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Sphingomonas sp. SP2 สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนซึ่งเปนสารชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 16 ชนิดที่ถูกจัดเปนสารมลพิษอันดับตน แตไมสามารถเจริญ
โดยใชพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอ่ืนๆ ได  โคลนที่มียีนที่ประมวลรหัสหนวย
ยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุนี้ถูกคัดแยกไดโดยใชความสามารถ
ในการออกซิไดซอินโดลเปนอินดิโก  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้งสองมีความเหมือนสูงสุด
กับหนวยยอยแอลฟา (ArhA1) และบีตา (ArhA2) ของเทอรมินัลออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. A4 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถใชทั้งอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนได  การ
วิเคราะหหนาที่ของ arhA1arhA2 ของสายพันธุ SP2 ในฐานะที่เปนเทอรมินัลอะซีแนพธีนได
ออกซิจีเนสถูกยืนยันโดยการทําไบโอทรานสฟอรเมชั่นและการแสดงออกใน E. coli  การแทรก
สอดเพ่ือไมใหทํางานไดของยีน arhA1  แสดงใหเห็นวายีนนี้มีความสําคัญสําหรับการยอยอะ
ซีแนพธีน  การวิเคราะห RT-PCR และ real-time PCR ระบุวาการทรานสคริปชั่นของยีน 
arhA1 ของสายพันธุ SP2 ถูกชักนําดวยอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีน  นอกจากนี้ยีน arhR 
arhA3 และ arhA4 ซึ่งประมวลรหัสโปรตีนควบคุม เฟอรรีดอกซิน และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส
ของไดออกซิจีเนสจากสายพันธุ SP2 ก็ถูกแยกไดโดยวิธี PCR และ genome walking   การ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑของยีนเหลานี้เหมือนกับยีนจากสายพันธุ 
A4 99-100%  ซึ่งนาสนใจวา sphingomonads สองสายพันธุซึ่งมีความแตกตางในความจําเพาะ
ตอสับสเตรทมีเทอรมินัลออกซิจีเนสที่เหมือนกันมาก  โครงสรางของ ArhA1 จาก 
Sphingomonads ทั้งสองถูกทํานายและเปรียบเทียบโดยใชลําดับกรดอะมิโน และใชโครงสราง
สามมิติของแนพธาลีนเปนตนแบบ  ผลที่ไดพบวาสวนกรดอะมิโนที่แตกตางของทั้งสองโปรตีน 
(Met261, Ser347 in ArhA1SP2 and Thr261, Gly347 in ArhA1A4) อาจอยูในบริเวณทางเขาจับ
ของสับสเตรทของเอนไซม ซึ่งอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหเอนไซมเหลานี้มีความจําเพาะตอ
สับสเตรทแตกตางกัน 
 
คําหลัก : อะซีแนพธีน, ออกซิจีเนส, Sphingomonas sp.  
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Abstract  
 
Project Code : MRG4980010 
Project Title : ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ACENAPHTHENE 
DIOXYGENASE GENES OF Sphingomonas sp. SP2 
Investigator :  Onruthai Pinyakong, Chulalongkorn University 
                    Pairoh Pinphanichakarn, Chulalongkorn University 
E-mail Address : onruthai@gmail.com 
Project Period : 2 years 
Sphingomonas sp. SP2 has been found to have ability to degrade acenaphthene, one 
of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons classified as priority pollutants, but it cannot 
grow on other PAHs.  The clone containing genes encoding  and  subunits of 
terminal oxygenase of this strain was isolated by using the ability to oxidize indole to 
indigo.  The amino acid sequences of both proteins exhibited highest homology (99%) 
to those of the  (ArhA1) and  (ArhA2) subunits of terminal oxygenase from 
Sphingomonas sp. A4, a strain capable of utizing both acenaphthene and 
acenaphthylene.  Functional analysis of arhA1arhA2 of strain SP2 as terminal 
acenaphthene dioxygenase was confirmed by biotransformation and expression in E. 
coli.  Insertion inactivation of the arhA1 gene revealed that this gene is necessary for 
acenaphthene degradation.  RT-PCR and real-time PCR analyses indicated that 
transcription of arhA1 gene of strain SP2 was induced in the presence of acenaphthene 
and acenaphthylene. Furthermore, arhR, arhA3 and arhA4 genes encoding regulatory 
protein, ferredoxin and ferredoxin reductase of dioxygenase from strain SP2 were also 
identified by means of PCR and genome walking.  Sequences analysis revealed that 
products of these genes have 98-99% homology to those from strain A4.  It is 
interesting that these two sphingomonads which are different in their substrate 
specificity possess terminal oxygenase with high identical protein.  Comparative 
structure prediction of ArhA1 from both sphingomonads was analyzed from their amino 
acid sequences by using known three-dimensional structure of naphthalene 
dioxygenase as a model.  The result revealed that two different amino acid residues 
(Met261, Ser347 in ArhA1SP2 and Thr261, Gly347 in ArhA1A4) might be located within 
active site-entrance region of enzyme and this might be one of the key factors causing 
these enzymes to have some difference in substrate specificity. 
Keywords :  acenaphthene, oxygenase, Sphingomonas sp. 
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รายงานสรุป 
 

อะซีแนพธีน (acenaphthene) เปนสารในกลุมพอลิไซคลิก อะโรมาติก ไฮโดรคารบอน 
(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) และถูกจัดเปนสารกอมลพิษในสิ่งแวดลอม รวมถึง
มีพิษตอสิ่งมีชีวิต การบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวย PAHs โดยวิธีทางชีวภาพโดยการใช
ศักยภาพของจุลินทรียในการยอยสลายสารอันตรายดังกลาว เริ่มมีบทบาทมากข้ึนเนื่องจากเปน
วิธีที่ไมมีผลกระทบขางเคียงตอสิ่งแวดลอม และมีคาใชจายต่ํา อยางไรก็ตามความเขาใจการ
ทํางานของจุลินทรียในการยอยสลายสารอันตรายตางๆ มีความจําเปนอยางย่ิงตอการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพ 

ในปจจุบันรายงานการแยกจุลินทรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนมีนอยมาก และ
สวนใหญ   เปนแบคทีเรียในกลุม Sphingomonad มีรายงานการคนพบยีนประมวลผล
เทอรมินัลไดออกซิจีเนส (arhA1A2) ซึ่งเปนเอนไซมตัวแรกในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน
ของ Sphingomonas sp. A4 (Pinyakong และคณะ 2004) ซึ่งสามารถใชอะซีแนพธีนและอะ
ซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ตอมามีการพบยีนประมวลผลเฟอรรีดอกซีน 
(arhA3) เฟอรรีดอกซีน รีดักเทส (arhA4) และยีนควบคุม (arhR) การทํางานของยีนประมวล
รหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสในสายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ 2006) 

เมื่อเร็วๆ นี้ กลุมวิจัยการบําบัดมลพิษทางสิ่งแวดลอมโดยชีววิธ ี ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาฯ       สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายอะ
ซีแนพธีนจากตัวอยางดินปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมในประเทศไทย  ไดแก Sphingomonas sp. 
SP2 ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธีนแตไมยอยอะซีแนพธิลีน (Saiphet และ
คณะ 2005) จึงมีการเปรียบเทียบยีนเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของสายพันธุ A4 กับสายพันธุ 
SP2 โดยใชยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของสายพันธุ A4   
เปนตัวติดตาม พบความแตกตางคือสายพันธุ A4 ปรากฏ 2 แถบ (2.6 และ 5.0 กิโลเบส) แต
สายพันธุ SP2 ปรากฏเพียง    1 แถบ (5.0 กิโลเบส) แสดงวาทั้งสองสายพันธุมียีนประมวลผล
ไดออกซิจีเนสทีค่ลายคลึงและแตกตางกัน       ซึ่งอาจมีผลตอการที่สายพันธุ SP2 ไมสามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีน งานวิจัยนี้จึงมุงเนนการคัดแยกยีนประมวลผลไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 เพ่ือศึกษาลักษณะและหนาที่และเปรียบเทียบยีนดังกลาวกับยีนของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4  
 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสใน 
Sphingomonas sp. SP2 
2. เพ่ือทราบหนาที่และความจําเพาะของเอนไซมอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 
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3. เพ่ือทราบความแตกตางของยีนและเอนไซมอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas 
sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 ในเรื่องลําดับกรดอะมิโน โครงสราง ความจําเพาะเจาะจง
ตอ PAHs และการถูกชักนําใหแสดงออกโดยอะซีแนพธีน และอะซีแนพธิลีน 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 
1. การแยกยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนเทอมินอลไดออกซิจีเนสใน Sphingomonas sp. 
SP2 ดวยวิธี shotgun cloning โดยใช E. coli ที่มีเฟอรรีดอกซีนและเฟอรรีดอกซีนรีดักเทสของ 
Sphingobium sp. P2 เปนเซลลเจาบาน และใชคุณสมบัติการเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกของ
เอนไซมไดออกซจิีเนสเปนวิธีคัดเลือกโคลน 
2. การอานลําดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดที่คัดแยกไดจากขอที่ 1 และเปรียบเทียบกับ
ยีนของ Sphingomonas sp. A4 และยีนของแบคทีเรียอ่ืนๆในฐานขอมูล GenBank  
3. การทํานายโครงสรางสามมิติของโปรตีนหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซจิีเนส 
ของ Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโน และ
เปรียบเทียบโครงสรางและชนิดของกรดอะมิโนบริเวณที่จับกับสารตั้งตน โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร 
4. การตรวจสอบหนาที่ของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 ในการทรานสฟอรม PAHs ไดแก อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน โดยให
รีคอมบิเนนทดีเอ็นเอที่มียีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. 
SP2 แสดงออกใน E. coli ที่มีเฟอรรีดอกซีนและเฟอรรีดอกซีนรีดักเทสของ Sphingobium sp. 
P2 และตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวย GC-MS เปรียบเทียบผลกับหนาที่ของยีนประมวล
รหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. A4 ในงานวิจัยกอนหนานี ้(Pinyakong 
และคณะ 2004) 
5. การเปรียบเทียบยีนประมวลผลเฟอรรีดอกซีน  เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุม
การแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 
และสายพันธุ SP2 ดวยเทคนิคเซาเธิรนไฮบริไดเซชัน 
6. การแยกยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุม จาก 
Sphingomonas sp. SP2  
7. การสับโคลนยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  เฟอรรีดอกซินรีดักเทส และยีนควบคุมจาก
โคลนที่ไดในขอที่ 6 และการวิเคราะหลําดับเบสของยีนดังกลาวเปรียบเทียบกับยีนของ 
Sphingomonas sp. A4 และยีนของแบคทีเรียอ่ืนๆในฐานขอมูล GenBank 
8. การตรวจสอบการทํางานรวมกันของเฟอรรีดอกซิน  เฟอรรีดอกซินรีดักเทส ที่ไดในขอ
ที่ 7 กับเทอมินอลออกซิจีเนสที่ไดในขอที่ 1 โดยการใหยีนที่ประมวลรหัสโปรตีนดังกลาว
แสดงออกรวมกันใน E. coli แลวตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกของ
เอนไซมไดออกซจิีเนส 
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9. การตรวจสอบหนาที่และความจําเปนของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนส ที่
แยกได ในการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. SP2 โดยการทํา gene 
disruption แลวตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธีนของสายพันธุกลาย 
10. การตรวจสอบและเปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีน
ไดออกซจิีเนสของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 ดวยอะซีแนพธีน อะ
ซีแนพธิลีน  
 
ผลการทดลอง 
 

การทดลองนี้คัดแยกยีนออกซิจีเนสที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยการ
คัดเลือกโคลนดวยการติดตามการเปลี่ยนสีของอินโดล (Ensley และคณะ, 1983) จากหองสมุด
ดีเอ็นเอบางสวนของ Sphingomonas sp. SP2 ที่แสดงออกรวมกับ pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีน
ประมวลรหัสเฟอรรดีอกซิน (ahdA3) และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ahdA4) ของ Sphingomonas 
sp. P2 (Pinyakong และคณะ, 2003b) พบโคลนที่ใหผลบวก (pPC1) ซึ่งบรรจุยีนเทอรมินลั
ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 และจากการที่พบโคลนที่ใหผลบวกแสดงวาเทอรมินัลออกซิจีเนส
ที่ประมวลรหัสจากยีนที่แยกไดสามารถทํางานรวมกับเฟอรรีดอกซิน และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส
ของสายพันธุ P2 ซึ่งสวนหนึ่งในงานวิจัยของ Demaneche และคณะ (2004) พบวาการทํางาน
ของเฟอรรดีอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทสชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของเทอรมินัล
ออกซิจีเนส  
 จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pPC1 ขนาด 
4,624 bp พบ 4 ORFs ที่สมบูรณและ 1 ORF ที่ขาดบริเวณหยุดการถอดรหัส ซึ่ง orf2 (arhA1) 
และ orf3 (arhA1) ประมวลรหัสโปรตีนคลายกับหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิ
จีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 ถึง 99%  
 ORF1 คลายกับสวนหนึ่งของไอโซเมอเรสจาก Burkholderia sp. DBT1 50% (99/195) 
และเหมือน ORF2 ของสายพันธุ A4 100% (76/76) เมื่อเทียบทั้ง ORF พบความเหมือน 38% 
(76/199) ซึ่งมีรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) เทียบกับฐานขอมูลวา ORF2 แยกเปน 
2 สวน ซึ่งคลายกับไฮดราเทส/แอลโดรเลส (PhnE) ของ Burkholderia sp. RP007 65% 
(91/140) และไอโซเมอเรสจาก Burkholderia sp. DBT1 58% (35/60) จึงสรุปไดวา orf1 ของ
สายพันธุ SP2 ประมวลรหัสโปรตีนแตกตางกับ ORF2 ของสายพันธุ A4 ซึ่งเมื่อเทียบกับ
ฐานขอมูลสามารถพบความคลายกับไอโซเมอเรสจากสายพันธุ DBT1 ไดอยางตอเนื่อง  
 orf4 ประมวลรหัสโปรตีนที่มีความคลายกับ ORF5 ของสายพันธุ A4 99% ซึ่งยังไมมี
รายงานระบุหนาที่ของโปรตีนดังกลาว และคลายกับไอโซเมอเรส (HbzF) ของ P. alcaligenes 
NCIMB 9867 52% จากวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย Pseudomonas sp. 
พบวาหลังจากการแตกวงดวยกิจกรรมของเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส จะเกิดการออกซิไดซ
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ผลิตภัณฑดวยแอคติวิตีของไอโซเมอเรส (Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 
1982) ทํานายไดวา ORF1 และ ORF4 อาจจะเก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนหลังจาก
เกิดการแตกวงอะโรมาติก เนื่องจากมีความเหมือนกับไอโซเมอเรสจากฐานขอมูลเพียงปาน
กลางเทานั้น และที่เคยมีรายงานของสายพันธุ A4 ยังไมมีการศึกษาหนาที่ของยีนไอโซเมอเรส
ทั้ง 2 ที่อยูใกลกันจึงตองศึกษาหนาที่ของยีนตอไป 
 ORF5 เปนชวงการแสดงออกของยีนที่ไมสมบูรณ คือ ไมพบบริเวณหยุดถอดรหัส เมื่อ
เทียบกับฐานขอมูลพบวาคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (NahAa) ของ Ralstonia sp. U2 
เพียง 29 % (39/131) และคลายกับ ORF6 ของสายพันธุ A4 ถึง 100% ซึ่งยังไมมีรายงานระบุ
หนาที่ของโปรตีนดังกลาว จากรายงานของ Kouzuma และคณะ (2006) พบ ORF6 ของสาย
พันธุ A4 ที่สมบูรณและคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (NahAa) ของ P.putida NCIB9816-4 
เพียง 18% และทางดานปลายคารบอกซีไมคลายกับ NahAa ซึ่งเปนบริเวณ NAD-binding 
domain ทําใหทํานายไดวา ORF นี้ไมนามีหนาที่เปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20 เปรียบเทียบตําแหนงของยีนที่แยกไดจากสายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4  
 
