย
เทคนิค PCR 

       

                 เลนท่ี         ตัวอยาง                                              ไพรเมอร 
                    1       λ ดีเอ็นเอที่ยอยดวย HindIII                                     - 
                    2        ME1  (PCR product)                   ME1f และ ME1r 
 

 

  ผลิตภัณฑท่ีไดจากการทํา PCR  (ME1)   ถูกนําไปหาลําดับการจัดเรียงตัวของเบส   และ
ลําดับการจัดเรยีงตัวของเบสท่ีไดโดยรวมถูกนําไปวิเคราะหเปรียบเทียบกับลําดับการจัดเรียงตัวของเบส
ของยีน dme  มาลิกเอนไซมจากจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ  ใน  DDBJ/NCBI/EMBL ดวยซอพทแวร  
CLUSTAL  W  พบวาลําดับการจัดเรียงตัวของเบสใน ME1 มีความคลายคลึงกับลําดับการจัดเรียงตัว
ของเบสใน dme มาลิกเอนไซมยีนของไรโซเบียม คือ M. loti และ S. meliloti  เปนอยางสูง ดังปรากฏใน
ภาพที่  14  จึงมีความม่ันใจวาช้ินดีเอ็นเอ  ME1  นี้เปนสวนหนึ่งของ dme มาลิกเอนไซมยีน    



 35

 
M. loti NAD-ME            256:GGCCTCGGCAACATCGGCCCGCTGGCCTCCAAGCCGGTCATGGAAGGCAAAGCGGTTCTGTTCAAGAAGTTCGCCGGCATCGACGTCTTC 345 

S. meliloti NAD-ME        271:GGCCTCGGCAATATCGGTCCCCTCGCCTCCAAACCCGTGATGGAAGGTAAGGCTGTTCTCTTCAAGAAGTTCGCAGGGATCGACGTCTTC 360  

B. japonicum ME1            0:------------------------------------------------------GTCCTGTTCAAGAAGTTTGCCGGCATCGACGTGTTC 45 

                              ........... ..... .. .. ........ .. .. ........ .. .. **.**.***********.**.**.********.***   

 

M. loti NAD-ME            346:GACATCGAGATCGACGCTCCCGAGATCGAGCGCATGGTGGAGACCGTCGCCGCCCTCGAACCCACTTTCGGCGGCATCAATCTCGAGGAC 435  

S. meliloti NAD-ME        361:GACATCGAGATCGACGCACCGACGGTCGATCGGATGGTCGACGTCATCTCGGCGCTGGAGCCGACCTTCGGCGGCATCAATCTCGAGGAC 450  

B. japonicum ME1           46:GATATCGAGATCGCCGCCGACACCATCGACCGGGTGGTCGAGACCGTGGCGGCGCTCGAGCCGACTTTCGGCGGCATCAATCTCGAGGAC 135                     

                              **.**********.*** .......**** **..****.**...*.*..*.**.**.**.**.**.************************   

 

M. loti NAD-ME            436:ATCAAGGCGCCGGAGTGTTTTGAAGTCGAGGAACGGCTGAAAGCCCGCATGAGCATACCGGTATTCCACGACGACCAGCATGGCACCGCC 525  

S. meliloti  NAD-ME       451:ATCAAAGCTCCCGAATGTTTCGAGGTGGAGCGGCGTCTGCGCGAGAAAATGGAAATACCGGTCTTCCACGACGACCAGCACGGGACCGCG 540  

B. japonicum ME1          136:ATCCGCGGGCCGGAGTGCTTCGAGATCGAGGCGCGGCTGAAGGAGCGCATGAAGATCCCGGTCTTCCATGACGACCAGCACGGCACCGCG 225                     

                              ***.. *..**.**.**.**.**..*.***. .**.***.. *.....***.. **.*****.*****.***********.**.*****.   

 

M. loti NAD-ME            526:ATCATCGTCGCCGCCGCCGTGCTCAACGGACTGGAATTCGCCGGCAAAACGATCTCGGACATCAAGGTCGTCACCTCCGGCGCCGGTGCG 615  

S. meliloti NAD-ME        541:ATCATCGTCGCGGCCGCCGTCCTGAACGGCCTGGAACTCGCCGGCAAGGACATTGCCGAGGCCAAGATCGTGGCCTCCGGTGCCGGGGCG 630  

B. japonicum ME1          226:ATCATCGTCGCCGCCGCCATCACCAACGGCCTCAGGCTGAACGGCAAGAAGCTGTCGGACGTCAAGATCGTGGCGTCAGGGGCAGGTGCT 315                     

                              ***********.******.*....*****.**.....*...******.....* .*.**...****.****..*.**.** **.**.**.   

 

M. loti NAD-ME            616:GCCGCCCTTGCCTGCCTGAACCTTCTGGTGTCGCTCGGCGTGCGCATCGAAAACATCTGGG-TCACCGACCGTTTCGGCGTCGCCTACAA 704  

S. meliloti NAD-ME        631:GCGGCGCTTGCCTGCCTCAACCTCCTCGTCACGCTGGGCGCCAGGCGCGAAAACATCTGGG-TCCACGACATCGAAGGTCTCGTCTACAA 719  

B. japonicum ME1          316:GCCGCGATTGCGACGCTCAATCTTCTGGTGTCGATGGGCGCGCAGCGCAAGATACATCTGGGTCTGCGACATCGACGGCACCTCGTGCAT 405                     

                              **.**..****....**.**.**.**.**..**.*.****.......*.*.*.......** **  ****......**. .*...*.**.   

 

M. loti NAD-ME            705:GGGCCGCACCGAAGA--GATGGACCGCTGGAAAGACCCCTATGTGAAGGACACCGAGGCGCGCACGCTGGCCGATGTCATCCCGGGCGCC 792  

S. meliloti NAD-ME        720:AGGGCGCGAGGCCCT--GATGGACGAGTGGAAAGCCGTCTACGCGCAGGAGAGCGACAATCGCGTGCTCGCCGACAGCATCGGCGGGGCG 807  

B. japonicum ME1          406:GAGGGCCGCAACACCTCGATGGACCGCTGGAAGGCGGTCTATGCGCAGAAGACCGACAAGCGCACGCTCGCCGACGTCATCGGCGGCGCG 495                     

                              ..*...*.. ....   *******...*****.*....***.*.*.**.*.*.***....***..***.*****...****...**.**.  

  

M. loti NAD-ME            793:GATGTCTTCCTCGGCCTCTCTGCGGCGGGCGTGCTGAAGCCGGAACTGCTGCAGCATATGGCGCCAAAGCCGCTGATCCTGGCGCTCGCC 882  

S. meliloti NAD-ME        808:GACGTGTTTCTGGGGCTCTCGGCCGCCGGCGTCCTCAAGCCTGAACTGTTGGCCCGGATGGCCGAAAAGCCGCTGATCATGGCGCTGGCC 897  

B. japonicum ME1          496:GACATCTTCATCGGGCTGTCGGCACCGGGCGTTCTCAAGCCTGAGATGGCCAAGGCGATGGGCGACAAGCCGCTCATCATGGCGCTCGCC 585                     

                              **..*.**..*.**.**.**.** .*.***** **.*****.**..** .. ... .****.....********.***.*******.***   

 

M. loti NAD-ME            883:AATCCCAATCCCGAGATCATGCCGGAAGTGGCGCGCGCGGCGCGTCCCGATGCCATGATCTGCACCGGCCGCTCCGATTTTCCCAATCAG 972  

S. meliloti NAD-ME        898:AATCCTACGCCGGAGATCATGCCAGAGGTGGCCCGCGCCGCGCGGCCCGATGCCATGATCTGCACCGGACGCTCGGACTTCCCGAACCAG 987  

B. japonicum ME1          586:AATCCGACGCCCGAAATCATGCCGGAGGAAGCGCGGAAGGTGCGCCCCGACGCCATGATCTGCACCGGCCGCTCGGACTATCCGAACCAG 675                     

                              ***** *..**.**.********.**.*..**.**....*.*** *****.*****************.*****.**.*..**.**.***   

 

M. loti NAD-ME           973:GTCAACAACGTCCTGTGCTTCCCCTATATCTTCCGTGGCGCGCTCGACTGCGGCGCCAGCGCCATCAACGAGGAGATGAAGATGGCCGCC 1062  

S. meliloti NAD-ME       988:GTCAACAATGTTCTCTGTTTCCCGCATATCTTCCGTGGCGCGCTCGATTGCGGCGCACGCACCATCAACGAAGAAATGAAGATGGCGGCG 1077  

B. japonicum ME1         676:GTC--------------------------------------------------------------------------------------- 678                     

                             ***..... .. .. .. .....  ...................... ........  .. .......... .. ........... ..    

 
 ภาพที่  14  ลําดับการจัดเรียงตัวของเบสของผลิตภัณฑ (ME1)      ที่ใชดีเอ็นเอจาก Bradyrhizobium 
japonicum USDA122  เปนตนแบบ (template)  และไพรเมอร ME1f กบั ME1r สําหรับพิมพขยายบริเวณ
อนุรักษของมาลิกเอนไซมยีน    เปรียบเทียบกับลําดับการจัดเรียงตัวของเบสในยีน dme ของ M. loti 
(AP002995) และยีน dme ของ S. meliloti  (AF017443). 
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 3.4.2  การออกแบบไพรเมอรเพ่ือพิมพขยาย dme ยีนท่ีสมบูรณ 
 
  เพ่ือคนหาดีเอ็นเอที่ทําหนาที่ควบคุม DME มาลิกเอนไซมใน B. japonicum ที่สมบูรณ   
จึงนําลําดับการจัดเรียงตัวของเบสใน ME1 ไปเปรียบเทยีบกับลําดับการจัดเรียงตังของเบสในจีโนมของ                
B. japonicum USDA110 จาก Kazusa DNA Institute ดวยโปรแกรม GENETYX-WIN (Version 5.0)       
พบวาลําดับการจัดเรียงตังของเบสใน  ME 1 มีความคลายคลึงกับลําดับการจัดเรียงตังของเบสในโคลน
หมายเลข 110c1410 จากจีโนมของ B. japonicum USDA110  ดังแสดงในภาพที่  15 และภาพท่ี  16 
 

 
 
 ภาพที่  15  ลําดับการจัดเรียงตัวของเบสของผลิตภัณฑ (ME1)      ที่ใชดีเอ็นเอจาก B. 
japonicum USDA122  เปนตนแบบ (template)  และไพรเมอร ME1f กับ ME1r สําหรับพิมพขยาย
บริเวณอนุรักษของ dme มาลิกเอนไซมยีน    เปรียบเทียบกับลําดับการจัดเรียงตัวของเบสในโครงการ
จีโนมของ B. japonicum USDA110  โคลนที่  C14011  ของสถาบันดีเอ็นเอ Kazusa  ประเทศญ่ีปุน  
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  23341  GGCCGGTAACGCGAGGCAAGAGACCGCATGTCGTCCTATTCTGATGACCTCCACCAGGCG  23400   
          G  R  *  R  E  A  R  D  R  M  S  S  Y  S  D  D  L  H  Q  A  
           A  G  N  A  R  Q  E  T  A  C  R  P  I  L  M  T  S  T  R  R 
         R  P  V  T  R  G  K  R  P  H  V  V  L  F  *  *  P  P  P  G   
 
  23401  GCGCTCGCCTATCATCGTCTGCCGCGCCCCGGCAAGCTCGAGATCCAGGCGACCAAGCCG  23460   
          A  L  A  Y  H  R  L  P  R  P  G  K  L  E  I  Q  A  T  K  P  
           R  S  P  I  I  V  C  R  A  P  A  S  S  R  S  R  R  P  S  R 
         G  A  R  L  S  S  S  A  A  P  R  Q  A  R  D  P  G  D  Q  A   
 
  23461  CTTGCCAACCAGCGCGACCTCGCGCTTGCCTATTCTCCGGGCGTTGCGGCTGCCTGCACC  23520   
          L  A  N  Q  R  D  L  A  L  A  Y  S  P  G  V  A  A  A  C  T  
           L  P  T  S  A  T  S  R  L  P  I  L  R  A  L  R  L  P  A  P 
         A  C  Q  P  A  R  P  R  A  C  L  F  S  G  R  C  G  C  L  H   
 
  23521  GAGATCGCCAAGAACCCGGCCGAGGCCGGCGACGCTGACCACCCGCGCCAACCTGGTCGC  23580   
          E  I  A  K  N  P  A  E  A  G  D  A  D  H  P  R  Q  P  G  R  
           R  S  P  R  T  R  P  R  P  A  T  L  T  T  R  A  N  L  V  A 
         R  D  R  Q  E  P  G  R  G  R  R  R  *  P  P  A  P  T  W  S   
 
  23581  CGGTGGTCTCGAACGGCACCGCGGTGCTCGGCCTTGGCATATGGCCCGCTGGCCTCCAAG  23640   
          R  W  S  R  T  A  P  R  C  S  A  L  A  Y  G  P  L  A  S  K  
           G  G  L  E  R  H  R  G  A  R  P  W  H  M  A  R  W  P  P  S 
         P  V  V  S  N  G  T  A  V  L  G  L  G  I  W  P  A  G  L  Q   
 
  23641  CCCGTGATGGAGGGCAAGGCGGTCCTGTCAAAGAAGTTTGCCGGCATCGACGTGTTCGAT  23700   
          P  V  M  E  G  K  A  V  L  S  K  K  F  A  G  I  D  V  F  D  
           P  *  W  R  A  R  R  S  C  Q  R  S  L  P  A  S  T  C  S  I 
         A  R  D  G  G  Q  G  G  P  V  K  E  V  C  R  H  R  R  V  R   
 