  

การตรวจสอบความสําคัญของยีน arhA1 ของสายพันธุ SP2 โดยการสรางสายพันธุ
กลายที่ knock out การทํางานของยีน arhA1 พบวาสายพันธุกลายดังกลาวไมสามารถยอย
สลายอะซีแนพธีนได ดังนั้นยีน arhA1 นี้จึงมีความสําคัญในการยอยอะซีแนพธีนในสายพันธุ 
SP2 

นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดัก
เทส และยีนควบคุม ระหวางสายพันธุ SP2 และ A4 โดยวิธีไฮบริไดสเซชั่นโดยโดยใช DNA 
ติดตามจากสายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ 2006) พบวายีนเหลานี้ของทั้งสองสายพันธุมี
ความคลายคลึงกันมาก จึงออกแบบไพรเมอรเพ่ือทํา gene walking เพ่ือแยกยีนเหลานี้จากสาย
พันธุ SP2 ซึ่งสามารถแยกยีนเหลานี้ไดและพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับของสาย
พันธุ A4 ถึง 99-100% อยางไรก็ตามยีน arhA3 ของสายพันธุ SP2 สั้นกวาของสายพันธุ A4 
โดยขาดกรดอะมิโนบริเวณปลาย และเมื่อตรวจสอบการทํางานรวมกันของยีนประมวลรหัส

   38%                    99%                     99%                    99%            100%     
(76/199)             (441/443)            (190/191)            (301/302)     
(180/180) 

สายพันธุ SP2 

สายพันธุ A4 

0.5 กิโล
เบส 
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รหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทสกับออกซิจีเนสพบวาสามารถทํางานรวมกันได 
โดยสามารถเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกได 
 การเปรียบเทียบยีนที่แยกไดจากสายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 สามารถสรุปไดวา
การเรียงตัวของยีนทั้ง 2 สายพันธุเหมือนกัน และยังมีความเหมือนของลําดับอะมิโนในแตละยีน
ใกลเคียงกันมาก เมื่อจัดกลุมหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 
(ArhA1) พบวาอยูในสาขาเดียวกับ Sphingomonas sp. A4 และมีความใกลเคียงกันมาก แตทั้ง 
2 มีการแตกสาขาจากกลุมแบคทีเรียแกรมลบกลุมอ่ืน ทําใหสรุปไดวายีน arh ของสายพันธุ A4 
นาจะเปนตัวแทนของกลุมยีนใหมที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน ซึ่งจากผลการ
ทดลองพบวาสายพันธุ SP2 ที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนไดมียีน arhA1A2 ประมวลรหัส
หนวยยอยแอลฟาและบีตาที่คลายกับของสายพันธุ A4 มาก และมีการเรียงตัวของยีนที่คลายกัน 
(รูปที่ 20) จึงเปนการสนับสนุนขอสรุปวา arh นาจะเปนตัวแทนของกลุมยีนใหมที่เก่ียวของกับ
การยอยสลายอะซีแนพธีน 
 จากการจัดกลุมสายพันธุของ Sphingomonas sp. SP2 ดวยลําดับนิวคลีโอไทดของ 
16S rDNA ขนาด 1,416 bp พบวาสายพันธุ SP2 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในจีนัส 
Novosphingobium และสายพันธุ A4 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในจีนัส Sphingobium จึง
เชื่อไดวาสายพันธุ SP2 ไมใชสายพันธุกลายจากสายพันธุ A4 เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่อยูใน
จีนัสแตกตางกัน ซึ่งการที่ทั้ง 2 สายพันธุมีลําดับกรดอะมิโนของหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัล
ออกซิจีเนสที่คลายกันมาก อาจเกิดจากการถายโอนยีนเนื่องจากมีบรรพบุรุษใกลกันทําให
สามารถถายโอนยีนกันได หรืออาจเกิดจากการที่มีบรรพบุรุษที่มียีนในวิถีการยอยสลาย PAHs 
คลายกันแตเกิดการวิวัฒนาการแตกตางกันทําใหเกิดการขาดหายหรือกลายพันธุบางตําแหนง
ของยีน 
 เมื่อเทียบลําดับกรดอะมิโนหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสจากสายพันธุ 
SP2 (ArhA1) กับหนวยยอยแอลฟาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. 
NCIB986-4 เพ่ือหาบริเวณอนุรักษของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนส พบบริเวณ
อนุรักษ 2 บริเวณ คือ บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ([2Fe-
2S]) ของหนวยยอยแอลฟามีลําดับกรดอะมิโน ดังนี้ CXHX17CX2H ซึ่งตรงกับตําแหนง Cys50 
Cys67 His52 และ His70 และบริเวณที่ 2 คือบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่
บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมซึ่งตรงกับตําแหนง His204, His209 และ Asp358 โดยรายงาน
บริเวณอนุรักษของ  แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB986-4 มีบริเวณ
อนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ([2Fe-2S]) ของหนวยยอยแอลฟาตรง
กับตําแหนง Cys81 Cys101 His83 และ His104 ซึ่งมีการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนรอบ
บริเวณเรงปฏิกิริยาครอบคลุมกรดอะมิโนลําดับที่ 159-378 โดยเรียกบริเวณดังกลาววา “helix-
grip fold” (Carredano และคณะ, 2000) และบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมซึ่งตรงกับตําแหนง 
His208, His213 และ Asp 362 (Hegg และ Que 1997) รายงานการศึกษาโครงสรางสราง 3 
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มิติของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสเพ่ือยืนยันบริเวณเรงปฏิกิริยา เชน แนพธา
ลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB9816-4 (Kauppi และคณะ, 1998), PCB ได
ออกซิจีเนส Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (Suenaga และคณะ, 2002) และได
ออกซิจีเนส ของ Sphingomonas sp. CHY-1 (Jakoncic และคณะ, 2007) 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ ArhA1 กับฐานขอมูล พบวามีความ
เหมือน ArhA1 ของสายพันธุ A4 ถึง 99% โดยตางกัน 2 กรดอะมิโน ที่ตําแหนง Met261 และ 
Ser347 ซึ่ง ArhA1 ของสายพันธุ A4 คือ Thr261 และ Gly347 ซึ่งทั้ง 2 ตําแหนงอยูในบริเวณ 
helix-grip fold ทําใหความแตกตางของกรดอะมิโนดังกลาวใน 2 สายพันธุ นาจะมีความสําคัญ
ตอการทํางานของเทอรมินัลออกซิจีเนสซึ่งทําใหสายพันธุ SP2 สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน
แตไมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได สวนสายพันธุ A4 สามารถยอยสลายสารทั้ง 2 ชนิดได 
(Pinyakong และคณะ, 2004)  
 การตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ ของเทอรมินัล
ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 ใน Escherichia coli JM109 โดยยีน arhA1 และ arhA2 ของ
สายพันธุ SP2 (pPPA1A2) สามารถแสดงออกไดบนเวกเตอร pUC18 ใน E.coli JM109 โดย
สามารถแสดงออกรวมกับ pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน (ahdA3) และ
เฟอรรีดอกซิน รีดักเทส (ahdA4) ของสายพันธุ P2 ได (Pinyakong และคณะ, 2003b) และ
พบวาเทอรมินัล   ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 สามารถใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรทได แต
ไมสามารถใชอะซีแนพธิลีนได ซึ่งรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) พบวาสายพันธุ A4 
สามารถใชอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีนได แสดงวาเทอรมินัลออกซิจีเนสของ 2 สายพันธุมี
ความจําเพาะตอสับสเตรทตางกัน  

จากการทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม 
predictprotein สามารถทํานายไดวาการที่เทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 และ A4 
พบวาบริเวณ catalytic domain ของทั้งสองโปรตีนมีความใกลเคียงกันมาก โดยกรดอะมิโนที่
แตกตางกันระหวางโปรตีนของสายพันธุ SP2 ที่ตําแหนง Met261 และ Ser347 ซึ่ง ArhA1 ของ
สายพันธุ A4 คือ Thr261 และ Gly347 นั้นทั้ง 2 ตําแหนงอยูในบริเวณ helix-grip fold โดยคาด
วาอยูที่บริเวณสวนของโปรตีนที่เปนทางผานของซับเสรตเขาสูบริเวณ catalytic domain ซึ่งอาจ
เปนสาเหตุหนึง่ที่ทําใหมีความจําเพาะตอสับสเตรทแตกตางกัน 
 สําหรับการศึกษาการชักนําการแสดงออกของ arhA1 จากทั้งสายพันธุ A4 และ SP2 
พบวา ยีน arhA1 สามารถถูกชักนําไดดวยทั้งอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีน ดังนั้นความ
แตกตางของความจําเพาะตอการยอยสลายสารดังกลาวในแบคทีเรียสองสายพันธุนี้นาจะ
เก่ียวของกับโครงสรางของเอนไซมดังที่ไดอภิปรายดานบน แตไมเก่ียวของกับการชักนําการ
แสดงออกของเอนไซม 
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เน้ือหางานวิจัย 
คํานํา  

อะซีแนพธีน (acenaphthene) เปนสารในกลุมพอลิไซคลิก อะโรมาติก 
ไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวย
วงเบนซีน 2 วง และวงไซโคลเพนเทน 1 วง เชื่อมตอกันเปนกลุม พบอะซีแนพธีนเปน
องคประกอบในน้ํามันดินจากถานหิน และน้ํามันดิบจากปโตรเลียม อะซีแนพธีนไมถูกจัดเปน
สารกอมะเร็ง (IARC, 1999) แตมีผลตอระบบสืบพันธุในสัตวเพศเมีย (U.S.EPA, 1989) 

การบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอน PAHs โดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) ซึ่งใชจุ
ลินทรียยอยสลายมีบทบาทและเปนที่ยอมรับมากข้ึน เนื่องจากเปนวิธีที่มีคาใชจายในการ
ดําเนินการต่ําและสามารถกําจัดสารพิษที่ปนเปอนไดอยางสมบูรณ ไดมีการศึกษาวิถีการยอย
สลาย PAHs โดยจุลินทรีย และการศึกษาในระดับพันธุศาสตรของจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย 
PAHs เพ่ือประโยชนในการควบคุมและตรวจติดตามและการยอยสลายใหมีประสิทธิภาพสูงสุด 
และยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการยอยสลายโดยปรับปรุงสมบัติในระดับยีนของจุลินทรียนั้น 
และนําองคความรูเก่ียวกับยีนในการยอยสลายไปใชในการควบคุม หรือปรับภาวะใหเหมาะสม
ตอจุลินทรียทองถิ่นใหมีประสิทธิภาพมากข้ึน ในปจจุบัน sphingomonad เปนกลุมแบคทีเรียที่มี
ความสําคัญในการยอยสารสลายยาก (xenobiotics) หลายชนิดโดย Sphingomonas sp. เปน
แบคทีเรียแกรมลบที่พบไดทุกแหลงในสิ่งแวดลอม เชน ในดิน น้ํา ตะกอนหรือบริเวณที่มีการ
ปนเปอนสารพิษ ทั้งนี้แบคทีเรียในกลุม sphingomonad สามารถยอยสลายสารในกลุม PAHs 
ซึ่งมีรายงานมากมายเก่ียวกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs มวลโมเลกุลต่ํา เชน 
Sphingomonas sp. P2 สามารถยอยสลาย  ฟแนนทรีน แนพธาลีน และไบฟนิล (Supaka และ
คณะ, 2001) Sphingomonas sp. ยังสามารถยอยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงได เชน 
Sphingomonas sp. CHY-1 ซึ่งสามารถยอยสลาย      ไครซีน (Demaneche และคณะ, 2004) 
เปนตน อยางไรก็ตามมีรายงานเก่ียวกับจุลินทรียที่สามารถยอยสลายอะซแีนพธีนนอยมาก และ
สวนใหญเปนแบคทีเรียในกลุม sphingomonad เชน Pseudomonas sp. A4 (Komatsu และ
คณะ, 1993) (ในภายหลังเปลี่ยนชื่อเปน  Sphingomonas sp. A4 (Pinyakong และคณะ, 
2004)) และ Sphingomonas aromaticivoran B0695 (Shi และคณะ, 2001) และถึงแมมี
รายงานวา Alcaligenes sp. สามารถยอยสลาย       อะซีแนพธีนได (Selifonov และคณะ, 
1993) แตจนถึงปจจุบันมีเพียงรายงานการศึกษายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน
ของสายพันธุ A4 เทานั้น (Pinyakong และคณะ, 2004)  

แบคทีเรียยอยสลาย PAHs ในภาวะที่มีออกซิเจนโดยกิจกรรมของเอนไซม ซึ่ง
เอนไซมที่สําคัญ ไดแก เอนไซมในกลุมออกซิจีเนส (oxygenase) และดีไฮโดรจีเนส 
(dehydrogenase) ซึ่งทํากิจกรรมในการเปลี่ยนโครงสรางของ PAHs (transformation) ใหเกิด
สารประกอบที่เปนพิษลดลง โดยการทําใหโครงสรางที่เปนวงอะโรมาติกเปนสารมัธยันตรที่
สามารถถูกยอยสลายไดงายข้ึนโดยเอนไซมอ่ืน จนเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก 
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(Tricarboxylic acid cycle, TCA cycle) ซึ่งจุลินทรียสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานเพ่ือใชในการเจริญตอไป (Habe และ Omori, 2003) 

พบวายีนประมวลรหัสเอนไซมในวิถีการยอยสลาย PAHs ของ Sphingomonas sp. 
มีการจัดเรียงตัวอยูหางกันเนื่องจากถูกค่ันดวยยีนจากวิถีการยอยสลาย PAHs ตางชนิดกัน และ
สวนใหญในหนึ่งสายพันธุมียีนในการยอยสลาย PAHs หลายชุดเพ่ือยอยสลายสารตั้งตนที่
แตกตางกัน (Pinyakong และคณะ, 2003a) เชน Sphingobium yanoikuyae B1 สามารถยอย
สลายไบฟนิล ไซลีน และซาลิไซเลต (Gibson, 1999) และพบยีนเทอรมินัลริงไฮดรอกซิเลทิงได
ออกซิจีเนส (terminal ring-hydroxylating dioxygenase) ถึง 5 ชุด (bphA1[a-e] และ bphA2[a-
e]) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวกระจัดกระจาย แตพบยีนเฟอรรีดอกซิน (bphA3) และเฟอรรีดอกซินรีดัก
เทส (bphA4) เพียง 1 ชุด (Kim และ Zylstra, 1999) มีรายงานเก่ียวกับ Sphingomonas 
aromaticivorans F199 (ภายหลังเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingomonas aromaticivorans F199 
(Takeuchi และคณะ, 2001) พบยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลาย PAHs บนพลาสมิดขนาด 184 
กิโลเบส ซึ่งมียีนเทอรมินัลไดออกซิจีเนสทั้ง 5 ชุด เชนเดียวกับในสายพันธุ B1 และมีลําดับ
กรดอะมิโนคลายคลึงกับสายพันธุดังกลาวถึง 61-90% นอกจากนี้พบยีนชุดที่ 6 (bphA1fA2f) 
เรียงตัวอยูไกลจากยีนกลุมเดิม (Romine และคณะ, 1999) มีการทํานายวาเปนไบฟนิล/แนพธา
ลีนไดออกซิจีเนสแตยังไมมีการทดลองยืนยัน ตอมามีการพบยีนเทอรมินัลออกซิจีเนสทั้ง 5 ชุด 
(ahdA1[a-e] และ ahdA2[a-e]) ของ Sphingomobium sp. P2 และพบยีนเฟอรรีดอกซิน 
(ahdA3) และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ahdA4) เพียงชุดเดียว จากการศึกษาหนาที่ของเทอรมินัล
ออกซิจีเนส 3 ชุด (ahdA1[c-e] และ ahdA2[c-e]) ซึ่งแสดงออกใน Escherichia coli JM109 พบ
เอนไซม 3 ชนิด (AhdA2cA1c, AhdA1dA2d และ AhdA1A2e) ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการ
เปลี่ยนซาลิไซเลตซึ่งเปนสารมัธยันตรในวิถีการยอยสลายฟแนนทรีนใหเปนแคทีคอล เรียกวา
เอนไซมซาลิไซเลต 1-ไฮดรอกซิเลส ซึ่งทั้ง 3 เอนไซมทํางานรวมกับเฟอรรีดอกซินและเฟอรรี
ดอกซินรีดักเทส (AhdA3A4) ชุดเดียวกัน (Pinyakong และคณะ, 2003b) 

การศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนของ Sphingomonas sp. A4 
พบวาสามารถยอยสลายสารทั้ง 2 ได แตไมสามารถใช PAHs ชนิดอ่ืน และมีการยอยสลาย       
อะซีแนพธีน โดยการเติมหมูไฮดรอกซิล 1 หมู โดยกิจกรรมของออกซิจีเนสได 1-อะซีแนพธี
นอลและ 1-อะซีแนพธีโนน (Komatsu และคณะ, 1993) ในป 2004 เริ่มมีรายงานการ                    
แยกและศึกษาหนาที่ของยีนเทอรมินัลไดออกซิจีเนสในวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธีนเปนครั้ง
แรกใน Sphingomonas sp. A4 โดยพบยีน arhA1 และ arhA2 ซึ่งทําหนาที่ประมวลรหัสหนวย
ยอยแอลฟาและบีตาของไดออกซิจีเนส ตามลําดับ แตไมพบยีนเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอก
ซิน         รีดักเทสในยีนกลุมเดียวกัน (Pinyakong และคณะ, 2004) แสดงวายีนทั้ง 2 อาจอยู
ในบริเวณอ่ืน จึงมีการใชพลาสมิด pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีนเฟอรรีดอกซิน (ahdA3) และเฟอรรีดอก
ซินรีดักเทส (ahdA4) ของ Sphingobium sp. P2 (Pinyakong และคณะ, 2003b) ในการ
ตรวจสอบหนาที่ของไดออกซิจีเนสจากสายพันธุ A4 ใน E.coli พบวาสามารถยอยสลายอะซแีน
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พธีน อะซีแนพธิลีน แนพธาลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน และฟลูออแรนธีน แตไมยอยสลาย
ไพรีน และในป 2006 พบยีนเฟอรรีดอกซิน (arhA3) ยีนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (arhA4) และยีน
ควบคุม (arhR) ของวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนในสายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ, 2006) 

งานวิจัยกอนหนานี้ไดคัดแยก Sphingomonas sp. SP2 ซึ่งมีความสามารถยอยสลาย  
อะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานไดแตไมสามารถใชอะซีแนพธิลีนได (Saiphet และ
คณะ, 2006) จึงมีการศึกษาโดยใชเทคนิคเซาเธิรนไฮบริไดเซชัน (Southern hybridization) 
เปรียบเทียบระหวางDNAทั้งหมดที่ถูกตัดดวย EcoRI อยางสมบูรณของสายพันธุ A4 กับ     
สายพันธุ SP2 โดยใชยีนไดออกซิจีเนสของสายพันธุ A4 เปนตัวติดตาม สามารถตรวจพบ
สัญญาณของยีนไดออกซิจีเนสในทั้ง 2 สายพันธุ อยางไรก็ตามพบวาทั้ง 2 สายพันธุใหสัญญาณ
แตกตางกัน โดยสายพันธุ A4 ปรากฏ 2 แถบ ขนาดประมาณ 2.6 และ 5.0 กิโลเบส แตสาย
พันธุ SP2 ปรากฎเพียง 1 แถบ ขนาดประมาณ 5.0 กิโลเบส จึงคาดวาทั้ง 2 สายพันธุนาจะมี
ยีนไดออกซิจีเนสที่คลายคลึงกัน เนื่องจากปรากฏแถบขนาด 5.0 กิโลเบส และสามารถยอย
สลายอะซีแนพธีนไดเหมือนกัน จากการที่สายพันธุ A4 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน แตสาย
พันธุ SP2 ไมสามารถใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน การศึกษายีนของสาย
พันธุ SP2 เปรียบเทียบกับสายพันธุ A4 จึงมีความนาสนใจอยางย่ิง งานวิจัยนี้จึงสนใจคนหายีน
ที่เก่ียวของในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนในสายพันธุ SP2 โดยมุงเนนการคัดแยกยีนอะซีแน
พธีนออกซิจีเนส เพ่ือจัดกลุมและศึกษาหนาที่ของยีนดังกลาว 
 
วัตถุประสงค 
1. เพ่ือแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสใน 
Sphingomonas sp. SP2 
2. เพ่ือทราบหนาที่และความจําเพาะของเอนไซมอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 
3. เพ่ือทราบความแตกตางของยีนและเอนไซมอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas 
sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 ในเรื่องลําดับกรดอะมิโน โครงสราง ความจําเพาะเจาะจง
ตอ PAHs และการถูกชักนําใหแสดงออกโดยอะซีแนพธีน และอะซีแนพธิลีน 
 
วิธีทดลอง 
1. การคัดแยกยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนเทอรมินัลไดออกซิจีเนสจาก Sphingomonas sp. 

SP2  
ทําโดยวิธี shotgun cloning โดยการเพาะเลี้ยง Sphingomonas sp. SP2 ในอาหารเหลว 

LB 5 มล. 18 ชั่วโมง  จากนั้นสกัดจีโนมิกDNAของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ตามวิธี
ของ Ausubel และคณะ (1999) และสรางหองสมุด DNA (plasmid library) ของสายพันธุ SP2 
โดยตัด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และทําอิเล็กโทรฟอเรซิส แลวสกัด DNA จากอะ
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กาโรสเจลดวย EASYTRAPTM Ver.2 (บริษัท TAKARA BIO INC ประเทศญี่ปุน) โดยตัดสวน 
DNA ขนาดประมาณ 4-6 กิโลเบสจากอะกาโรสเจล และทําใหบริสุทธิ์ดวย Glass powder for 
Recovery of DNA EASYTRAPTMVer.2 ตามวิธีที่ระบุในคูมือกับพลาสมิดเวคเตอร จากนั้น
นํามาเชื่อมกับ pUC18 ซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และกําจัดหมูฟอสเฟสตรง
ปลายสายพลาสมิดเวกเตอร ดวย calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) ตามวิธีของ 
(Sambrook และ Russell, 2001) แลว และใช E. coli สายพันธุ JM109 ที่มีเฟอรรีดอกซีนและ
เฟอรรีดอกซีนรีดักเทสของ Sphingobium sp. P2 (pSA3A4) (Pinyakong และคณะ, 2003b) 
เปนเซลลเจาบานในการทานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิด ตามวิธีของ (Sambrook และ 
Russell, 2001) และคัดเลือกโคลนสองข้ันตอนคือ คัดเลือกเซลลรีคอมบิแนนทที่มีรีคอมบิแน
นทพลาสมิดที่ตองการดวยวิธี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดย
นําสารละลายแขวนลอยของ E.coli สายพันธุ JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลว 
เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร สารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล ความเขมขนสุดทาย 34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactoside (X-gal) เขมขน 2 % ความเขมขนสุดทาย 2
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) ที่มีความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครโมลาร นําไปบมที ่ 37๐ซ 16-18 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกโคลนที่มียีนออกซิ
จีเนส จากหองสมุด DNA ของสายพันธุ SP2 โดยเข่ียเซลลรีคอมบิแนนทที่มียีนสอดแทรกลงบน
อาหารแข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน คลอแรมฟนิคอล และ IPTG บมที่ 30๐ซ 12 ชั่วโมง 
แลววางอินโดลบนฝาจานเลี้ยงเชื้อบมตอที ่30๐ซ 24 ชั่วโมง ถาเซลลรีคอมบิแนนทมีสวนของยีน
ที่สามารถผลิตออกซิจีเนส เซลลสามารถผลิตเอนไซมเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิ
โกที่ใหสีอินดิโก (Ensley และคณะ, 1983) ทําใหโคโลนีดังกลาวเปนสีอินดิโก 

 
2. การอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA แทรกสอดที่คัดแยกไดจากขอที่ 1 และ

เปรียบเทียบกับยีนของ Sphingomonas sp. A4 และยีนของแบคทีเรียอ่ืนๆในฐานขอมูล 
GenBank 

ทําโดยหาแผนที่เอนไซมตัดจําเพาะของชิ้น DNA สอดแทรกในพลาสมิดที่คัดแยกไดจากขอที่ 1  
โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ เชน EcoRI, HindIII, PstI, SphI EcoRV หรือ BglII เพ่ือเตรียมสราง
โคลนที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเรียงตอกันจนครบทั้งชิ้น DNA สอดแทรก โดยอาศัยเวกเตอร 
pUC18 เปนเวกเตอรพาหะในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA ในแตละโคลน เพ่ือนํามา
ตอกันทําใหสามารถทราบลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของชิ้น DNA สอดแทรกในพลาสมิดที่คัด
แยกไดจากขอที่ 1 ได โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA สอดแทรก 7 โคลน ไดแก 
พลาสมิด pPC1, pHP9, pPE15, pPH16, pEP4, pPEv10 และ pEvB5 สงวิเคราะหลําดับ          
นิวคลีโอไทดโดยบริษัท Macrogen INC ประเทศเกาหลี ซึ่งใชพลาสมิดเขมขน 100 นาโนกรัม
ตอไมโครลิตร 10 ไมโครลิตรตอปฏิกิริยา เปน DNA ตนแบบ และไพรเมอร M13F (Forward: 
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GTAAAACGACGGCCAGT) และ M13R (Reverse: GCGGATAACAATTTCACA CAGG) 
เขมขน 5 พิโคโมลตอไมโครลิตร 10 ไมโครลิตรตอปฏิกิริยา วิเคราะหดวยเครื่อง Automatic 
Sequencer รุน 3730XL 

เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA แทรกสอดที่คัดแยกไดแลวเชื่อมลําดับนิ
วคลีโอไทดที่วิเคราะหไดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi 
Software Engineering Co. Ltd.) และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนและกรดอะมิโน
ของเอนไชมของ Sphingomonas sp. A4 และของแบคทีเรียอ่ืนๆในฐานขอมูล GenBank และ
จัดกลุมไดออกซิจีเนสที่ผลิตจาก Sphingomonas sp. SP2 โดยการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโน
หนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสดวยโปรแกรม CLUSTAL X และสราง
phylogenetic tree ดวย  PHYLIP software package version 3.572c 

 
3. การทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ 

Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโน และ
เปรียบเทียบโครงสรางและชนิดของกรดอะมิโนบริเวณที่จับกับสารตั้งตน โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร 

ทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม 
predictprotein (predictprotein.org) โดยใชโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของแนพธาลีน
เทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB 9816-4   เปนตนแบบ และเปรียบเทียบ
โครงสรางสามมิติของโปรตีนทั้งสามโดยใชโปรแกรม DeepView Swiss-Pdbview แสดงผลของ
การเปรียบเทียบโครงสรางโดยใชโปรแกรม Pov-Ray version 3.6 

 
4. การตรวจสอบหนาที่ของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. 

SP2 
โดยสรางพลาสมิดที่มียีนที่ผลิตออกซิจีเนสโดยเลือกตัดชิ้น DNA ที่ครอบคลุมยีน arhA1 

และ arhA2 โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ตัดที่ตําแหนง 505 และ PstI ตัดที่ตําแหนง 3181 
ดังแสดงในรูปที่ 4 ทําใหไดชิ้นสอดแทรกขนาด 2676 เบส และใชเวกเตอร pUC18 เปนเวกเตอร
แสดงออก โดยใหชื่อพลาสมิดที่มีการแสดงออกของยีนเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 
วา pPPA1A2 

 ตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ ของ E. coli ที่มี 
recombinant oxygenase ที่สรางข้ึน โดยแบงออกเปน 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดควบคุมและชุด
ทดลอง ซึ่งชุดควบคุม ไดแก E. coli. สายพันธุ JM109 ที่มีพลาสมิด pUC18 และ pSA3A4 และ
ชุดทดลอง ไดแก E. coli. สายพันธุ JM109 ที่มีพลาสมิด pPPA1A2 และ pSA3A4 
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ตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ ของชุดควบคุม 
ไดแก E. coli JM109 ที่มีพลาสมิด pUC18 และ pSA3A4 และชุดทดลอง ไดแก E. coli JM109 
ที่มี พลาสมิด pPPA1A2 และ pSA3A4 ซึ่งเตรียมหัวเชื้อโดยเชื้อลงในอาหารเหลว LB 95 
มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินและคลอแรมฟนิคอล บมบนเครื่องเขยาที่ 37๐ซ ประมาณ 4 
ชั่วโมง จนกระทั่ง OD600 เทากับ 0.6 แลวเติม IPTG จนความเขมขนสุดทายเปน 50 ไมโครโม
ลาร บมตอที่เครื่องเขยาที่ 30๐ซ 200 รอบตอนาที 4 ชั่วโมง ถายเชื้อลงในหลอดเซนทริฟวจ
ปลอดเชื้อ ปนเหว่ียงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิที่ 4๐ซ 8000 
รอบตอนาที 10 นาที แลวลางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากแหลงคารบอน (Carbon 
Free Mineral Medium, CFMM) 50 มิลลิลิตร สุดทายละลายตะกอนดวย CFMM ประมาณ 10 
มิลลิลิตร (เจือจางจน OD550 เทากับ 10)  

ทดสอบกับสับสเตรท 7 ชนิด ไดแก อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน ฟแนนทรีน แอนทรา
ซีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และแนพธาลีน โดยใชความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรบมที่ 30๐ซ 20 ชั่วโมง 
แลวสกัดสาร PAHs ออกจากอาหารเหลว เพ่ือตรวจสอบสับสเตรทที่เหลือและผลิตภัณฑที่
เกิดข้ึนในอาหารเหลว ตามวิธีการของ Grifoll และคณะ (1992) และตรวจสอบสับสเตรทที่เหลือ
และผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยเทคนิค TLC GC-FID และ GC-MS  

การวิเคราะหโดยเทคนิค TLC ทําโดยนําสวนสกัดไประเหยแหงแลวละลายดวยเฮกเซน 
1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารที่สกัดไดทั้งหมดจนมีความเขมขนสุดทายเปน 0.15 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร นําสารละลายตัวอยาง 5-10 ไมโครลิตร จุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8  8 ซม. 
โดยใชระบบตัวทําละลาย เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 
90:25:4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสับสเตรทที่เหลือและผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร 