  23701  ATCGAGATCGCCGCCGACACCATCGACCGGGTGGTCGAGACCGTGGCGGCGCTCGAGCCG  23760   
          I  E  I  A  A  D  T  I  D  R  V  V  E  T  V  A  A  L  E  P  
           S  R  S  P  P  T  P  S  T  G  W  S  R  P  W  R  R  S  S  R 
         Y  R  D  R  R  R  H  H  R  P  G  G  R  D  R  G  G  A  R  A   
 
  23761  ACTTTCGGCGGCATCAATCTCGAGGACATCCGCGGGCCGGAGTGCTTCGAGATCGAGGCG  23820   
          T  F  G  G  I  N  L  E  D  I  R  G  P  E  C  F  E  I  E  A  
           L  S  A  A  S  I  S  R  T  S  A  G  R  S  A  S  R  S  R  R 
         D  F  R  R  H  Q  S  R  G  H  P  R  A  G  V  L  R  D  R  G   
 
  23821  CGGCTGAAGGAGCGCATGAAGATCCCGGTCTTCCATGACGACCAGCACGGCACCGCCATC  23880   
          R  L  K  E  R  M  K  I  P  V  F  H  D  D  Q  H  G  T  A  I  
           G  *  R  S  A  *  R  S  R  S  S  M  T  T  S  T  A  P  P  S 
         A  A  E  G  A  H  E  D  P  G  L  P  *  R  P  A  R  H  R  H   
 
  23881  ATCGTCGCCGCCGCCATCACCAACGGCCTCAGGCTGAACGGCAAGAAGCTGTCGGACGTC  23940   
          I  V  A  A  A  I  T  N  G  L  R  L  N  G  K  K  L  S  D  V  
           S  S  P  P  P  S  P  T  A  S  G  *  T  A  R  S  C  R  T  S 
         H  R  R  R  R  H  H  Q  R  P  Q  A  E  R  Q  E  A  V  G  R   
 
  23941  AAGATCGTGGCGTCAGGGGCAGGTGCTGCCGCGATTGCGACGCTCAATCTTCTGGTGTCG  24000   
          K  I  V  A  S  G  A  G  A  A  A  I  A  T  L  N  L  L  V  S  
           R  S  W  R  Q  G  Q  V  L  P  R  L  R  R  S  I  F  W  C  R 
         Q  D  R  G  V  R  G  R  C  C  R  D  C  D  A  Q  S  S  G  V   
 
  24001  ATGGGCGCGCAGCGCAATAACATCTGGGTCTGCGACATCGACGGCCTCGTGCATGAGGGC  24060   
          M  G  A  Q  R  N  N  I  W  V  C  D  I  D  G  L  V  H  E  G  
           W  A  R  S  A  I  T  S  G  S  A  T  S  T  A  S  C  M  R  A 
         D  G  R  A  A  Q  *  H  L  G  L  R  H  R  R  P  R  A  *  G   
 
  24061  CGCAACATCTCGATGGACCGCTGGAAGGCGGTCTATGCGCAGAAGACCGACAAGCGCACG  24120   
          R  N  I  S  M  D  R  W  K  A  V  Y  A  Q  K  T  D  K  R  T  
           A  T  S  R  W  T  A  G  R  R  S  M  R  R  R  P  T  S  A  R 
         P  Q  H  L  D  G  P  L  E  G  G  L  C  A  E  D  R  Q  A  H   
 
 
 
 

 ภาพที่  16  การหา ORF ของ dme มาลิกเอนไซม  จากลําดับการจัดเรียงตัวของเบสใน
โครงการจีโนมของ B. japonicum USDA110  โคลนที่  C14011  โดยเลือก ORF ที่ 1 ซ่ึงประกอบดวย
กรดอะมิโน ตาง ๆ ที่ระบุดวยอักษรสีเขียว   โดยอักษรสีแดงคือนวิคลิโอไทดที่ใชเปนไพรเมอร 
DME1f และ DME1r dme  อักษรสีน้ําเงินคือนิวคลิโอไทดที่เหมือนกบั ME 1  
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    24121  CTCGCCGACGTCATCGGCGGCGCGGACATCTTCATCGGGCTGTCGGCACCGGGCGTCCTC  24180   
          L  A  D  V  I  G  G  A  D  I  F  I  G  L  S  A  P  G  V  L  
           S  P  T  S  S  A  A  R  T  S  S  S  G  C  R  H  R  A  S  S 
         A  R  R  R  H  R  R  R  G  H  L  H  R  A  V  G  T  G  R  P   
 
  24181  AAGCCTGAGATGGCCAAGGCGATGAGCGACAAGCCGCTCATCATGGCGCTCGCCAATCCG  24240   
          K  P  E  M  A  K  A  M  S  D  K  P  L  I  M  A  L  A  N  P  
           S  L  R  W  P  R  R  *  A  T  S  R  S  S  W  R  S  P  I  R 
         Q  A  *  D  G  Q  G  D  E  R  Q  A  A  H  H  G  A  R  Q  S   
 
  24241  ACGCCCGAAATCATGCCGGAGGAAGCGCGGAAGGTGCGCCCCGACGCCATGATCTGCACC  24300   
          T  P  E  I  M  P  E  E  A  R  K  V  R  P  D  A  M  I  C  T  
           R  P  K  S  C  R  R  K  R  G  R  C  A  P  T  P  *  S  A  P 
         D  A  R  N  H  A  G  G  S  A  E  G  A  P  R  R  H  D  L  H   
 
  24301  GGCCGCTCGGACTATCCGAACCAGGTCAACAACGTCCTGTGCTTTCCCTTCATCTTCCGC  24360   
          G  R  S  D  Y  P  N  Q  V  N  N  V  L  C  F  P  F  I  F  R  
           A  A  R  T  I  R  T  R  S  T  T  S  C  A  F  P  S  S  S  A 
         R  P  L  G  L  S  E  P  G  Q  Q  R  P  V  L  S  L  H  L  P   
 
  24361  GGCGCGCTCGACGTCGGTGCCAGCGCCATCAACGAGGAGATGAAGCACGCCGCGGTCGAA  24420   
          G  A  L  D  V  G  A  S  A  I  N  E  E  M  K  H  A  A  V  E  
           A  R  S  T  S  V  P  A  P  S  T  R  R  *  S  T  P  R  S  K 
         R  R  A  R  R  R  C  Q  R  H  Q  R  G  D  E  A  R  R  G  R   
 
  24421  GCCATCGCGCAGCTCGCGCGCGAGGCGCCGTCGGATGCGGTGGCGCAAGGGGTCGACACC  24480   
          A  I  A  Q  L  A  R  E  A  P  S  D  A  V  A  Q  G  V  D  T  
           P  S  R  S  S  R  A  R  R  R  R  M  R  W  R  K  G  S  T  P 
         S  H  R  A  A  R  A  R  G  A  V  G  C  G  G  A  R  G  R  H   
 