การวิเคราะหโดยเทคนิค GC ทําโดยกรองสารละลายที่เจือจางจนมีความเขมขนสุดทาย
เปน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี
ขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร และวิเคราะหดวยแกสโครมาโทกราฟ รุน 6890N (บริษัท 
Agilent Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร 
ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวย เฟนิลเมทิลไซโลเซนเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร 
เครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID) วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้
 อุณหภูมิเริ่มตน  80 ๐ซ 
 อุณหภูมิข้ันที่ 1  25 ๐ซตอนาท ี จนอุณหภูมิ 160 ๐ซ hold 3 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 2    3 ๐ซตอนาท ี จนอุณหภูมิ 220 ๐ซ hold 2 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 3  40 ๐ซตอนาท ี จนอุณหภูมิ 300 ๐ซ hold 7 นาที 
โดยใชฮีเลียมเปนแก็สตัวพาดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตรตอนาท ี
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การวิเคราะหสับสเตรทที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนในอาหารเหลว โดยเทคนิค GC-
MS ทําโดยนําสวนสกัดไประเหยแหงแลวละลายดวยเอธิลอะซเีตต 1 มิลลิลิตร ในการทดลองที่
ใชสับสเตรทเปนอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีน สวนสับสเตรทอีก 5 ชนิด ไดแก ฟแนนทรีน แอ
นทราซีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน และ แนพธาลีนละลายตะกอนดวย ไทรเมธิวซิลิไทรฟลูออโรอะเซ
ทาไมด (MSTFA) 100 ไมโครลิตร บมที่ 70๐ซ 20 นาที จากนั้นเจือจางสารที่สกัดไดทั้งหมดจน
มีความเขมขนสุดทายเปน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กรองสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร 
ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร วิเคราะหสารที่สกัดไดดวย
เทคนิค GC-MS โดยวิเคราะหดวยชุดเครื่อง Gas Chromatography with Time of Fight Mass 
spectrometry ย่ีหอ LECO รุน Pegasus III (บริษัทลีโกอินสตูรเมนต (ประเทศไทย) จํากัด) ใช
คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบ
ดวยเฟนิลเมทิลไซโลเซนเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เครื่องตรวจวัดชนิด Mass 
spectrometry (MS) วิเคราะหภายใตภาวะดังนี ้
 อุณหภูมิเริ่มตน  80 ๐ซ 
 อุณหภูมิข้ันที่ 1  16 ๐ซตอนาท ี จนอุณหภูมิ 240 ๐ซ hold 8 นาที 
โดยใชฮีเลียมเปนแก็สตัวพาดวยอัตราเร็ว 2 มิลลิลิตรตอนาที 
 
5.  การเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน  เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุมการ

แสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 
และสายพันธุ SP2 ดวยเทคนิคเซาเธิรนไฮบริไดเซชัน 

การเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน  เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุม
การแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 
และสายพันธุ SP2 โดยใช DNA ติดตาม arhA3 (ยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน) arhA4 (ยีน
ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส) และ arhR (ยีนควบคุม) ของ Sphingomonas สายพันธุ 
A4 ทําเซาเธิรนไฮบริไดเซชันกับ DNA ของสายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 โดยการสกัด DNA 
ของแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII จากนั้นทําเจลอิเล็คโตร
โฟรีซีส โดยใชอะกาโรสเจล 0.9% บัฟเฟอร 1x TAE แลวถาย DNA จากอะกาโรสเจลลงสู
ไนลอนเมมเบรนโดยวิธี capillary blotting ตามวิธีที่ระบุใน (Sambrook และ Russell, 2001)  

การเตรียม DNA ติดตาม arhA3 arhA4 และ arhR ทําโดยการเพ่ิมจํานวนสวนของยีน 
arhA3 arhA4 และ arhR ตามลําดับจาก Sphingomonas สายพันธุ A4 โดยเทคนิค PCR และใช
ไพรเมอรที่แสดงในตารางที่ 1 และความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี้ 
สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP                
ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xบัฟเฟอร Taq DNA polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย (New 
England Biolabs) สารละลายไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณปลายทั้งสองดานของสาย DNA 
แมแบบ forward primer และ reverse primer ความเขมขน 20 พิโคโมล (ของแตละตัว)  DNA 
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แมแบบ ประมาณ 100 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมด มี
ปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร จากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณ 
DNA  (DNA Thermal Cycler) (Biorad,USA) โดยตั้งโปรแกรมดังนี ้

 
Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ  เวลา 1 นาที 
Denaturation step              อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 30 วินาที 
Annealing step              อุณหภูมิ 50๐ซ เวลา 30 วินาท ี
Extension step            อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 30 วินาที 
Final extension step  อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 6 นาที 

 
ตารางที ่ 1 ไพรเมอรที่ใชสําหรับเพ่ิมจํานวนยีน arhA3 arhA4 และ arhR จาก 

Sphingomonas สายพันธุ A4 
 
ชื่อไพรเมอร 
(ตําแหนงบนยีนของสาย
พันธุ A4) 

ลําดับนิวคลีโอไทด ผลิตภัณฑ 
PCR (bp) 

arha3f (15-34) 
arha3r (238-257) 

5'-ggcaaaagttgaggcagttc 
5'-ttgagcggtatttcacatgg 

243 

arha4f (49-68) 
arha4r (915-934) 

5'-agcgatatcgacttccatgc 
5'-cgttctccttgagatacgcg 

886 

arharf (852-871) 
arharr (38-57) 

5'-cgtcttcgaatgcgtgtttc 
5'-agccattgatttgcaggatc 

834 

 
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส โดยใชอะกาโรสเจล 2% 

และทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุใน
คูมือ และติดฉลาก DNA ติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี random labeling โดยใชชุด
สําเร็จรูปการติดฉลากและติดตาม DNA DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit 
(Roche, Germany) ตามวิธีของบริษัทผูผลิต 

และทําไฮบริไดเซชัน DNA ของสายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 ตามวิธีที่ระบุใน 
(Sambrook และ Russell, 2001) 

 
6. การแยกยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุม จาก 

Sphingomonas sp. SP2 โดยใชวิธี genome walking 

         35 รอบ  
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การแยกยีน arhA3 arhA4 และ arhR จาก Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ใชวิธี 
genome walking โดยใชชุดสําเร็จรูป GenomeWalkerTM Universal Kit (Clontech. 
Laboratories, Palo Alto, USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  โดยเพ่ิมจํานวน arhA3 
บางสวน (243 bp) ของสายพันธุ SP2 โดยใชไพรเมอร arha3f และ arha3r (ตารางที่ 1) 
จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอไทดของ arhA3 ของสายพันธุ SP2 และออกแบบไพรเมอรสําหรับทํา 
genome walking ดังตารางที่ 2 เพ่ือใหสามารถแยกชิ้น DNA บริเวณขางเคียงของผลิตภัณฑ 
PCR (arhA3) ที่ไดทั้งทาง upstream และ downstream และหาลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA 
บริเวณดังกลาวจนทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน เฟอรรีดอกซีนรี
ดักเทส และยีนควบคุม ของ Sphingomonas sp. SP2  

 
ตารางที่ 2 ไพรเมอรที่ใชสําหรับทํา genome walking และการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 
arhA3fI 5’- ATCTTTAATCTGGATGGAGAATTATTCGCG 
arhA3rI 5’- TTGAGCGGTATTTCACATGGAAATTCCGTG 
arhA3fII 5’- GAGGAGGGGGTTATAGAGTGCCCGCTTC 
arhA3rII 5’- CCGGTTCTCACATCGAAGCACCCGGAATG 
arhA4F1 5’- GCCAGATGTCCTCGATTTCGCCTTCC 
arhA4R1 5’- GGGCAAGCGCGTCATGGTCTTTTACG 
arhRR1 5’- GCCTGCGTACCGGAAATATACACCACAG 
arhRH 5’- CATGGCGTATTGTGTCGG 
arhA4H 5’- CCAGATGTCCTCGATTTC 
arhBA3A41 5’- CACTACATCAATGGCGAG 
arhBA3AR1 5’- CAGCCAAGGCGATTGTGC 
arhA3hy 5’- ATCAATCGGTCATTAAGCGC 
arhRA3-2 5’- TTCGCGACCAGCAATATTTG 
arhA4Rche 5’-CCCGGTAATCTATGCTGCTC 

 
7.  การ subclone ยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  

เมื่อทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดัก
เทสของสายพันธุ SP2 ตามวิธีในขอที่ 6 เพ่ิมจํานวนยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรี
ดอกซินรีดักเทสโดยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร arhA34FNN (5’- ggatcctggataaggcgcgggtgag) 
ซึ่งมีบริเวณจดจําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI ที่ปลาย 5’ และ arhA34RNN (5’- 
aagcttaaccgctcacagaaagc) ซึ่งมีบริเวณจดจําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII ที่ปลาย 
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5’ และทํา PCR เชนเดียวกับขอที่ 6 โดยใช High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) 
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส โดยใชอะกาโรส 1% ผลิตภัณฑ 
PCR ที่คาดวาจะไดรับคือขนาด 2118 bp ซึ่งมียีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซิ
นรีดักเทส (arhA3 และ arhA4) จากนั้นตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII แลวไล
เกทกับพลาสมิด pSTV28 ที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII เชนเดียวกัน 
แลวทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109 โดยใชอาหารคัดเลือก 2xYT ที่มีคลอแรมฟนิคอล IPTG 
และ X-Gal คัดเลือกโคลนที่มีสีขาว ตรวจสอบพลาสมดิและ DNA แทรกสอด ตั้งชื่อพลาสมิดที่ม ี
arhA3 และ arhA4 นี้วา pSarhA34SP 

 
8.  การตรวจสอบการทํางานรวมกันของเฟอรรีดอกซนิ  เฟอรรีดอกซินรีดักเทส ที่ไดในขอที่ 7 

กับเทอรมินัลออกซิจีเนส  
การตรวจสอบการทํางานรวมกันของเฟอรรีดอกซิน  เฟอรรีดอกซินรีดักเทส ที่ไดในขอ

ที่ 7 กับเทอรมินัลออกซิจีเนสที่ไดในขอที่ 4 โดยการใหยีนที่ประมวลรหัสโปรตีนดังกลาว
แสดงออกรวมกันใน E. coli แลวตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกของ
เอนไซมไดออกซจิีเนส ทําโดยทรานสฟอรมพลาสมิด pPPA1A2 และpSarhA34SP เขาสู E. 
coli JM109 โดยใชอาหารคัดเลือก 2xYT ที่มีแอมพิซิลิน คลอแรมฟนิคอล และIPTG นําโคลนที่
ไดขีดลงบนอาหารชนิดเดียวกัน บมที่ 37oC ขามคืน แลววางอินโดลลงบนฝาจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
บมตอขามคืน สังเกตการเปลี่ยนสีอินโดลเปนอินดิโกของโคโลน ี

 
9. การตรวจสอบหนาที่และความจําเปนของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสที่แยกได

ในการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. SP2 
ในการตรวจสอบหนาที่และความจําเปนของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนส 

(arhA1) ที่แยกได ในการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. SP2 ทําโดยสรางสาย
พันธุกลายของ SP2 ที่มียีนตานทานเจนตามัยซินแทรกอยูในยีน arhA1 ซึ่งเริ่มจากการตัดพ
ลาสมิด pPPA1A2 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV และกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาส
มิดเวกเตอร ดวย CIAP ตามวิธีของ (Sambrook และ Russell, 2001) จากนั้นไลเกทกับชิ้นยีน
ตานทานเจนตามัยซิน (Gmr) ขนาด 600 bp ซึ่งไดจากการตัดพลาสมิด pBSL202 (Alexeyev 
และคณะ 1995) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MluI และทําใหเปนปลาย blunt จากนั้นทรานสฟอรม
เขาสู E. coli JM109 คัดเลือกดวยอาหาร 2xYT ที่มีแอมพิซิลินและเจนตามัยซิน ไดโคลนใหชื่อ
วา  pUPGA1  จากนั้นตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ไดชิ้น DNA ที่มียีน 
arhA1::Gmr และ arhA2 แลวเชื่อมกับ pKmobsacB (Sch?fer และคณะ1994) ที่ถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ PstI เชนเดียวกันและถูกกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร 
ดวย CIAP แลว จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109 คัดเลือกดวยอาหาร 2xYT ที่มีกานา
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มัยซินและเจนตามัยซิน ไดโคลนใหชื่อวา  pKPGA1 จากนั้นทรานสฟอรม pKPGA1 เขาสู E. 
coli S17-1 (-pir) 

จากนั้นสรางสายพันธุกลายของ SP2 ที่มียีนตานทานเจนตามัยซินแทรกอยูในยีน 
arhA1 โดยคอนจูเกต E. coli S17-1 (-pir) (pKPGA1) กับสายพันธุ SP2 (ซึ่งสามารถตานทาน
แอมพิซิลินได) โดยใชวิธี filter mating คัดเลือกสายพันธุกลายที่ตานทานเจนตามัยซิน และ
แอมพิซิลิน รวมทั้งเจริญไดในซูโครส แตไวตอกานามัยซิน ก็จะไดสายพันธุกลายของ SP2 ที่มี
ยีนตานทานเจนตามัยซินแทรกอยูในยีน arhA1  

จากนั้นทําเซาเธิรนไฮบริไดเซชันดวย DNA ติดตาม arhA1 กับ DNA ของสายพันธุ 
SP2 และสายพันธุกลายเพ่ือยืนยันการแทรกของยีนตานทานเจนตามัยซินในยีน arhA1 ของ
สายพันธุกลาย 

แลวทดสอบการยอยสลายอะซีแนพธีนของสายพันธุกลายโดยสังเกตการสรางโซนใส
หลังจากการพนทับโคโลนีของสายพันธุ SP2DM1 ที่เจริญบนจานเลี้ยงเชื้อ LB ดวย
สารละลายอะซีแนพธีน 

 
 

10. การตรวจสอบและเปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนได
ออกซจิีเนสของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 ดวยอะซีแนพธีน 
และอะซีแนพธิลีน  

เพาะเลี้ยง Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 ในอาหารเหลว LB จน
เจริญถึง exponential phase และปนเก็บเซลล และแขวนลอยเซลลใน CFMM ที่มีกลูโคส อะ
ซีแนพธีน หรืออะซิแนพธิลีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร และเขยาที่ 30oC  เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลว
สกัด RNA ดวยชุดสําเร็จรูป Aurum RNA extraction (BIO-RAD)  และนํามาทํา reverse 
transcriptase-PCR (RT-PCR) โดยใชชุดสําเร็จรูป QIAGEN OneStep RT-PCR โดยวิธีที่ระบุ
โดยบริษัทผูผลิตและใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ arhA1 และ 16S rDNA ดังตารางที่ 3  และใช
ปริมาณอารเอ็นเอ 400 นาโนกรัมตอปฏิกิริยา 

 
ตารางที ่3 ไพรเมอรสําหรับ RT-PCR 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด ขนาดผลิตภัณฑ (bp) 
arhA1F 5’-CGCCGACTGAAAATTTTGTT 
arhA1R 5’-GTCGTCAGCTTCCCAGTAGC 

497 

520F 5’-GTGCCAGCAGCCGCGG 
1100R 5’- AGGGTTGCGCTCGTTG 

580 
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แลวดําเนินสภาวะการทําปฏิกิริยาดังตอไปนี ้
 
  
 

 
 
 

 
 

นอกจากนี้นํา RNA ที่สกัดไดมาวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะ
ซีแนพธีนไดออกซจิีเนสโดยเทคนิค real time PCR โดยการสังเคราะห cDNA โดยใช reverse 
primer arhA1qR หรือ 16SqR  ปฏิกิริยา reverse transcription ทําโดยใชชุดสําเร็จ iScriptTM 
Select cDNA Synthesis kit (BIO-RAD) โดยใชปริมาณอารเอ็นเอ 300 นาโนกรัมตอปฏิกิริยา 
และทําปฏิกิริยาตามที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต จากนั้นเจือจางสารละลาย cDNA ที่ไดดวยน้ําปลอด
เชื้อปลอดประจุ 10 เทา กอนหนาที่จะนําไปทํา PCR  จากนั้นทํา reat-time PCR ดวย 
Miniopticon real time PCR system (BIO-RAD) โดยใชชุดสําเร็จรูป iQTM SYBR Green 
Supermix (BIO-RAD) และไพรเมอรดังแสดงในตารางที่ 4 ดวยวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตโดยใช
ปริมาณสุทธิ 20 l ตอปฏิกิริยา  

 
ตารางที่ 4 ไพรเมอรสําหรับ real time-PCR 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 
arhA1qF 5’-tctacggttcgcatctcaac 
arhA1qR 5’-ctgccagatcttcaacgtgt 
16SqF 5’-gtgagtgatgaaggccttag 
16SqR 5’-ctttacgcccagtaattccg 

 
แลวดําเนินสภาวะการทําปฏิกิริยาดังตอไปนี ้

 
 
 
 
 

Reverse-
transcription 

ที่อุณหภูม ิ 50oซ 15 นาที 

Hot start ที่อุณหภูม ิ 94oซ 2 นาที 
Denaturation ที่อุณหภูม ิ 94oซ 30 วินาที 

Annealing ที่อุณหภูม ิ 55oซ 30 วินาที 
Extension ที่อุณหภูม ิ 72oซ 30 วินาที 

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72oซ 6 นาที 

95oซ 5 วินาที 
65oซ 5 วินาที 
55oซ 5 วินาที 
72oซ 30 วินาที 

30 รอบ 

40 รอบ 
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ผลการทดลอง 
1. การคัดแยกยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนเทอรมินัลไดออกซิจีเนสจาก Sphingomonas sp. 