  24481  GGCGAGATGGGAGGCTTCGGTCCGGGCTCGCTGATTCCGAGCCCGTTCGATCCACGGCTG  24540   
          G  E  M  G  G  F  G  P  G  S  L  I  P  S  P  F  D  P  R  L  
           A  R  W  E  A  S  V  R  A  R  *  F  R  A  R  S  I  H  G  * 
         R  R  D  G  R  L  R  S  G  L  A  D  S  E  P  V  R  S  T  A   
 
  24541  ATCCTGCGCGTGGCGCCGGCGGTTGCGAAGGCCGCGATCGAGTCGGGCGTCGCGACGCGC  24600   
          I  L  R  V  A  P  A  V  A  K  A  A  I  E  S  G  V  A  T  R  
           S  C  A  W  R  R  R  L  R  R  P  R  S  S  R  A  S  R  R  A 
         D  P  A  R  G  A  G  G  C  E  G  R  D  R  V  G  R  R  D  A   
 
  24601  CCCATCACCAATTTCGACGAATATGCCGCGCAGCTCATGCGCTTCGCCTTCCGCTCCGGC  24660   
          P  I  T  N  F  D  E  Y  A  A  Q  L  M  R  F  A  F  R  S  G  
           P  S  P  I  S  T  N  M  P  R  S  S  C  A  S  P  S  A  P  A 
         P  H  H  Q  F  R  R  I  C  R  A  A  H  A  L  R  L  P  L  R   
 
  24661  CTCGTCATGAAGCCGATGTTCGCCAAGGCCAAGACCCAGCCGGTGCGCGTGATCTATGCC  24720   
          L  V  M  K  P  M  F  A  K  A  K  T  Q  P  V  R  V  I  Y  A  
           S  S  *  S  R  C  S  P  R  P  R  P  S  R  C  A  *  S  M  P 
         P  R  H  E  A  D  V  R  Q  G  Q  D  P  A  G  A  R  D  L  C   
 
  24721  GAAGGCGAGGACGAGCGCGTGTTGCGCGCCACGCAGGTGGTGCTGGAGGAGAAGCTGGCG  24780   
          E  G  E  D  E  R  V  L  R  A  T  Q  V  V  L  E  E  K  L  A  
           K  A  R  T  S  A  C  C  A  P  R  R  W  C  W  R  R  S  W  R 
         R  R  R  G  R  A  R  V  A  R  H  A  G  G  A  G  G  E  A  G   
 
  24781  ACGCCGATCCTGGTCGGTCGTCCGTCCGTGGTGGAGGCGCGCATCAAGCGCTTCGGCCTG  24840   
          T  P  I  L  V  G  R  P  S  V  V  E  A  R  I  K  R  F  G  L  
           R  R  S  W  S  V  V  R  P  W  W  R  R  A  S  S  A  S  A  C 
         D  A  D  P  G  R  S  S  V  R  G  G  G  A  H  Q  A  L  R  P   
 
  24841  TCGATCAAGGCCGGCAAGGATTTCGACCTCGTCAACCCCGAGGACGATCCGCGCTACCGA  24900   
          S  I  K  A  G  K  D  F  D  L  V  N  P  E  D  D  P  R  Y  R  
           R  S  R  P  A  R  I  S  T  S  S  T  P  R  T  I  R  A  T  D 
         V  D  Q  G  R  Q  G  F  R  P  R  Q  P  R  G  R  S  A  L  P   
 
 

 ภาพที่  16  การหา ORF ของ dme มาลิกเอนไซม  จากลําดับการจัดเรียงตัวของเบสใน
โครงการจีโนมของ B. japonicum USDA110  โคลนที่  C14011  โดยเลือก ORF ที่ 1 ซ่ึงประกอบดวย
กรดอะมิโน ตาง ๆ ที่ระบุดวยอักษรสีเขียว   โดยอักษรสีแดงคือนวิคลิโอไทดที่ใชเปนไพรเมอร 
DME1f และ DME1r dme  อักษรสีน้ําเงินคือนิวคลิโอไทดที่เหมือนกบั ME 1 (ตอ) 
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  24901  TCCTACGTGCAGTCCTATGTCGAGGTCGCCGGCCGCCGCGGCGTGACGCCGGATGCGGCG  24960   
          S  Y  V  Q  S  Y  V  E  V  A  G  R  R  G  V  T  P  D  A  A  
           P  T  C  S  P  M  S  R  S  P  A  A  A  A  *  R  R  M  R  R 
         I  L  R  A  V  L  C  R  G  R  R  P  P  R  R  D  A  G  C  G   
  24961  CGCACGGTGGTACGCACCAACAACACGGTCATCGCCGCGCTCGCGGTGACGCGCGGGGAG  25020   
          R  T  V  V  R  T  N  N  T  V  I  A  A  L  A  V  T  R  G  E  
           A  R  W  Y  A  P  T  T  R  S  S  P  R  S  R  *  R  A  G  R 
         A  H  G  G  T  H  Q  Q  H  G  H  R  R  A  R  G  D  A  R  G   
 
  25021  GCGGATGCCATGCTCTGCGGCGTCGAGGGCCGCTACATGAGCCATCTGCGCCATGTCCGC  25080   
          A  D  A  M  L  C  G  V  E  G  R  Y  M  S  H  L  R  H  V  R  
           R  M  P  C  S  A  A  S  R  A  A  T  *  A  I  C  A  M  S  A 
         G  G  C  H  A  L  R  R  R  G  P  L  H  E  P  S  A  P  C  P   
 
  25081  GAGATCGTCGGCTTCTCGGCAGGGATCAGCGACTATGCGGCGCTGGCGCTGCTGATCACC  25140   
          E  I  V  G  F  S  A  G  I  S  D  Y  A  A  L  A  L  L  I  T  
           R  S  S  A  S  R  Q  G  S  A  T  M  R  R  W  R  C  *  S  P 
         R  D  R  R  L  L  G  R  D  Q  R  L  C  G  A  G  A  A  D  H   
 
  25141  AGCAAGGGCGCGTTCTTCATCGCCGATACGCAGGTTCGCCCCAATCCGAGCGCGGAAGAA  25200   
          S  K  G  A  F  F  I  A  D  T  Q  V  R  P  N  P  S  A  E  E  
           A  R  A  R  S  S  S  P  I  R  R  F  A  P  I  R  A  R  K  N 
         Q  Q  G  R  V  L  H  R  R  Y  A  G  S  P  Q  S  E  R  G  R   
 
  25201  CTCGCCGAGATCGCCTCGCTCGCGGCGGTCCACGTCCAGCGCTTCAACATCAAGCCGAAG  25260   
          L  A  E  I  A  S  L  A  A  V  H  V  Q  R  F  N  I  K  P  K  
           S  P  R  S  P  R  S  R  R  S  T  S  S  A  S  T  S  S  R  R 
         T  R  R  D  R  L  A  R  G  G  P  R  P  A  L  Q  H  Q  A  E   
 
  25261  ATCGCCTTCGTTTCGCATTCCGATTTCGGCAGCTACGACACCGAGTCCTCGCGCAAGATG  25320   
          I  A  F  V  S  H  S  D  F  G  S  Y  D  T  E  S  S  R  K  M  
           S  P  S  F  R  I  P  I  S  A  A  T  T  P  S  P  R  A  R  C 
         D  R  L  R  F  A  F  R  F  R  Q  L  R  H  R  V  L  A  Q  D   
 
  25321  CGCCGGGCGACCCAGCTTCTGAAGGAGAAGCATCCGGAGATCGAGGCCGACGGCGAGATG  25380   
          R  R  A  T  Q  L  L  K  E  K  H  P  E  I  E  A  D  G  E  M  
           A  G  R  P  S  F  *  R  R  S  I  R  R  S  R  P  T  A  R  C 
         A  P  G  D  P  A  S  E  G  E  A  S  G  D  R  G  R  R  R  D   
 
  25381  CAGGGCGACACGGCACTTTCGGCCGCTGCGCGCAAGATGGTGCTGCCGCACTCCAACCTC  25440   
          Q  G  D  T  A  L  S  A  A  A  R  K  M  V  L  P  H  S  N  L  
           R  A  T  R  H  F  R  P  L  R  A  R  W  C  C  R  T  P  T  S 
         A  G  R  H  G  T  F  G  R  C  A  Q  D  G  A  A  A  L  Q  P   
 
  25441  GAGGGCGAGGCCAACATCATGATCATGCCGACGCTCGACACCGCCAACGTCGCCTATCAG  25500   
          E  G  E  A  N  I  M  I  M  P  T  L  D  T  A  N  V  A  Y  Q  
           R  A  R  P  T  S  *  S  C  R  R  S  T  P  P  T  S  P  I  R 
         R  G  R  G  Q  H  H  D  H  A  D  A  R  H  R  Q  R  R  L  S   
 
  25501  ATGATCAAGTCGCTCGCGGATGCACTGCCCGTCGGCCCGATCCTGATCGGCCCGGCGCGC  25560   
          M  I  K  S  L  A  D  A  L  P  V  G  P  I  L  I  G  P  A  R  
           *  S  S  R  S  R  M  H  C  P  S  A  R  S  *  S  A  R  R  A 
         D  D  Q  V  A  R  G  C  T  A  R  R  P  D  P  D  R  P  G  A   
 
  25561  CCGGCGCATATCCTCACCCCCTCGGTGACCGCGCGCGGCATCCTCAACATGACTGCGGTC  25620   
          P  A  H  I  L  T  P  S  V  T  A  R  G  I  L  N  M  T  A  V  
           R  R  I  S  S  P  P  R  *  P  R  A  A  S  S  T  *  L  R  S 
         P  G  A  Y  P  H  P  L  G  D  R  A  R  H  P  Q  H  D  C  G   
 
  25621  GCCGTCGTGGAAGCGCAGGAGCGCGCGGCGCGGCAGCAGCCGACGTTGTTTACCTGAGGC  25680   
          A  V  V  E  A  Q  E  R  A  A  R  Q  Q  P  T  L  F  T  *  G  
           P  S  W  K  R  R  S  A  R  R  G  S  S  R  R  C  L  P  E  A 
         R  R  R  G  S  A  G  A  R  G  A  A  A  A  D  V  V  Y  L  R   
 
 

 ภาพที่  16  การหา ORF ของ dme มาลิกเอนไซม  จากลําดับการจัดเรียงตัวของเบสใน
โครงการจีโนมของ B. japonicum USDA110  โคลนที่  C14011  โดยเลือก ORF ที่ 1 ซ่ึงประกอบดวย
กรดอะมิโน ตาง ๆ ที่ระบุดวยอักษรสีเขียว   โดยอักษรสีแดงคือนิวคลิโอไทดที่ใชเปนไพรเมอร 
DME1f และ DME1r dme  อักษรสีน้ําเงินคือนิวคลิโอไทดที่เหมือนกบั ME 1 (ตอ) 
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  จากภาพที่ 15 เม่ือทราบบริเวณท่ีมีลําดับการจัดเรียงตัวของเบสบนจีโนมของ B.japonicum 
USDA110 ที่เหมือนกับลําดบัการจัดเรียงตัวของ ME1 ซ่ึงมีความเหมือนไมตํ่ากวา 97%     โดยนิวคลิ
ไทดที่เหมือนกันถูกแรเงาดวยแถบสีดํา                  จากนั้นจึงใชโปรแกรม GENETYX-WIN (Version 
5.0) ชวยในการวิเคราะหหา ORF ของ dme มาลิกเอนไซม จากลําดบัการจัดเรียงตัวของเบสในโคลนที่  
C14011  จากจีโนมของ B. japonicum USDA110  ดังแสดงในภาพท่ี  16     เม่ือพิจารณาจากท้ังสาม 
ORF         พบวา ORF ท่ี 1 ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโนตาง ๆ ท่ีระบุดวยอักษร      สีเขียวมีความเปนไป
ไดสูงท่ีจะเปน ORF ของ dme  มาลิกเอนไซมยีน   ซ่ึง ORF ดังกลาวเร่ิมจากกรดอะมิโนเมไธโอนีนที่
ควบคุมโดยนวิคลิโอไทดตําแหนงที่ 23368 เปนตนไป        DMEf ไพรเมอรท่ีออกแบบสําหรับพิมพ
เดินหนาในการพิมพขยาย dme มาลิกเอนไซมยีนทั้งหมด   จึงถูกออกแบบโดยเร่ิมจากนิวคลิโอไทด
ดังกลาวไปทางขวามือ  รวมท้ังส้ิน       21 นิวคลิโอไทดและระบุโดยอักษรสีแดง     เม่ืออานจากเมไธ
โอนีนท่ีเปนจดุเร่ิม  ORF ของ dme  มาลิก  เอนไซมยีนไปทางขวามืออยางตอเนือ่ง    พบวา  ORF  
ดังกลาวส้ินสุดที่นิวคลิโอไทดตําแหนงที ่ 25676   ดังน้ันนิวคลิโอไทดที่ใชสําหรับเปนตนแบบบในการ
ออกแบบไพรเมอร DME1r ซ่ึงเปนไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ  ในการพิมพขยายมาลิกเอนไซมยีน
ท้ังหมด  จึงถูกออกแบบโดยเร่ิมจากนิวคลิโอไทดดังกลาวไปทางซายมือรวมท้ังส้ิน 21 นิวคลิโอไทด
และระบุโดยอักษรสีแดง          สวนอักษรสีนํ้าเงนินั้นแสดงถึงนิวคลิโอไทดจากโคลนหมายเลข 
110c1410 ของ B.  japonicum USDA110 ที่เหมือนกับ ME 1  
 