SP2 
สรางหองสมุด DNA ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 จากชิ้น DNA ขนาด 4-6 กิโล

เบส ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ดวยวิธีการสรางหองสมุดยีนบางสวน (partial gene 
library) โดยหลักการโคลนแบบ Shot-gun และคัดเลอืกโคลนโดยใชสมบัติการเปลี่ยนสีอินโดล
ใหเปนอินดิโกตามวิธีของ Ensley และคณะ (1983) ทั้งนี้ไดทําการทดลองยืนยันการทํางานของ
ออกซิจีเนสในการเปลี่ยนอินโดลเปนอินดิโกในเชื้อสายพันธุด้ังเดิมกอน โดยผลที่ไดพบวา 
Sphingomonas sp. SP2 สามารถเปลี่ยนอินโดลเปนอินดิโกไดดังแสดงในรูปที่ 1 ดังนั้นจึง
สามารถใชสมบัติการเปลี่ยนอินโดลเปนอินดิโกของออกซิจีเนสมาใชในการคัดเลือกโคลนที่บรรจุ
ยีนออกซิจีเนสจากสรางหองสมุด DNA ของ Sphingomonas sp. SP2 ได โดยในการสราง
หองสมุด DNA ไดใหแสดงออกรวมกับพลาสมิด pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีนประมวลผลเฟอรรีดอกซิน
และเฟอรรีดอกซินรีดักเทสของสายพันธุ P2 เพ่ือชวยใหออกซิจีเนสสามารถทํางานไดสมบูรณ  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 1  ภาพ ก) Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ที่ไมไดวางอินโดลบนฝาจานเลี้ยงเชื้อ และ
ภาพ ข) Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ที่วางอินโดลบนฝาจานเลี้ยงเชื้อ 

 
ผลการทดลองพบโคลนจากหองสมุด DNA ที่ใหผลบวก 1 โคลน จากการคัดเลือกโคลน

ทั้งหมดประมาณ 1,000 โคลน ดังแสดงในรูปที่ 2 และใหชื่อโคลนนี้วา โคลน pPC1 
 
 
 
 
 
 
 

ข ก 

ข) ก) 
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รูป 2  ภาพ ก) หองสมุด DNA ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 กอนวางอินโดล และ          
ภาพ ข) หองสมุด DNA ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 หลังวางอินโดล โดยโคลนที่
อยูในกรอบสีเหลี่ยมเสนประ (  ) แสดงโคลนควบคุมผลบวก (E.coli JM109 ที่มี pUArhA1A2 
(Pinyakong และคณะม 2004) และ pSA3A4) และโคลนที่อยูในกรอบสีเหลี่ยมเสนทึบ (  ) 
แสดงโคลนจากหองสมุด DNA ที่ใหผลบวก 
  
2. การอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA แทรกสอดที่คัดแยกไดจากขอที่ 1 และ

เปรียบเทียบกับยีนของ Sphingomonas sp. A4 และยีนของแบคทีเรียอ่ืนๆในฐานขอมูล 
GenBank 

หาแผนที่เอนไซมตัดจําเพาะของชิน้ DNA สอดแทรกพลาสมิด pPC1 โดยการตัด    
พลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายชนิด เชน EcoRI, HindIII, PstI, SphI, EcoRV หรือ BglII 
ซึ่งทําปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมชนิดเดียวหรือสองชนิด และตรวจสอบขนาดชิ้น DNA ที่ตัด
ไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอเรซิสทําใหสามารถเขียนแผนที่เอนไซมตัดจําเพาะไดดัง
แสดงในรูปที่ 3 

 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 3  แผนที่เอนไซมตัดจําเพาะของ DNA สอดแทรกในพลาสมิด pPC1 โดย E = EcoRI, P 
= PstI, Ev = EcoRV, B = BglII, H  = HindIII, S = SphI และ MSC = multiple cloning sites 
 

ทําการสับโคลนใน pUC18 โดยใหบริเวณรวมของ DNA สอดแทรกทุกโคลนครอบคลุม
ทั้งชิ้น DNA สอดแทรกของ pPC1 และสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  โดยใชไพรเมอร M13F 
(Forward: GTAAAACGACGGCCAGT) และ M13R (Reverse: 
GCGGATAACAATTTCACACAGG) 

จากการเชื่อมลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหได ดวยโปรแกรม DNASIS-Mac version 
2.05 พบวา DNA สอดแทรกของพลาสมิด pPC1 มีขนาด 4,624 เบส และวิเคราะหชวงการ
แสดงออกของยีน (ORF) พบวามี 4 ORFs ที่สมบูรณ และ 1 ORF ที่พบบางสวนโดยไมพบ
บริเวณหยุดการแสดงออก ดังแสดงในรูปที่ 4 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดเทียบกับขอมูลของยีนที่
มีใน database GenBank DDBJ และ EMBL สามารถทํานายหนาที่ของยีนและโปรตีน
ผลิตภัณฑ ดังแสดงในตารางที่ 5 

        E          P                          Ev            B H   H               S      B P                                    Ev E     
 

    size     0.4                 1.0                     0.5     0.1  0.2        0.6          0.3                        1.4                    0.1 kb  
MSC 
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รูปที่ 4  แสดงแผนที่เอนไซมตัดจําเพาะ และชวงการแสดงออกของยีนบน pPC1 
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จากตารางที่ 5 แสดงผลการทํานายหนาที่ของโปรตีนที่ประมวลรหัสจากทั้ง 5 ORFs 
โดยเทียบกับฐานขอมูล พบ ORFs 2 และ 3 ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟา และบีตาของ
เทอรมินัลออกซิจีเนส ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนคลายกับหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัล
ออกซิจีเนส ของ Sphingomonas สายพันธุ A4 (GenBank Accession No. BAE93949 และ 
BAE93950 ตามลําดับ) ถึง 99% โดย ArhA1 ของสายพันธุ SP2 มีความแตกตางจากสายพันธุ 
A4 ที่ตําแหนง Met261 และ Ser347 ซึ่ง ArhA1 ของสายพันธุ A4 เปน Thr261 และ Gly347 
และ ArhA2 ของสายพันธุ SP2 มีความแตกตางจากสายพันธุ A4 ที่ตําแหนง Ala92 ซึ่ง ArhA2 
ของสายพันธุ A4 เปน Val92  
 
 ORF1 ประมวลรหัสโปรตีนที่ทําหนาที่คลายไอโซเมอเรสในฐานขอมูล ถึง 45-50 % 
โดยมีความคลายกับสวนหนึ่งของไอโซเมอเรส (ORF8) จาก Burkholderia sp. DBT1 
(GenBank Accession No. AAK96187) 50 % 
 
 ORF4 ประมวลรหัสโปรตีนที่มีความคลายกับ ORF5 ของสายพันธุ A4 (GenBank 
Accession No. BAE93951) 99% ซึ่งยังไมมีรายงานระบุหนาที่ของโปรตีนดังกลาว และคลาย
กับไอโซเมอเรส (HbzF) ของ Pseudomonas alcaligenes NCIMB 9867 (GenBank 
Accession No. ABD64512) 52% 
 
 ORF5 เปนชวงการแสดงออกของยีนที่ไมสมบูรณ คือ พบบริเวณเริ่มตนการแปลรหัส
ทางพันธุกรรม แตไมพบบริเวณหยุดแปลรหัส เมื่อเทียบลําดับกรดอะมิโนกับฐานขอมูลพบวา
คลายกับ ORF6 ของสายพันธุ A4 (GenBank Accession No. BAE93952) ถึง 100% ซึ่งยังไม
มีรายงานระบุหนาที่ของโปรตีนดังกลาว และคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (NahAa) ของ 
Ralstonia sp. U2 (GenBank Accession No. AAD12606) เพียง 29 % 
 
 จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไมพบชวงการแสดงออกของยีนประมวลรหัส 
เฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทสที่สมบูรณ แสดงวายีนทั้ง 2 อาจอยูหางออกไปจากยีน
เทอรมินัลออกซิจีเนส 
 
 จากนั้นวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนส (ArhA1) 
ของสายพันธุ SP2 ดวยโปรแกรม ClustalX version 1.83 โดยเทียบกับหนวยยอยแอลฟา
เทอรมินัลออกซิจีเนสที่เคยมีรายงาน เพ่ือตรวจสอบบริเวณอนุรักษของเอนไซม พบบริเวณ
อนุรักษ 2 บริเวณ คือ บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ([2Fe-
2S]) ของหนวยยอยแอลฟา มีลําดับกรดอะมิโน ดังนี้ CXHX17CX2H ซึ่งตรงกับตําแหนง Cys50-
X-His52-X17-Cys67-X2-His70 ของ ArhA1 ของสายพันธุ SP2 และบริเวณที่ 2 คือบริเวณ
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อนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ซึ่งตรงกับตําแหนง 
His204, His209 และ Asp 358 ของ ArhA1 ของสายพันธุ SP2 ดังแสดงในรูปที่ 5  
 
 การทํา phylogenetic tree ดวยโปรแกรม PHYLIP software package เพ่ือจัดกลุม   
ออกซิจีเนสที่ผลิตจาก Sphingomonas sp. SP2 ดังแสดงในรูปที่ 6 พบวาแบคทีเรียแกรมลบ 
และแบคทีเรียแกรมบวกมีลําดับกรดอะมิโนหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนสตางกันโดย
แยกเปนคนละกลุม และ ArhA1 ของสายพันธุ SP2 และ A4 มีความใกลเคียงกันมากและจัดอยู
ในกลุมหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนสของแบคทีเรียแกรมลบ แตมีการแตกสาขาจาก
กลุมแบคทีเรียแกรมลบกลุมอ่ืน ไดแก ยีนกลุม nah และยีนกลุมคลาย nah ซึ่งเก่ียวของกับการ
ยอยสลายแนพธาลีน และยีนกลุม phn ซึ่งเก่ียวของกับการยอยสลายฟแนนทรีน จึงเปนที่
นาสนใจวาหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนสของทั้ง 2 สายพันธุ นาจะเปนตัวแทนของ
หนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนสกลุมใหมที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน 
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รูปที่ 5  การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโน และบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน 
Rieske center ของหนวยยอยแอลฟา ก) บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ      [2Fe-2S] ข) บริเวณ
อนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
(ArhA1_A4: ArhA1 [BAD34447] จาก Sphingomonas sp. A4, PahAc_H: PahAc [AAF72976] จาก 
Comamonas testosteroni H, NagAc_U2: NagAc [AAD12610] จาก Ralstonia sp. U2, NagAc_CJ2: 
NagAc [AAZ93388] จาก Polaromonas naphthalenivorans CJ2, NtdAc_JS42: NtdAc [AAB40383] จาก 
Pseudomonas sp. JS42, DntAc_DNT: DntAc [AAB09766 ] จาก Burkholderia sp. DNT, NahAc_G7: 
NahAc [BAE92156] จาก Pseudomonas putida G7, PahAc_OUS82: PahAc [C55217] จาก 
Pseudomonas putida OUS82, NdoB_NCIB9816: NdoB [AAB47591] จาก Pseudomonas putida 
NCIB9816-4, NahAc_NCIB9816-4: NahAc [AAA92141] จาก Pseudomonas sp. NCIB9816-4, 
NahA3_BS202: NahA3 [AAB62707] จาก Pseudomonas putida BS202, NahAc_AN10: NahAc 
[AAD02136] จาก Pseudomonas stutzeri AN10, PahA3_PaK1: PahA3 [BAA12240] จาก Pseudomonas 
aeruginosa PaK1 และ PhnAc_RP007: PhnAc [AAD09872] : จาก Burkholderia sp. RP007) 
 
 
 
 

ก) 

ข) 
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4. การทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโน และ
เปรียบเทียบโครงสรางและชนิดของกรดอะมิโนบริเวณที่จับกับสารตั้งตน โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร 

 จากทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ 
Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม 
predictprotein (predictprotein.org) โดยใชโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของแนพธาลีน
เทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB 9816-4   เปนตนแบบ และเปรียบเทียบ
โครงสรางสามมิติของโปรตีนทั้งสามโดยใชโปรแกรม DeepView Swiss-Pdbview พบวาบริเวณ 
catalytic domain ของทั้งสามโปรตีนมีความใกลเคียงกันมาก ดังแสดงในรูปที่ 7 โดยกรดอะมิโน
ที่แตกตางกันระหวางโปรตีนของสายพันธุ SP2 ที่ตําแหนง Met261 และ Ser347 ซึ่ง ArhA1 
ของสายพันธุ A4 คือ Thr261 และ Gly347 นั้นทั้ง 2 ตําแหนงอยูในบริเวณ helix-grip fold โดย
คาดวาอยูที่บริเวณสวนของโปรตีนที่เปนทางผานของซับเสรตเขาสูบริเวณ catalytic domain ดัง
แสดงในรูปที่ 8 เนื่องจากตําแหนง Met261 ซึ่งในสายพันธุ A4 เปน Thr261 มีโครงสรางหมูขาง
ที่แตกตางกันโดย Met ขนาดใหญกวาและมีอะตอมซัลเฟอรในโมเลกุล อาจทําใหเกิดการบดบัง
บริเวณทางเขาจับของสับสเตรท และตําแหนง Ser347 ซึ่งในสายพันธุ A4 เปน Gly347 โดยทั้ง 
2 ชนิดมีหมูขางขนาดเล็กคลายกัน ตางกันที่ Ser มีหมูไฮดรอกซิลทําใหความมีข้ัวมากกวา Gly 
ทําใหความแตกตางของกรดอะมิโนดังกลาวใน 2 สายพันธุ นาจะมีความสําคัญตอการทํางาน
ของเทอรมินัลออกซิจีเนสซึ่งทําใหสายพันธุ SP2 สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนแตไมสามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนได สวนสายพันธุ A4 สามารถยอยสลายสารทั้ง 2 ชนิดได 
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รูปที่ 7  เปรียบเทียบบริเวณ catalytic domain ของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิ
จีเนสของ Sphingomonas sp. SP2 (SP2) Sphingomonas sp. A4 (A4) และ Pseudomonas 
sp. NCIB 9816-4 (107N)    
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รูปที่ 8 บริเวณที่คาดวาเปนทางเขาของสับสเตรทไปสู catalytic domain ของหนวยยอยแอลฟา
ของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. SP2 
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5. การตรวจสอบหนาที่ของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. 
SP2 
 สรางเวคเตอรการแสดงออกเพ่ือตรวจสอบหนาที่ของยีน arhA1 และ arhA2 โดยเลือกตัดชิ้น 
DNA ที่ครอบคลุมยีน arhA1 และ arhA2 โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ PstI ตัดที่พลาสมิด pPC1
ตําแหนง 505 และ PstI ตัดที่ตําแหนง 3,181 ดังแสดงในรูปที่ 4 ทําใหไดชิ้นสอดแทรกขนาด 
2,676 เบส และใชเวกเตอร pUC18 เปนเวกเตอรแสดงออก โดยใหชื่อพลาสมิดที่มีการ
แสดงออกของยีนเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 วา pPPA1A2 
 ตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ โดยทดสอบกับ
สับสเตรท 2 ชนิด ในเบ้ืองตน ไดแก อะซีแนพธีน และ อะซีแนพธิลีน และตรวจสอบสับสเตรทที่
เหลือและผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวยเทคนิค TLC  GC-FID และ GC-MS  
 การวิเคราะหสับสเตรทที่เหลือและผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยเทคนิค TLC ดวยระบบตัวทํา
ละลาย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 (ปริมาตรตอ
ปริมาตรตอปริมาตร) พบความแตกตางของแถบที่ปรากฏในชุดควบคุมและชุดทดลอง เมื่อใชอะ
ซีแนพธีน เปนสับสเตรทเทานั้น ดังแสดงในรูปที่ 9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9  TLC โครมาโตแกรม ภาพ ก) ชองที่ 1 แสดงสารมาตรฐานอะซีแนพธีน ชองที่ 2 แสดง
สารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอล ภาพ ข) ชองที่ 1 แสดงสารมาตรฐานอะซีแนพธีนและ 1-อะ
ซีแนพธีนอล ชองที่ 2 สารที่สกัดไดจากชุดควบคุมเมื่อใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท และชองที่ 3 
สารที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท 