  จากขอมูลดังกลาวขางตนสามารถสรุปไดดังภาพที่ 17 กลาวคือหากใชยีนท่ีควบคุม dme          
มาลิกเอนไซม ใน B. japonicum  ประกอบดวยนิวคลิโอไทดทั้งส้ิน  2,310  นิวคลิโอไทด   ซ่ึงสามารถ
พิมพลอกและแปรรหัสเปนโพลีเปปไทดทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโนทัง้ส้ิน 770 หนวย 
 
        ในการออกแบบไพรเมอรสําหรับพิมพเดินหนา (DMEf) และไพรเมอรสําหรับพิมพ
ยอนกลับ (DMEr) ในการพิมพขยายมาลิกเอนไซมยนีทั้งหมดที่แสดงในตารางที่  4    น้ันไดเพิ่มบริเวณ
ตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม  EcoRI  และ HindIII  เพิ่มท่ีปลาย  5 ’  ของไพรเมอร DMEf  และ DMEr, 
ตามลําดับ  เม่ือ    นําไพรเมอรท่ีไดมาใชในการพิมพขยาย dme มาลิกเอนไซมยีน  โดยใชจีโนมดีเอ็นเอ
ท่ีสกัดไดจาก              B. japonicum  USDA122  เปนแมแบบ   และตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการ
ทํา  PCR ดวยการแยก         ดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาในอะกาโรสเจล แลวยอมดวยสารละลายเอทธิเดีย
มโบรไมดกอนนําไปตรวจสอบการเรืองแสงภายใตรังสีเหนือมวงแลวผลปรากฏดังภาพที่  18        
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ภาพที่ 17  บริเวณลําดับการจัดเรียงตัวของเบสในจีโนมของ B. japonicum USDA110 จาก 

Kazusa DNA Institute (โคลนหมายเลข 110c1410) ที่มีความเหมือนกับลําดับการจัดเรียงตัวของเบส

ของผลิตภัณฑ (ME1) ที่ใชดเีอ็นเอจาก Bradyrhizobium japonicum USDA122  เปนตนแบบ (template)  
และไพรเมอร ME1f กับ ME1r สําหรับพิมพขยายบริเวณอนุรักษของมาลิกเอนไซมยีนสูง  ที่ใชในการ

ออกแบบไพรเมอรสําหรับพิมพเดินหนา (DMEf,  • ) และ ไพรเมอรสําหรับพิมพยอนกลับ (DMEr, • ) 

ในการพิมพขยาย     มาลิกเอนไซมยีนทั้งหมด  
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  จากภาพที่ 18  เม่ือทําการการพิมพดวยเทคนิค PCR ท่ีใชไพรเมอร DMEf, DMEr และใช จี
โนมดีเอ็นเอทีส่กัดไดจาก  B. japonicum  USDA122  เปนแมแบบ   ทําใหไดผลิตภัณฑที่ไดจากการทํา 
PCR  ขนาด  2300  bp   ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดท่ีคาควาจะได   เรียกช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสามารถเพิ่มจํานวน
ไดนีว้า  Bjdme2   

 

 

                                             1 %  Agarose  gel  electrophoresis,      100  V,   30 mins. 
 

 ภาพที่  18  ผลการพิมพขยายมาลิกเอนไซมยีนทั้ง ORF เม่ือใชดีเอ็นเอจาก B. japonicum 
USDA122  เปนตนแบบ (template)  ดวยไพรเมอร DMEf และ DMEr โดยเทคนิค PCR 

       

                 เลนท่ี         ตัวอยาง                                              ไพรเมอร 
                    1       λ ดีเอ็นเอที่ยอยดวย HindIII                                     - 
                    2        Bjdme 2  (PCR product)           DMEf และ DMEr 
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 3.4.3  การโคลน Bjdme2 มาลิกเอนไซมยีนท่ีสมบูรณของ B.  japonicum USDA122 
 

  ผลการแยกดเีอ็นเอดวยอะกาโลสเจลภายใตสนามไฟฟา  ทีย่อมดวยสารละลาย                
เอทธิเดียมโบรไมด และการตรวจวิเคราะหหา Bjdme2 ในจีโนมของ B. japonicum USDA122 ดวยวิธี 
Southern blot   โดยใช ME 1  เปนตัวติดตาม(probe) แสดงในภาพที่ 19 (A)  และ 19 (B)  ตามลําดับ 

โดยในเลนท่ี 2 แสดงใหเห็นวาเม่ือตัดดีเอ็นเอท่ีสกัดไดท้ังหมดจาก B. japonicum USDA 122 และตัด
ดวย HindIII จะไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ ปะปนกันอยู  จึงไมสามารถมองเห็นเปนแถบใด        
แถบหนึ่งชัดเจน   แตเม่ือติดตามหายีนท่ีควบคุม DME มาลิกเอนไซมยีนดวย ME1-probe พบช้ินดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 17 kb ที่สามารถจับกับ ME1-probe ได   แสดงใหเห็นวาในจีโนมของ B. japonicum 
USDA122 มีดีเอ็นเอที่ควบคุมการสราง DME มาลิกเอนไซมอยู    แตไมเหมาะสมท่ีจะเก็บเกีย่วเอาช้ิน  
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดังกลาวมาทําการโคลนเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน  เนื่องจากมี
ขนาดที่เล็กกวาขนาดของ dme มาลิกเอนไซมยีนที่ต้ังสมมุติฐานไวกอนหนาน้ี   จงึมุงเนนไปทีก่ารเพิ่ม
จํานวน Bjdme2 ดวยเทคนิค  PCR  ซ่ึงไดช้ินสวนดเีอ็นเอที่มีขนาดสอดคลองกับที่ต้ังสมมุติฐานไวและ
แสดงสัญญานวาสามารถเขาคูไดกับ ME1-probe ดังปรากฎในเลนท่ี 3       เม่ือทําการโคลน Bjdme2 สู  
pGEM®-T Easy เวคเตอร เรียกพลาสมิดลูกผสมที่ไดวา pGACD2  และทําการตรวจสอบการเช่ือมตอ
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ HinDIII ก็พบวามีช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดเทากับ Bjdme2 
สอดแทรกอยูจริงและชิ้นสวนดีเอ็นเอสอดแทรกนั้นไดแสดงสัญญานวาสามารถเขาคูไดกับ ME1-probe 
ดังปรากฎในเลนท่ี 4  เพ่ือทําการศึกษาการแสดงออกของ Bjdme2 ช้ินสวนดเีอ็นเอดังกลาวจึงโคลนอีก
คร้ังเขาสู  pET32a(+) เวคเตอร  เรียกพลาสมิดลูกผสมท่ีไดวา pDME2  เม่ือทําการตรวจสอบการ
เช่ือมตอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ HinDIII   พบวามีช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดเทากับ Bjdme2 
สอดแทรกอยูจริงและชิ้นสวนดีเอ็นเอสอดแทรกนั้นไดแสดงสัญญานวาสามารถเขาคูไดกับ ME1-probe 
ดังปรากฎในเลนท่ี 5     ในเลนท่ี 6 แสดงจีโนมดีเอ็นเอของ E. coli JM109 ซ่ึงเปนเซลลเจาบานท่ียังไมมี
การรับ pGACD2 เขาสูเซลล เลนที่ 7 แสดงจีโนมดีเอ็นเอของ E. coli BL21 ซ่ึงเปนเซลลเจาบานท่ียังไม
มีการรับ pDME2 เขาสูเซลล  และเลนท่ี 8 pET32a(+) เวคเตอรที่ยังไมมีการสอดแทรก Bjdme2            
ผลปรากฏวาในเลนที่ 6 – 8 น้ีปรากฏวามีดเีอ็นเออยูแตดีเอ็นเอเหลาน้ันไมสามารถแสดงสัญญาณการเขา
คูกันไดกับ ME1-probe  ซ่ึงเปนการยนืยันวาสัญญานที่เกิดข้ึนในเลนท่ี 2- เลนท่ี นั้นเปนสัญญานที่     
เกิดจากการเขาคูกันไดของ Bjdme2 และ ME1-probe จริง  และ  ME1-probe นี้มีความจําเพะพอท่ีจะใช
เปนตัวติดตามในการคนหายนีท่ีควบคุม DME มาลิกเอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ   
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 ภาพที่ 19  การแยกดีเอ็นเอดวยอะกาโลสเจลภายใตสนามไฟฟา  ที่ยอมดวยสารละลาย                
เอทธิเดียมโบรไมด (A)     และการตรวจวิเคราะหหา Bjdme2 ในจีโนมของ B. japonicum USDA122 
ดวยวิธี Southern blot   โดยใช ME 1  เปนตัวติดตาม(probe) (B) 

   เลนท่ี                               ตัวอยาง                                               
     1  MW marker (lambda DNA ตัดดวย HindIII),  
     2    B. japonicum USDA122 จีโนมดีเอ็นเอ  ตัดดวย HindIII 
     3  Bjdme2 (Amplicon จาก DMEf  และ DMEr ไพรเมอร) 
     4  pGEMT เวคเตอร ที่มี Bjdme2 อยูในช้ินสวนที่ตัดดวย EcoRI/HindIII 
     5  pDME2 (pET32a(+)ท่ีมี Bjdme2 อยูในช้ินสวนที่ตัดดวย EcoRI/HindIII) 
     6  จีโนมดีเอ็นเอของ E. coli JM109  
     7  จีโนมดีเอ็นเอของ E. coli BL21  
     8  pET32a(+) เวคเตอร 
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 3.4.4  การตรวจสอบการแสดงออกของ Bjdme2 มาลิกเอนไซมยีนท่ีสมบูรณของ B.  japonicum 
USDA122 
 
  การตรวจสอบการแสดงออกของ pDME2  ซ่ึงประกอบดวย ยีน Bjdme2 ท่ีบรรจุใน 
pET32a(+) เวคเตอร ใน E. coli BL21  และผลการตรวจสอบการทําใหมาลิกเอนไซม(DME)บริสุทธ์ิ   
ดวยเทคนิค  SDS – PAGE   ท่ีแสดงในภาพท่ี 21 สามารถอธิบายไดดังน้ี    เลนท่ี 2 โปรตีนจาก E. coli 
BL21  แสดงวาในเซลลเจาบานนี้มีการสรางโปรตีนตาง ๆ มากมายดังปรากฏเปนแถบตาง ๆ ใหเห็น   
เลนที่ 2  โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมีเวคเตอร pET32a(+) ปรากฏผลเชนเดียวกับเลนท่ี 2     ในเลนท่ี 4 
โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2  ผลปรากฏมีความคลายกับที่ปรากฏในเลนที่ 2 และ3               
ไมสามารถบอกไดวา แถบโปรตีนใดเปนโปรตีนที่เกิดจากการแสดงออกของ pDME2    เพ่ือใหสามารถ
แยกโปรตีนทีเ่กิดจากการแสดงออกของ pDME2  จากโปรตีนที่มีอยูตามธรรมชาติในเซลล    เจาบาน    
นําสารสกัดโปรตีนท่ีไดจากจาก E. coli BL21 ที่มี pDME2    ไปทําใหบริสุทธ์ิดวย HisTrapTM column 
(Pharmacia Biotech, U.S.A.)  เพื่อกักเกบ็ฟวช่ันโปรตีน (fusion protein)   ท่ีประกอบดวยโปรตีนที่
แสดงออกจาก pDME02 เช่ือมอยูกับ  histidine-tagged protein    ไวในคอลัมน  และปลอยโปรตีนอ่ืน ๆ 
ผานคอลัมนออกไป   เม่ือผานการลางโปรตีนอ่ืน ๆ ที่อาจตกคางอยูออกแลว  จึงทําการชะ  ฟวช่ัน
โปรตีน (fusion protein)   ที่กักเก็บอยูในคอลัมนใหออกจากคอลัมนดวยสารละลาย 10 mM,     60 mM, 
100 mM, 150 mM, 250 mM  และ  500 mM imidazole-phosphate บัพเฟอร,    pH 7.4   ผลท่ีไดจากการ
ชะดวยบัพเฟอรความเขมขน100 mM แสดงในเลนท่ี  5  ซ่ึงยังไมสามารถชะเอาฟวช่ันโปรตีนออกมาได   
แตปรากฏแถบโปรตีนอ่ืน ๆปะปนกันอยู     ผลที่ไดจากการชะดวยบัพเฟอรความเขมขน 200mM ซ่ึง
เปนความเขมขนท่ีดีที่สุดตอการชะฟวช่ันโปรตีนออกจากคอลัมน ดังแสดงในเลนท่ี  6  ปรากฏแถบของ
ฟวช่ันโปรตีนเปนแถบที่แสดงความเขมมากท่ีสุดอยูบนสุด        จากนั้นสารละลายฟวชัน่โปรตีนท่ีได
จากการชะดวยบัพเฟอรความเขมขน 200 mM  ถูกนําไปยอยสวนของ tag protein ออกดวยเอนไซม 
enterokinase ท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 14, 24, 48 และ72 ช่ัวโมงตามลําดับ  ดังแสดงในเลนท่ี 7 – 10   
พบวาเอนไซม enterokinase  สามารถยอย tag  protein  ออกจากโปรตีนที่ควบคุมโดย Bjdme2 ได
สมบูรณเม่ือช่ัวโมงที่ 48  และโปรตีนที่ควบคุมโดย Bjdme2 นี้มีมวลโมเลกุล  83  kDa 
 