  
 
 

อะซีแนพธนี 
1-อะซีแนพธีนอล 

Rf 
0.97 
 0.77 
 

1     2 

อะซีแนพธนี 

1-อะซีแนพธีนอล 

Rf 
0.92 
 
0.66 
 

1     2     3 

ก) ข)
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จากรูปที่ 9 ภาพ ข พบวาคา Rf ของสารชนิดหนึ่งที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีน
เปนสับสเตรทเทากับคา Rf ของสารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอล (Rf = 0.66) จึงสามารถทํานาย
วาสารดังกลาวนาจะเปน 1-อะซีแนพธีนอล  

การวิเคราะหสับสเตรทที่เหลือและผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยเทคนิค GC-FID ปรากฏพีคที่
สารผลิตภัณฑในชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธนีเปนสับสเตรท ดังแสดงในรูปที่ 10 และเมื่อใช
สับสเตรทเปนอะซีแนพธิลีน ไมพบความแตกตางของพีคจากชุดควบคุมและชุดทดลอง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10  GC-FID โครมาโตแกรม แสดงสารมาตรฐานอะซีแนพธีนและ 1-อะซีแนพธีนอล และ
สารที่สกัดไดจากชุดควบคุมและชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท 
 
 
 จากรูปที่ 10 พบวาคา Retentiontion Time (RT) ของผลิตภัณฑที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อ
ใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท มีคา 10.195 นาที ซึ่งมีคาใกลเคียงกับ RT ของสารมาตรฐาน 1-
อะซีแนพธีนอล (RT=10.214 นาที) จึงสามารถทํานายวาสารดังกลาวนาจะเปน 1-อะซีแนพธี

ก)  สารมาตรฐานอะซีแนพธีน   ข)  สารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอล 

ค)  อะซีแนพธีนชุดควบคุม   ง)  อะซีแนพธีนชุดทดลอง 

Rt= 7.030 

Rt= 10.195 

Rt= 6.998 

Rt= 10.214 

Rt= 6.997 
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นอล และเมื่อคํานวณเปอรเซนตการลดลงของสับสเตรทพบวามีการลดลงของอะซีแนพธีนถึง 
63% ทําใหสรุปไดวา E. coli. JM109 ที่มี พลาสมิด pPPA1A2 และ pSA3A4 สามารถ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของอะซีแนพธีนได และไมสามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางของอะซีแนพธิ
ลีน เนื่องจากพบเพียงพีคของสับสเตรทเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค GC-FID ซึ่งใหผลสอดคลอง
กับการวิเคราะหดวยเทคนิค TLC อยางไรก็ตามเทคนิค GC-FID นอกจากนี้ไดทําการทดลอง
เพ่ือทํานายโครงสรางจากน้ําหนักโมเลกุล เพ่ือยืนยันชนิดของสารผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนดวย
เทคนิค GC-MS 
 ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS สารที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีนเปน
สับสเตรทปรากฏ 2 พีค ดังแสดงในรูป 11ค คือ พีคแรกเปนอะซีแนพธีนที่เหลืออยู และพีคที่
สองเปน 1-อะซีแนพธีนอล (RT = 12.418) เนื่องจากมีรูปแบบแมสสเปกตรัม คือ 63, 115, 152, 
169 เหมือนกับสารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอลซึ่งมีรูปแบบแมสสเปกตรัม 50, 63, 115, 152, 
169 ดังแสดงในรูปที่ 10 จึงสรุปไดวาในการตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ 
PAHs ชนิดตางๆ E. coli JM109 ที่มีพลาสมิด pPPA1A2 และ pSA3A4 สามารถผลิตเอนไซม
ออกซิจีเนส ซึ่งเปนเอนไซมตัวแรกในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ของอะซีแนพธีนไดเปน 1-อะซีแนพธีนอล 
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รูปที่ 11  GC-MS โครมาโตแกรม ก) สารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอล ข) สารที่สกัดไดจากชุดควบคุมเม่ือ
ใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท ค) สารที่สกัดไดจากชุดทดลองเม่ือใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท  
 
 
 
 

ก) 

ข) 

ค) 

Rt=12.440 

Rt=11.078 

Rt=11.073 

Rt=12.418 
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รูปที่ 12 Mass spectral GC-MS โครมาโตแกรม ก) สารมาตรฐาน 1-อะซีแนพธีนอล  ข) สาร
จากพีคที่ 1 ของสารที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท (ภาพ 11ค) ค) 
สารจากพีคที่ 2 ของสารที่สกัดไดจากชุดทดลองเมื่อใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรท (ภาพ 11ค) 
 
6.  การเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน  เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุมการ

แสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 
และสายพันธุ SP2 ดวยเทคนิคเซาเธิรนไฮบริไดเซชัน 
เปรียบเทียบยีนประมวลผลเฟอรรีดอกซีน  เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุมการ

แสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 
และสายพันธุ SP2 โดยใช DNA ติดตาม arhA3 (ยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน) arhA4 (ยีน
ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส) และ arhR (ยีนควบคุม) ของ Sphingomonas สายพันธุ 
A4 ทําเซาเธิรนไฮบริไดเซชันกับ DNA ของสายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 ที่ไดตัดดวย

ข) 

 

ค) 
OH

 

ก) 
OH
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เอนไซมตัดจําเพาะ HindIII พบวาสามารถตรวจพบสัญญาณของทั้งสามยีนในสายพันธุ SP2 
โดยประมาณไดวาทั้งสามยีนอยูบนชิ้น DNA/HindII ชิ้นเดียวกันขนาดประมาณ 6.5 kb โดยใน
สายพันธุ A4 นั้นยีนทั้งสามก็อยูบนชิ้น DNA/HindII ชิ้นเดียวกันขนาดประมาณ 5 kb 
                           (a) SP2   A4   (b) SP2  A4   (c) SP2 A4 

    
 
รูปที่ 13 เซาเธิรนไฮบริไดเซชันโดยโพรบ arhA3 (a), arhA4, (b) arhR (c) กับ DNA/HindIII  
ของสายพันธุ A4 และ SP2 
 
7. การแยกยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซีน เฟอรรีดอกซีนรีดักเทส และยีนควบคุม จาก 

Sphingomonas sp. SP2 โดยใชวิธี genome walking 
จากผลการทดลองในขอที่ 6 ทําใหทราบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arhA3 arhA4 และ 

arhR ระหวางสายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 มีความคลายคลึงกัน ในการแยกยีนทั้งสามจาก
สายพันธุ SP2 จึงใชวิธี genome walking โดยใชชุดสําเร็จรูป GenomeWalkerTM Universal Kit 
(Clontech. Laboratories, Palo Alto, USA) โดยออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมจํานวน arhA3 
บางสวนของสายพันธุ SP2 (243 bp) จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arhA3 ของสายพันธุ 
A4 จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arhA3 ของสายพันธุ SP2 และออกแบบไพรเมอร
สําหรับทํา genome walking เพ่ือใหสามารถแยกชิ้น DNA บริเวณขางเคียงกับชิ้น PCR (arhA3) 
ที่ไดทั้งทาง upstream และ downstream ผลการทดลองทําใหไดชิ้น DNA บริเวณขางเคียงกับ
ชิ้น PCR (arhA3) สองชิ้นขนาดชิ้นละประมาณ 2 kb ซึ่งมี arhA4 และ arhR ตามลําดับ จาก
การหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น DNA ที่ไดและเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลพบวา 
ArhA3 ของสายพันธุ SP2 (ArhA3SP2) มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ ArhA3 ของสายพันธุ A4 
(ArhA3A4) 100% อยางไรก็ตาม ทั้งสองโปรตีนมีขนาดไมเทากันคือ ArhA3SP2 มีขนาด 105 
กรดอะมิโน ในขณะที่ ArhA3A4 มีขนาด 109 กรดอะมิโน ซึ่ง ArhA3SP2 ขาดกรดอะมิโนในสวน
ปลายของ ArhA3A4 สวน ArhA4 และ ArhR ของสายพันธุ SP2 (ArhA4SP2 และ ArhRSP2) มี
ลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ ArhA4 และ ArhR ของสายพันธุ A4 (ArhA4A4 และArhRA4) ถึง 
99% ตามลําดับ  

6.5 kb 
5 kb 
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8.  การสับโคลนยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส และการตรวจสอบ
การทํางานรวมกันของเฟอรรดีอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส ที่ไดในขอที่ 7 กับ
เทอรมินัลออกซิจีเนส  
ทําการสับโคลนยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส ใสในพลาสมิด 

pSTV28 แลวทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109 ตั้งชื่อพลาสมิดที่ม ี arhA3 (ยีนประมวล
รหัสเฟอรรีดอกซิน)  และ arhA4 (ยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส) นี้วา pSarhA34SP 
แลวตรวจสอบการทํางานรวมกันของเฟอรรีดอกซิน  และเฟอรรีดอกซินรีดักเทสกับเทอรมินัล
ออกซิจีเนส (arhA1 arhA2) โดยการใหยีนที่ประมวลรหัสโปรตีนดังกลาวแสดงออกรวมกันใน E. 
coli แลวตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกของเอนไซมไดออกซจิีเนส 
ซึ่งทําโดยทรานสฟอรมพลาสมิด pPPA1A2 และpSarhA34SP เขาสู E. coli JM109 แลว
ตรวจสอบการเปลี่ยนสีอินโดลเปนอินดิโกของโคโลนี พบวา E. coli ที่มี pPPA1A2 และ
pSarhA34SP สามารถเปลี่ยนสีอินโดลใหเปนอินดิโกไดดังแสดงในรูปที่ 14 ดังนั้นแสดงวา
สวนประกอบเหลานี้สามารถทํางานรวมกันและทําหนาที่เปนเอนไซมออกซิจีเนสได 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 14 การเปลี่ยนสีอินโดลเปนอินดิโกของ E. coli JM109 (pPPA1A2) (pSarhA34SP) 
 
10. การตรวจสอบหนาที่และความจําเปนของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนสที่แยก

ไดในการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. SP2 
ในการตรวจสอบหนาที่และความจําเปนของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิจีเนส 

(arhA1) ที่แยกได ในการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. SP2 ไดสรางสายพันธุ
กลายของ SP2 ที่มียีนตานทานเจนตามัยซินในยีน arhA1 และไดใหชื่อวา SP2DM1 
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การทําเซาเธิรนไฮบริไดเซชันดวย DNA ติดตาม arhA1 กับ DNA ของสายพันธุ SP2 และ 
SP2DM1 ยืนยันการแทรกของยีนตานทานเจนตามัยซินในยีน arhA1 ดังรูปที่ 15 

 
                                                                       
                                                                       ก    ข 

 
 
รูปที่ 15 เซาเธิรนไฮบริไดเซชัน DNA/EcoRI ของสายพันธุ SP2DM1 (ก) และ สายพันธุ SP2 
(ข) ดวย DNA ติดตาม arhA1 
 
 เมื่อทดสอบการสรางบริเวณใสหลังจากการพนทับโคโลนีของสายพันธุ SP2DM1 ที่
เจริญบนจานเลี้ยงเชื้อ LB ดวยสารละลายอะซีแนพธีน พบวาสายพันธุกลายดังกลาวไมสามารถ
สรางบริเวณใสไดในขณะที่สายพันธุด้ังเดิม (SP2) สามารถสรางบริเวณใสไดดังแสดงในรูปที่ 16 
ผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวายีน arhA1 มีความเก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน
ในสายพันธุ SP2 
 
 
 
 
          ก              ข  

 
 
 

รูปที่ 16 การทดสอบการสรางโซนใสเมื่อพนทับโคโลนีของสายพันธุ SP2DM1 (ก) และ SP2 (ข) 
ที่เจริญบน จานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดวยสารละลายอะซีแนพธีน 
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11. การตรวจสอบและเปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนได
ออกซจิีเนสของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 ดวยอะซีแนพธีน และอะ
ซีแนพธิลีน  

การตรวจสอบและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออกซิ
จีเนสของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 เมื่อถูกชักนําดวยอะซีแนพธีน
และอะซีแนพธิลีนโดยวิธี RT-PCR และ real time PCR โดยใชตัวอยาง RNA ที่สกัดจาก 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส อะ
ซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 3 ชั่วโมง มาวิเคราะหการ
ถอดรหัสของ arhA1 พบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อใชคูโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร
ที่จําเพาะกับ arhA1 ซึ่งทั้งสองสายพันธุใหผลิตภัณฑ PCR ตรงตามขนาดที่คาดหมายคือ 497 
เบส (ชองว่ิงที่ 2-3) โดยปฏิกิริยาควบคุมผลลบของ RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทรานสคริป
เทส (ชองว่ิงที่ 6-7) ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR และปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองโดยใช
คูโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S rDNA ใหผลิตภัณฑที่มีขนาดตรงตามที่
คาดหมายคือ 580 เบส (ชองว่ิงที่ 8-9) โดยความเขมใกลเคียงกัน และจากผลการทดลองพบวา
สายพันธุ A4 และสายพันธุ SP2 มีการแสดงออกของ arhA1 ในปริมาณที่ใกลเคียงกันเมื่อชักนํา
ดวยอะซีแนพธีน และอะซีแนพธิลีน ดังรูปที่  17-19  และผลการทดลอง real time PCR ก็ใหผล
สอดคลองกัน 
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รูปที่ 17 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพ่ือการตรวจสอบการ
ถอดรหัสของ arhA1 ที่ชักนํากลูโคสเปนเวลา 3 ชั่วโมง  
ชองว่ิงที่ 1 และ 10 คือ 100 bp DNA ladder  
ชองว่ิงที ่ 2 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือติดตามการ
      แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ A4 
ชองว่ิงที ่ 3 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือติดตามการ
      แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ SP2 
ชองว่ิงที ่4 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
          arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ A4 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่5 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
            arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ SP2 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่6 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ A4 ที่ไมมีการเติม      

รีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 7 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ SP2 ที่ไมมีการ

เติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 8 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิรยิาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
           A4 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R  
ชองว่ิงที ่ 9 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
           SP2 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R  
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รูปที่ 18 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพ่ือการตรวจสอบการ
ถอดรหัสของ arhA1 ที่ชักนําดวยอะซีแนพธีนเปนเวลา 3 ชั่วโมง  
ชองว่ิงที่ 1 และ 10 คือ 100 bp DNA ladder  
ชองว่ิงที ่ 2 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือติดตามการ
      แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ A4 
ชองว่ิงที ่ 3 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือติดตามการ
           แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ SP2 
ชองว่ิงที ่4 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
          arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ A4 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่5 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
          arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ SP2 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่6 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ A4 ที่ไมมีการเติม

รีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 7 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ SP2 ที่ไมมีการ

เติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 8 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
           A4 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R  
ชองว่ิงที ่ 9 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
           SP2 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R  
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รูปที่ 19 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพ่ือการตรวจสอบการ
ถอดรหัสของ arhA1 ที่ชักนําดวยอะซีแนพธิลีนเปนเวลา 3 ชั่วโมง 
ชองว่ิงที่ 1 และ 10 คือ 100 bp DNA ladder  
ชองว่ิงที ่ 2 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือติดตามการ
          แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ A4 
ชองว่ิงที ่ 3 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R เพ่ือตดิตามการ
          แสดงออกของ arhA1 ในสายพันธุ SP2 
ชองว่ิงที ่4 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
          arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ A4 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่5 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลบวกเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ 
          arhA1R โดยใชดีเอ็นเอจากสายพันธุ SP2 เปนแมแบบ 
ชองว่ิงที ่6 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ A4 ที่ไมมีการเติม

รีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 7 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมผลลบของสายพันธุ SP2 ที่ไมมีการ

เติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร arhA1F และ arhA1R  
ชองว่ิงที ่ 8 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
          A4 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R  
ชองว่ิงที ่9 คือ ผลิตภัณฑ RT-PCR จากปฏิกิริยาควบคุมมาตรฐานในการทดลองของสายพันธุ 
          SP2 เมื่อใชคูไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 16S RNA คือ 520F และ 1100R 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 การทดลองนี้คัดแยกยีนออกซิจีเนสที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยการ
คัดเลือกโคลนดวยการติดตามการเปลี่ยนสีของอินโดล (Ensley และคณะ, 1983) จากหองสมุด
ดีเอ็นเอบางสวนของ Sphingomonas sp. SP2 ที่แสดงออกรวมกับ pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีน
ประมวลรหัสเฟอรรดีอกซิน (ahdA3) และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ahdA4) ของ Sphingomonas 
sp. P2 (Pinyakong และคณะ, 2003b) พบโคลนที่ใหผลบวก (pPC1) ซึ่งบรรจุยีนเทอรมินัล
ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 และจากการที่พบโคลนที่ใหผลบวกแสดงวาเทอรมินัลออกซิจีเนส
ที่ประมวลรหัสจากยีนที่แยกไดสามารถทํางานรวมกับเฟอรรีดอกซิน และเฟอรรีดอกซินรีดักเทส
ของสายพันธุ P2 ซึ่งสวนหนึ่งในงานวิจัยของ Demaneche และคณะ (2004) พบวาการทํางาน
ของเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทสชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของเทอรมินัล
ออกซิจีเนส  
 จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pPC1 ขนาด 
4,624 bp พบ 4 ORFs ที่สมบูรณและ 1 ORF ที่ขาดบริเวณหยุดการถอดรหัส ซึ่ง orf2 (arhA1) 
และ orf3 (arhA1) ประมวลรหัสโปรตีนคลายกับหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิ
จีเนสของ Sphingomonas สายพันธุ A4 ถึง 99%  
 ORF1 คลายกับสวนหนึ่งของไอโซเมอเรสจาก Burkholderia sp. DBT1 50% (99/195) 
และเหมือน ORF2 ของสายพันธุ A4 100% (76/76) เมื่อเทียบทั้ง ORF พบความเหมือน 38% 
(76/199) ซึ่งมีรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) เทียบกับฐานขอมูลวา ORF2 แยกเปน 
2 สวน ซึ่งคลายกับไฮดราเทส/แอลโดรเลส (PhnE) ของ Burkholderia sp. RP007 65% 
(91/140) และไอโซเมอเรสจาก Burkholderia sp. DBT1 58% (35/60) จึงสรุปไดวา orf1 ของ
สายพันธุ SP2 ประมวลรหัสโปรตีนแตกตางกับ ORF2 ของสายพันธุ A4 ซึ่งเมื่อเทียบกับ
ฐานขอมูลสามารถพบความคลายกับไอโซเมอเรสจากสายพันธุ DBT1 ไดอยางตอเนื่อง  
 orf4 ประมวลรหัสโปรตีนที่มีความคลายกับ ORF5 ของสายพันธุ A4 99% ซึ่งยังไมมี
รายงานระบุหนาที่ของโปรตีนดังกลาว และคลายกับไอโซเมอเรส (HbzF) ของ P. alcaligenes 
NCIMB 9867 52% จากวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย Pseudomonas sp. 
พบวาหลังจากการแตกวงดวยกิจกรรมของเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส จะเกิดการออกซิไดซ
ผลิตภัณฑดวยแอคติวิตีของไอโซเมอเรส (Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 
1982) ทํานายไดวา ORF1 และ ORF4 อาจจะเก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนหลังจาก
เกิดการแตกวงอะโรมาติก เนื่องจากมีความเหมือนกับไอโซเมอเรสจากฐานขอมูลเพียงปาน
กลางเทานั้น และที่เคยมีรายงานของสายพันธุ A4 ยังไมมีการศึกษาหนาที่ของยีนไอโซเมอเรส
ทั้ง 2 ที่อยูใกลกันจึงตองศึกษาหนาที่ของยีนตอไป 
 ORF5 เปนชวงการแสดงออกของยีนที่ไมสมบูรณ คือ ไมพบบริเวณหยุดถอดรหัส เมื่อ
เทียบกับฐานขอมูลพบวาคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (NahAa) ของ Ralstonia sp. U2 
เพียง 29 % (39/131) และคลายกับ ORF6 ของสายพันธุ A4 ถึง 100% ซึ่งยังไมมีรายงานระบุ
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หนาที่ของโปรตีนดังกลาว จากรายงานของ Kouzuma และคณะ (2006) พบ ORF6 ของสาย
พันธุ A4 ที่สมบูรณและคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (NahAa) ของ P.putida NCIB9816-4 
เพียง 18% และทางดานปลายคารบอกซีไมคลายกับ NahAa ซึ่งเปนบริเวณ NAD-binding 
domain ทําใหทํานายไดวา ORF นี้ไมนามีหนาที่เปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20 เปรียบเทียบตําแหนงของยีนที่แยกไดจากสายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4  
 
  

การตรวจสอบความสําคัญของยีน arhA1 ของสายพันธุ SP2 โดยการสรางสายพันธุ
กลายที่ knock out การทํางานของยีน arhA1 พบวาสายพันธุกลายดังกลาวไมสามารถยอย
สลายอะซีแนพธีนได ดังนั้นยีน arhA1 นี้จึงมีความสําคัญในการยอยอะซีแนพธีนในสายพันธุ 
SP2 

นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดัก
เทส และยีนควบคุม ระหวางสายพันธุ SP2 และ A4 โดยวิธีไฮบริไดสเซชั่นโดยโดยใช DNA 
ติดตามจากสายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ 2006) พบวายีนเหลานี้ของทั้งสองสายพันธุมี
ความคลายคลึงกันมาก จึงออกแบบไพรเมอรเพ่ือทํา gene walking เพ่ือแยกยีนเหลานี้จากสาย
พันธุ SP2 ซึ่งสามารถแยกยีนเหลานี้ไดและพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับของสาย
พันธุ A4 ถึง 99-100% อยางไรก็ตามยีน arhA3 ของสายพันธุ SP2 สั้นกวาของสายพันธุ A4 
โดยขาดกรดอะมิโนบริเวณปลาย และเมื่อตรวจสอบการทํางานรวมกันของยีนประมวลรหัส
รหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทสกับออกซิจีเนสพบวาสามารถทํางานรวมกันได 
โดยสามารถเปลี่ยนอินโดลใหเปนอินดิโกได 
 การเปรียบเทียบยีนที่แยกไดจากสายพันธุ SP2 และสายพันธุ A4 สามารถสรุปไดวา
การเรียงตัวของยีนทั้ง 2 สายพันธุเหมือนกัน และยังมีความเหมือนของลําดับอะมิโนในแตละยีน
ใกลเคียงกันมาก เมื่อจัดกลุมหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 
(ArhA1) พบวาอยูในสาขาเดียวกับ Sphingomonas sp. A4 และมีความใกลเคียงกันมาก แตทั้ง 
2 มีการแตกสาขาจากกลุมแบคทีเรียแกรมลบกลุมอ่ืน เชน ยีนกลุม nah และยีนกลุมคลาย nah 
ซึ่งเก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีน และยีนกลุม phn ซึ่งเก่ียวของกับการยอยสลายฟแน
นทรีน จากรายงานวาสวนใหญแบคทีเรียที่มีความใกลเคียงกันทางสายพันธุจะสามารถยอย

   38%                    99%                     99%                    99%            100%     
(76/199)             (441/443)            (190/191)            (301/302)     
(180/180) 

สายพันธุ SP2 

สายพันธุ A4 

0.5 กิโล
เบส 
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สลาย PAHs ที่คลายกัน และมีลักษณะยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายคลายกัน เชน การ
จัดเรียงตัวของยีนหรือลําดับนิวคลีโอไทดของหนวยยอยแอลฟาที่ประมวลรหัสจากยีนดังกลาว 
เชน  
 แบคทเีรียในกลุม pseudomonad ไดแก nbo ของ P. putida NCIB9816 (Kurkela และ
คณะ, 1988), nah ของ P. putida G7 และสายพันธุ NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993), 
dox ของ Pseudomonas sp. C18 (Denome และคณะ, 1993) และ pah ของ P. aeruginosa 
OUS82 และสายพันธุ Pak1 (Takizawa และคณะ, 1999) เปนตน ซึ่งแบคทีเรียดังกลาว
สามารถยอยสลายแนพธาลีน และมียีนในกลุม nah และกลุมคลาย nah ซึ่งเก่ียวของกับการยอย
สลายแนพธาลีน ซึ่งการจัดเรียงตัวของยีนที่คลายกัน (Habe และ Omori, 2003) ทําใหสามารถ
จัดวาเปนตัวแทนของกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลายแนพธาลีน 
 Mycobacterium sp. ไดแก nid ของ M. vabaalenii PYR-1 (Khan และคณะ, 2001), 
pdo ของ Mycobacterium sp. 6PY1 (Krivobok และคณะ, 2003) และ nid ของ 
Mycobacterium sp. S65 (Sho และคณะ, 2004) ทั้ง 3 สายพันธุสามารถยอยสลายไพรีน และมี
ยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนที่คลายกัน  
 กลุม sphingomonad ไดแก bph ของ Sphingobium yanoikuyae B1 (Kim และ 
Zylstra, 1999) และ Novosphingobium aromaticivorans F199 (Romine และคณะ, 1999) 
และ ahd ของ Sphingobium sp. P2 (Pinyakong และคณะ, 2003b) ซึ่งสามารถยอยสลาย     
ไบฟนิลและฟแนนทรีน และมีการจัดเรียงตัวของยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไบฟนิลและ   
ฟแนนทรีนที่คลายกัน (Pinyakong และคณะ, 2003a)  
 รายงานของ Pinyakong และคณะในป 2004 แยกยีนประมวลรหัสเอนไซมตัวแรกในวิถี
การยอยสลายอะซีแนพธีน (arhA1A2) จาก Sphingomonas sp. A4 ซึ่งจัดอยูในแบคทีเรียกลุม 
sphingomonad แตยีนที่แยกไดประมวลรหัสเอนไซมที่มีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางจาก
เอนไซมที่เก่ียวของกับการยอยสลายไบฟนิลและฟแนนทรีนดังรายงานขางตน ทําใหสรุปไดวา
ยีน arh ของสายพันธุ A4 นาจะเปนตัวแทนของกลุมยีนใหมที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแน
พธีน ซึ่งจากผลการทดลองพบวาสายพันธุ SP2 ที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนไดมียีน 
arhA1A2 ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาที่คลายกับของสายพันธุ A4 มาก และมีการ
เรียงตัวของยีนที่คลายกัน (รูปที่ 20) จึงเปนการสนับสนุนขอสรุปวา arh นาจะเปนตัวแทนของ
กลุมยีนใหมที่เก่ียวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน 
 จากการจัดกลุมสายพันธุของ Sphingomonas sp. SP2 ดวยลําดับนิวคลีโอไทดของ 
16S rDNA ขนาด 1,416 bp พบวาสายพันธุ SP2 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในจีนัส 
Novosphingobium และสายพันธุ A4 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในจีนัส Sphingobium จึง
เชื่อไดวาสายพันธุ SP2 ไมใชสายพันธุกลายจากสายพันธุ A4 เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่อยูใน
จีนัสแตกตางกัน ซึ่งการที่ทั้ง 2 สายพันธุมีลําดับกรดอะมิโนของหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัล
ออกซิจีเนสที่คลายกันมาก อาจเกิดจากการถายโอนยีนเนื่องจากมีบรรพบุรุษใกลกันทําให
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สามารถถายโอนยีนกันได หรืออาจเกิดจากการที่มีบรรพบุรุษที่มียีนในวิถีการยอยสลาย PAHs 
คลายกันแตเกิดการวิวัฒนาการแตกตางกันทําใหเกิดการขาดหายหรือกลายพันธุบางตําแหนง
ของยีน เชน ในรายงานของ Kulakov และคณะ (2005) วิเคราะหยีนที่เก่ียวของกับการยอย
สลายแนพธาลีนจาก 5 สายพันธุ คือ Rhodococcus sp สายพันธุ NCIMB12038, P200, P400, 
I24 และ CIR2 โดยตั้งสมมติฐานวาทั้ง 5 สายพันธุมีบรรพบุรุษรวมกัน และเมื่อเกิดการสูญหาย
ของยีนในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนบางสวนแตกตางกันทําใหแยกเปน 2 กลุมบรรพบุรุษ 
ไดแก กลุม 1 สายพันธุ P400 และ I24 และกลุม 2 สายพันธุ NCIMB12038 และ CIR2 เมื่อเกิด
การถายโอนยีนกันระหวางกลุมบรรพบุรุษทําใหเกิดสายพันธุ P200  
 เมื่อเทียบลําดับกรดอะมิโนหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสจากสายพันธุ 
SP2 (ArhA1) กับหนวยยอยแอลฟาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. 
NCIB986-4 เพ่ือหาบริเวณอนุรักษของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนส พบบริเวณ
อนุรักษ 2 บริเวณ คือ บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ([2Fe-
2S]) ของหนวยยอยแอลฟามีลําดับกรดอะมิโน ดังนี้ CXHX17CX2H ซึ่งตรงกับตําแหนง Cys50 
Cys67 His52 และ His70 และบริเวณที่ 2 คือบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่
บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมซึ่งตรงกับตําแหนง His204, His209 และ Asp358 โดยรายงาน
บริเวณอนุรักษของ  แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB986-4 มีบริเวณ
อนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ([2Fe-2S]) ของหนวยยอยแอลฟาตรง
กับตําแหนง Cys81 Cys101 His83 และ His104 ซึ่งมีการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนรอบ
บริเวณเรงปฏิกิริยาครอบคลุมกรดอะมิโนลําดับที่ 159-378 โดยเรียกบริเวณดังกลาววา “helix-
grip fold” (Carredano และคณะ, 2000) และบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซมซึ่งตรงกับตําแหนง 
His208, His213 และ Asp 362 (Hegg และ Que 1997) รายงานการศึกษาโครงสรางสราง 3 
มิติของหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออกซิจีเนสเพ่ือยืนยันบริเวณเรงปฏิกิริยา เชน แนพธา
ลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. NCIB9816-4 (Kauppi และคณะ, 1998), PCB ได
ออกซิจีเนส Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (Suenaga และคณะ, 2002) และได
ออกซิจีเนส ของ Sphingomonas sp. CHY-1 (Jakoncic และคณะ, 2007) 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ ArhA1 กับฐานขอมูล พบวามีความ
เหมือน ArhA1 ของสายพันธุ A4 ถึง 99% โดยตางกัน 2 กรดอะมิโน ที่ตําแหนง Met261 และ 
Ser347 ซึ่ง ArhA1 ของสายพันธุ A4 คือ Thr261 และ Gly347 ซึ่งทั้ง 2 ตําแหนงอยูในบริเวณ 
helix-grip fold ทําใหความแตกตางของกรดอะมิโนดังกลาวใน 2 สายพันธุ นาจะมีความสําคัญ
ตอการทํางานของเทอรมินัลออกซิจีเนสซึ่งทําใหสายพันธุ SP2 สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน
แตไมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได สวนสายพันธุ A4 สามารถยอยสลายสารทั้ง 2 ชนิดได 
(Pinyakong และคณะ, 2004)  
 การตรวจสอบความสามารถในการยอยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ ของเทอรมินัล
ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 ใน Escherichia coli JM109 โดยยีน arhA1 และ arhA2 ของ
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สายพันธุ SP2 (pPPA1A2) สามารถแสดงออกไดบนเวกเตอร pUC18 ใน E.coli JM109 โดย
สามารถแสดงออกรวมกับ pSA3A4 ซึ่งบรรจุยีนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน (ahdA3) และ
เฟอรรีดอกซิน รีดักเทส (ahdA4) ของสายพันธุ P2 ได (Pinyakong และคณะ, 2003b) และ
พบวาเทอรมินัล   ออกซิจีเนสของสายพันธุ SP2 สามารถใชอะซีแนพธีนเปนสับสเตรทได แต
ไมสามารถใชอะซีแนพธิลีนได ซึ่งรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) พบวาสายพันธุ A4 
สามารถใชอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีนได แสดงวาเทอรมินัลออกซิจีเนสของ 2 สายพันธุมี
ความจําเพาะตอสับสเตรทตางกัน โดยมีรายงานการแทนที่กรดอะมิโนบริเวณเรงเพ่ือศึกษา
ความจําเพาะของบริเวณเรงตอสับสเตรทในการเกิดผลิตภัณฑ (substrate specificity) รวมถึง
ตําแหนงในการเรงปฏิกิริยาบนสับสเตรท (stereochemistry) เชน ตําแหนงของหมูไฮดรอกซิ
ลบนสารผลิตภัณฑ (regiospecificity) และทิศทางการหมุนของโมเลกุลสารผลิตภัณฑ 
(enantiomer) เชน 
 Parales และคณะ (2000) ศึกษาสายพันธุกลาย Asn201Gln, Asn201Ser, Phe202Val, 
Val260Ala, Val260Leu, Trp316Ala, Thr351Arg, Thr351Ser, Thr351Asn, Phe352Val, 
Phe352Leu และ Met366Trp ของหนวยยอยแอลฟาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (Ndo) จาก 
Pseudomonas sp. NCIB986-4 ในการยอยสลายไบฟนิล แนพธาลีนและฟแนนทรีน เมื่อแทนที่
ตําแหนง 201, 202, 260, 316, 351 และ 366 พบวามีการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของผลิตภัณฑ
หลักเพียงเล็กนอยหรือไมมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อใชไบฟนิลและแนพธาลีนเปนสับสเตรท และ
สายพันธุกลาย Thr351Arg ทําใหเกิดผลิตภัณฑรอง (1,2-ไดไฮโดรไดออล) มากข้ึนอยางมี
นัยสําคัญเมื่อใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรท การแทนทีต่ําแหนงที่ Phe352 พบวาผลิตภัณฑหลัก
ที่เกิดจากสายพันธุกลาย Phe352Val และ Phe352Leu มี regiospecificity เปลี่ยนแปลงไปจาก
สายพันธุด้ังเดิมซึ่งผลิตภัณฑหลักคือ ไบฟนิล-2,3-ไดไฮโดรไดออล แตสายพันธุกลายมี
ผลิตภัณฑหลักเปนไบฟนิล-3,4-ไดไฮโดรไดออล และสายพันธุด้ังเดิมสามารถยอยสลายฟแนนท
รีนไดผลิตภัณฑหลักเปน 3,4-ไดไฮโดรไดออล แตสายพันธุกลาย Phe352Val มีผลิตภัณฑหลัก
เปน 1,2-ไดไฮโดรไดออล สวนสายพันธุกลาย Phe352Leu ยังมีผลิตภัณฑหลักเปน 3,4-ได
ไฮโดรไดออล แตอัตราสวนลดลงและพบผลิตภัณฑใหม คือ 9,10-ไดไฮโดรไดออล ทําใหทราบ
วาตําแหนง 352 มีความสําคัญตอตําแหนงในการเรงปฏิกิริยาบนสับสเตรท 
 Pollmann และคณะ (2003) ศึกษาการแทนที ่ Leu366 และ Leu272 ของหนวยยอย
แอลฟาของเททราคลอโรเบนซีนไดออกซิจีเนส (TecA) จาก Ralstonia sp. PS12 โดยสรางสาย
พันธุกลาย Phe366Tyr, Phe366Trp, Phe366Leu, Leu272Trp และ Leu272Phe พบวา
ตําแหนง 366 เมื่อแทนที่ดวยกรดอะมิโนขนาดใหญไมพบการทํางานของเอนไซม เนื่องจาก
ขนาดของหมูขางไปบดบังบริเวณเขาจับของสับสเตรท และเมื่อแทนที่ดวยกรดอะมิโนขนาดเล็ก 
พบวามีการเปลี่ยนแปลง regiospecificity ของผลิตภัณฑหลักเมื่อใช 2,5-ไดคลอโรโทลูอินเปน
สับสเตรท คือ TecAB ของสายพันธุ PS12 มีผลิตภัณฑหลักเปน 3,6-ไดคลอโร-4-เมธิลแคทิ
คอล (81%) แตสายพันธุกลาย Phe366Leu ไดผลิตภัณฑหลักเปน 2,5-ไดคลอโรดเบนซิล
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แอลกอฮอล (54%) เนื่องจากขนาดของบริเวณ binding pocket เปลี่ยนแปลงทําใหการหมุนของ
สับสเตรทใน pocket ไมแนนอน จึงไดผลิตภัณฑหลักแตกตางกัน จากการแทนที่ตําแหนง 272 
ดวยกรดอะมิโนขนาดใหญ ไมพบความแตกตางจากสายพันธุด้ังเดิม กรดอะมิโนตําแหนงที่ 272 
จึงไมมีผลตอบริเวณทีส่ับสเตรทเขาทําปฏิกิริยา 
 Keenan และคณะ (2004) ศึกษาการแทนที ่ Val350 ดวย Phe ในหนวยยอยแอลฟา
ของ 2,4-ไดไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสจาก Burkholderia cepacia R34 พบวามีการเพ่ิมข้ึน
ของผลิตภัณฑเมื่อใช ออโธ-ไนโตรฟนอล เมตา-ไนโตรฟนอล และออโธ-เมธอกซีฟนอล เปน
สับสเตรท และสามารถใชสับสเตรทไดหลายชนิดข้ึน ไดแก เมตา-เมทธอกซีฟนอล ออโธ-ครี
ซอล และเมตา-ครีซอล (สายพันธุด้ังเดิมไมสามารถใชได) เนื่องจากหมูขางของตําแหนง 350 
ในสายพันธุด้ังเดิมจะเกิดพันธะกับ ion-binding active site (Asp360, His206 และ His211) แต
ในสายพันธุกลายพบวาหมูขางของ Phe ทําใหระยะของ His206 และ His211 ในการเกิดพันธะ
สั้นลง แตความยาวของพันธะมีผลตอ active-side ไมมากเทาขนาดของหมูขาง Phe ที่ย่ืนเขาสู
บริเวณเขาจับของ สับสเตรท ทําใหสามารถใชสับสเตรทขนาดเล็กไดเพ่ิมข้ึน 