  การตรวจสอบกิจกรรมของ DME ท่ีไดจากการแสดงออกของ pDME 2 ในสภาวะ
ธรรมชาติดวยเทคนิค Native-PAGE ที่ผานการยอมดวยคูแมสซ่ี บิลเล่ียนบลู และการยอมเพื่อตรวจสอบ
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กิจกรรมของเอนไซม DME พบวามีขนาด  664 kDA    ดังแสดงในภาพท่ี  21 ซ่ึงสอดคลองกับภาพที่ 10 
และ11 ซ่ึงเปนแปดเทาของน้าํหนักมวลโมเลกุลเม่ือตรวจสอบดวย SDS-PAGE 

   
 ภาพที่ 20  การตรวจสอบการแสดงออกของ pDME2  ซ่ึงประกอบดวย ยนี Bjdme2 ที่บรรจุใน 
pET32a(+) เวคเตอร ใน E. coli BL21  และผลการตรวจสอบการทําใหมาลิกเอนไซม(DME)บริสุทธ์ิ   
ดวยเทคนิค  SDS – PAGE  
   เลนท่ี                               ตัวอยาง                                               

   1  โปรตีนมาตรฐาน 
    2   โปรตีนจาก E. coli BL21 
     3        โปรตีนจาก E. coli BL21 ที่มีเวคเตอร pET32a(+) 
     4        โปรตีนจาก E. coli BL21 ที่มี pDME2 
     5        โปรตีนจาก E. coli BL21 ที่มี pDME2 และผานการชะดวย 100 mM imidazole  
     6    โปรตีนจาก E. coli BL21 ที่มี pDME2 และผานการชะดวย 200 mM imidazole 
  7 –10    โปรตีนจาก E. coli BL21 ที่มี pDME2 และผานการชะดวย 200 mM imidazole และ 

               ยอยสวนของ tag protein ออกดวยเอนไซม enterokinase ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 14,  
                24, 48 และ72 ช่ัวโมงตามลําดับ 
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 ภาพที่  21   การตรวจสอบกิจกรรมของ DME ที่ไดจากการแสดงออกของ pDME 2 ในสภาวะ
ธรรมชาติ ดวยเทคนิค Native-PAGE ที่ผานการยอมดวยคูแมสซ่ี บิลเล่ียนบลู และการยอมเพื่อ
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม DME 
              เลนที่                       ตัวอยางโปรตนี 
   1    โปรตีนมาตรฐาน 
     2         โปรตีนจาก E. coli BL21 
     3    โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมีเวคเตอร pET32a(+) 
   4   โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 
   5               โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 10 mM imidazole  
   6    โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 100 mM imidazole  
   7               โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 200 mM imidazole  
   8    โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 250 mM imidazole 
     9   โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 500 mM imidazole 
   10             โปรตีนจาก E. coli BL21 ท่ีมี pDME2 ที่ผานการชะดวย 200 mM imidazole  

และยอยสวนของ tag protein ออกดวยเอนไซม enterokinase ที่อุณหภมิู 37oC 
เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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  เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของ DME มาลิกเอนไซมในสารละลายที่สกัดไดจาก                
การแสดงออกของยีน Bjdme2 ที่บรรจุใน pET32a(+) เวคเตอร ใน E. coli BL21  และการแสดงปฏิกิริยา
ของเอนไซมมาลิก(DME)ที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิ   ดังแสดงในตารางท่ี 5    พบวาสารสกัดโปรตีนจาก 
 เซลลเจาบาน E. coli BL21  ไมปรากฏกิจกรรมของ DME มาลิกเอนไซม     แตพบกิจกรรมของ DME 
มาลิกเอนไซมในสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเซลลเจาบาน  E. coli BL21  ท่ีมี pMDE2 อยู   ท้ังกอน
และหลังทําใหบริสุทธิ์   ซ่ึงเอนไซมนี้สามารถทํางานไดทั้งในสภาพที่มี NAD+ และ NADP+ เปน          
โคแฟคเตอร  ดังนั้นเอนไซมที่ควบคุมโดย Bjdme2  จงึจัดเปน NAD(P)+-dependent malic enzyme 
(NAD(P)+-ME, EC 1.1.1.39)    ไมสามารถเรงปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลช่ัน ของออกซาโลอะซิเตตได  
สามารถใชไดทั้ง NAD+  และ NADP+ เปนโคแฟกเตอร       
 
      ตารางท่ี 5  การแสดงออกของยีน Bjdme2 ที่บรรจุใน pET32a(+) เวคเตอร ใน E. coli BL21  
และการแสดงปฏิกิริยาของเอนไซมมาลิก(DME)ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์    
 
ตัวอยาง โปรตีน 

(mg ml-1) 
ปฏิกิริยาของเอนไซม 

(μmol min-1 mg-1 protein) 
DME    

NAD+ NADP+ 
MDH 

E. coli BL21 
     -Crude 
     -Purified 

 
3.284 
0.001 

 
0 
0 

 
0 
0 

 
0 
0 

E. coli BL21 with pDME2 
     -Crude 
     -Purified 

 
2.096 
0.075 

 
0.022 
0.316 

 
0.005 
0.044 

 
0 
0 

 
 3.4.5  การตรวจหาสภาวะความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมตอการทํางานของ  DME มาลิกเอนไซม 
 
  จากศึกษาหาสภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของ  DME  มาลิก 
เอนไซม    โดยใช  50 mM MES (pH 5.6-6.8), 50 mM MOPS (pH 6.6-7.6),   50 mM Glycylglycine        
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(pH 7.4-8.4)  และ50 mM Tricine (pH 8.2-8.8) พบวาสภาวะความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมตอ                
การเกิดปฏิกิริยาของ DME มาลิกเอนไซมนี้คือ  pH  7.0   ดังแสดงในภาพที่  22 
 

 ภาพที่  22  การตรวจสอบสภาวะความเปนกรด-ดาง(pH) ที่เหมาะสมกับการทํางานของ DME 

จาก B. japonicum USDA122 
  

 

 3.4.6  การวิเคราะหไคเนติกสของ  DME  มาลิกเอนไซม   
   
  คา  Km  ของ DME ตอ l-malate  และ  NAD+  คํานวณดวย  Lineweaver-Burks plot  โดยใช  
NAD+     ความเขมขนต้ังแต  0.002 mM ถึง 0.1 mM ที่ความเขมของ  L-malate คงที่ที่คาใดคาหนึ่งจาก  
0.25 mM ถึง 5 mM. นําคาที่ไดมาใชในการสรางกราฟดวย  Lineweaver-Burk plots  เพื่อหาคา  Km ของ  
DME  ตอ L-malate และ  NAD+  พบวา คา  Km  ของ DME ตอ L-malate  และ  NAD+  คือ  4.0 mM 
และ 0.05 mM  ตามลําดับ  ดงัแสดงในภาพท่ี 23 
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DME-Km againts NAD+

y = 0.5797x + 11.65
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DME-Km  againts L-malate
y = 4.3128x + 1.1102
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 ภาพที่  23  ผลการศึกษาไคเนติกสของ DME จาก B. japonicum USDA122 ดวยวิธี Line 

Weaver Burk plots 
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