Suenaga และคณะ (2002) สรางสายพันธุกลาย Ile335Phe และ Thr376Asn ของ
หนวยยอยแอลฟาของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก (BphA1) P. pseudoalcaligenes KF707 ให
เหมือนกับ BphA1 ของสายพันธุ LB400 พบวาผลิตภัณฑหลักที่เกิดจากสายพันธุกลายทั้ง 2 มี 
regiospecificity เปลี่ยนแปลงไป ไดแก สายพันธุ KF707 สามารถเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง 
5 และ 6 บนสับสเตรท 2,2’-ไดคลอโรดไบฟนิล แตสายพันธุกลายทั้ง 2 เติมหมูไฮดรอกซิลที่
ตําแหนง 2 และ 3 เหมือนสายพันธุ LB400 และในป 2005 ศึกษาการแทนที ่Thr376 ดวย Gln, 
Tyr, Gly, Ser, Asp, Lys, Asn, Val และ Phe ซึ่งแทนโครงสรางในแบบตางๆ เชน ขนาดใหญ
ข้ึน (Gln และ Tyr) ขนาดเล็กลงข้ึน (Gly และ Ser) หมูขางเปนกรด (Asp) หมูขางปนเบส (Lys) 
และกรดอะมิโนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic; Val และ Phe) เมื่อใชไบฟนิล 4-เมทธิวไบฟนิล และ
ไดฟนิลเมทเธนเปนสับสเตรท พบวาเมื่อแทนที่ดวย Gln, Tyr, Gly และ Ser การทํางานของ
เอนไซมลดลง เนื่องจากขนาดของกรดอะมิโนตําแหนง 376 มีผลตอ binding-pocket ซึ่งเปน
บริเวณเขาจับของสับสเตรทคือ เมื่อกรดอะมิโนมีขนาดใหญข้ึนจะบดบังบริเวณเขาจับ แตถา
กรดอะมิโนมีขนาดเล็กลงจะทําใหสับสเตรทหลุดจากบริเวณจับไดงายข้ึน เมื่อแทนที่ดวย Asp 
หรือ Lys พบการทํางานของเอนไซมลดลง เนื่องจากความเปนกรดเบส อาจมีผลตอรูปรางของ 
binding-pocket และเมื่อแทนที่ดวย Val และ Phe พบวาการทํางานของเอนไซมเพ่ิมข้ึน 
เนื่องจากบริเวณเขาจับของ      สับสเตรทมักประกอบดวยกรดอะมิโนที่ไมชอบน้ําทําให 
binding-pocket มี hydrophobicity สูง จึงมีความเสถียรภาพกวามากข้ึนเมื่อแทนที่ดวยกรดอะมิ
โนที่ไมชอบน้ํา จากการวิเคราะหลักษณะโครง สรางของกรดอะมิโนแทนที่ในเชิง 3 มิติ ของสาย
พันธุกลาย Thr376Phe และ Ile335Phe รวมกับ Thr376Asn ดวยโปรแกรม MOE software 
พบวาตําแหนง 376 นั้นอยูใกลกับ His233 และ His239 มากกวา Ile335 แตไมปฏิสัมพันธ
โดยตรงกับสับสเตรท และในสายพันธุด้ังเดิมเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวาง Asn373 กับ Thr376 
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แตในสายพันธุกลายทั้ง 2 ไมเกิดพันธะไฮโดรเจน ซึ่งมีผลตอการเขาจับของสับสเตรทและ
เสถียรภาพของเอนไซม 
 จากรายงานขางตนและจากการทํานายโครงสรางสามมิติของหนวยแอลฟาของ
เทอรมินัลไดออกซิจีเนสของ Sphingomonas sp. SP2 และ Sphingomonas sp. A4 จากลําดับ
กรดอะมิโนดวยโปรแกรม predictprotein สามารถทํานายไดวาการที่เทอรมินัลออกซิจีเนสของ
สายพันธุ SP2 และ A4 พบวาบริเวณ catalytic domain ของทั้งสองโปรตีนมีความใกลเคียงกัน
มาก โดยกรดอะมิโนที่แตกตางกันระหวางโปรตีนของสายพันธุ SP2 ที่ตําแหนง Met261 และ 
Ser347 ซึ่ง ArhA1 ของสายพันธุ A4 คือ Thr261 และ Gly347 นั้นทั้ง 2 ตําแหนงอยูในบริเวณ 
helix-grip fold โดยคาดวาอยูที่บริเวณสวนของโปรตีนที่เปนทางผานของซับเสรตเขาสูบริเวณ 
catalytic domain ซึ่งอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหมีความจําเพาะตอสับสเตรทแตกตางกัน 
 สําหรับการศึกษาการชักนําการแสดงออกของ arhA1 จากทั้งสายพันธุ A4 และ SP2 
พบวา ยีน arhA1 สามารถถูกชักนําไดดวยทั้งอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีน ดังนั้นความ
แตกตางของความจําเพาะตอการยอยสลายสารดังกลาวในแบคทีเรียสองสายพันธุนี้นาจะ
เก่ียวของกับโครงสรางของเอนไซมดังที่ไดอภิปรายดานบน แตไมเก่ียวของกับการชักนําการ
แสดงออกของเอนไซม 
 
ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
งานวิจัยตอยอดจากงานวิจัยนี้ที่นาสนใจและมีประโยชน เชน 

1. การศึกษาการแทนที่ลําดับอะมิโนทั้ง 2 ตําแหนงและตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งใน 
ArhA1SP2ดวย Thr261 และ Gly347 ใหเหมือนกับหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลออก
ซิจีเนสของสายพันธุ A4 เพ่ือศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทวามีการเปลี่ยนแปลง
หรือไมเพ่ือยืนยันคําทํานายดังกลาวขางตน ซึ่งขอมูลที่จะไดรับจะเปนขอมูลสําคัญ
เก่ียวของกับบริเวณสําคัญของเอนไซมที่มีผลตอความจําเพาะตอสับสเรท และเปน
ขอมูลสําหรับปรับปรุงเอนไซมใหมีประสิทธภิาพตอไปได  

2. การทํา protein engineering ปรับปรุงประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมออกซิจีเนส 
3. การศึกษายีนอ่ืนๆ ที่เก่ียวของกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนในแบคทีเรียทั้งสองสาย

พันธุ เชน orf 5 ของสายพันธุ SP2 ซึ่งพบวามีความคลายคลึงกับ NagAa (เฟอรรีอก
ซิน รีดักเทส) จาก Ralstonia sp. U2 แตไมมี NADH-binding motif ที่บริเวณปลาย 3’ 
ซึ่งจากรายงานการวิจัยอ่ืนๆพบวา ThnY ซึ่งมีความคลายคลึงกับเฟอรรีอกซิน รีดักเทส
แตไมมี NADH-binding motif มีบทบาทสําคัญบางอยางในการควบคุมยีนที่เก่ียวของ
กับการยอยสลาย tetraline ใน Sphingomonas (Martinez-Perez และคณะ 2004) 
ดังนั้นการศึกษา orf 5 ของ Sphingomonas sp. SP2 จึงมีความนาสนใจซึ่งอาจทําใหได
องคความรูใหมเก่ียวของกับการควบคุมการยอยสลายสารอะโรมาติกโดย 
Sphingomonas ได 
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Acenaphthene is a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) consisting of 

naphthalene with an ethylene bridge connecting positions 1 and 8.  Due to their toxic 
properties, acenaphthene and other fifteen PAHs have been designated to be priority 
pollutants by The U.S. Environmental Protection Agency.  Sphingomonas sp. SP2 has 
been found to have ability to degrade acenaphthene but it cannot grow on other PAHs.  
The clone containing genes encoding large and small subunits of terminal oxygenase of 
this strain was isolated by using the ability to oxidize indole to indigo.  The amino acid 
sequences of both proteins exhibited highest identity (99%) to those of the large (ArhA1) 
and small (ArhA2) subunits of terminal oxygenase from Sphingomonas sp. A4, a strain 
capable of utizing both acenaphthene and acenaphthylene.  Functional analysis of 
arhA1arhA2 of strain SP2 as terminal acenaphthene dioxygenase was confirmed by 
biotransformation and expression in E. coli.  Furthermore, insertion inactivation of the 
arhA1 gene revealed that this gene is necessary for acenaphthene degradation.  This 
study suggests that sphingomonads utilizing acenapthene might possess a unique 
group of catalytic genes which are different from those of other aromatic hydrocarbon 
degradation.  It is also interesting that these two sphingomonads which are different in 
their substrate specificity possess terminal oxygenase with high identical protein.  
Comparative structure prediction of ArhA1 from both sphingomonads is being analyzed 
from their amino acid sequences by using known three-dimensional structure of 
naphthalene dioxygenase as a model.   
 
 
 


