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Abstract 

Project Code :  MRG4980151 
Project Title :  A study of Vibrio cholerae El Tor biotype-specific genes 
Investigator:  Pornphan Diraphat 
  Department of Microbiology, Faculty of Public Health, Mahidol University 
 Professor Wanpen Chaicumpa 
 Faculty of Medicine, Siriraj Hospital, Mahidol University  
E-mail Address: phpdr@mahidol.ac.th 
Project Period: 2 years 
 

 Vibrio cholerae, the causative agent of cholera, exhibits two distinctive lifestyles, one 
inside the milieu of the human intestine and the other in the aquatic environment.  The factors 
that enhance the adaptation of V. cholerae to the changing parameters of its ecological niche 
are critical to its survival and chance to cause epidemics and pandemics.  V. cholerae O1, the 
serogroup that associated with epidemics and pandemics, exist in two biotypes: classical and El 
Tor.  The El Tor biotype undoubtedly evolved as better survivors in the aquatic environment 
and currently is prevailing strains of V. cholerae O1.  The factors that led to the overwhelming 
of the El Tor biotype are not clearly known but believed to be differences in their environmental 
fitness.    Comparative genomic microarray analysis of V. cholerae revealed a group of genes 
i.e. VCA0728-VCA0730 on the bacterial small chromosome specifically presented in O1 El Tor 
and O139 strains.  Computational analysis of these 3 hypothetical protein sequences suggested 
that they belong to the same operon and working in concert to verify the successful 
transmission of the newly replicated chromosome during cell division.  They also function in a 
range of chromosomal stability, including recombination, DNA repair and silencing of gene 
expression.  To verify, we constructed 3 deletion mutants (VCA0728, VCA0729, and 
VCA0730) from V. cholerae El Tor N16961 and compared the expression profiles to the 
parent strain by modified representational difference analysis.  The differential expressed genes 
were clustered in the functional groups involved in DNA replication initiation, recombination, 
DNA repair and transcriptional regulation.  The results agreed with the computational analysis, 
so we proposed here that the VCA0728, VCA0729 and VCA0730 functioned in chromosomal 
segregation during cell division, homologous recombination, DNA repair and transcription 
regulation.   
 
Keywords :  Vibrio cholerae, El Tor biotype,  survival, DNA repair 
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Vibrio cholerae ซึง่เป็นสาเหตุของอหวิาตกโรคสามารถดํารงชวีติไดท้ัง้ในลําไสข้องมนุษย ์
และในแหล่งน้ําตามธรรมชาต ิปจัจยัทีช่่วยในการปรบัตวัเพื่อรบัการเปลีย่นแปลงของสิง่แวดลอ้มรอบตวั
ของเชือ้เป็นองคป์ระกอบสาํคญัทีช่่วยใหเ้ชือ้มชีวีติรอดและมโีอกาสทีจ่ะก่อใหเ้กดิการระบาดของโรค V. 
cholerae O1 ซึง่เป็น serogroup ทีก่่อใหเ้กดิการระบาดทัว่โลกจาํแนกไดเ้ป็น 2 biotypes คอื classical 
และ El Tor โดย El Tor biotype มวีวิฒันาการในการปรบัตวัทีด่จีนสามารถดาํรงชวีติอยูไ่ดใ้นแหล่งน้ํา
ตามธรรมชาต ิและปจัจุบนักลายเป็นสายพนัธุห์ลกัของ V. cholerae O1 สาเหตุทีแ่ทจ้รงิทีท่าํให ้El Tor 
biotype กลายเป็นสายพนัธุห์ลกัยงัไมท่ราบแน่นอนแต่เชื่อกนัว่าเกดิจากความสามารถในการปรบัตวัให้
เขา้กบัสิง่แวดลอ้ม จากการวเิคราะหจ์โีนมของ V. cholerae ดว้ยวธิ ีmicroarray แสดงใหเ้หน็ว่ากลุ่มของ
ยนี VCA0728-VCA0730 ซึง่อยูบ่นโครโมโซมเลก็พบไดเ้ฉพาะใน O1 El Tor และ O139 เท่านัน้ จาก
การวเิคราะห์ลําดบัเบสของโปรตีนที่ไม่ทราบหน้าที่ทัง้สามน้ีด้วยคอมพวิเตอร์ทําใหเ้ชื่อว่ายนีทัง้สาม
น่าจะอยู่ในโอเปอรอนเดยีวกนั และทํางานร่วมกนัในการส่งถ่ายโครโมโซมทีเ่พิง่เพิม่จํานวนใหเ้ซลลล์ูก
ในขณะทีเ่ซลลม์กีารแบ่งตวั นอกจากน้ียงัทําหน้าทีเ่กีย่วกบัการคงความเสถยีรของโครโมโซม ซึง่หน้าที่
น้ีรวมถงึ recombination, DNA repair และการควบคุมการแสดงออกของยนีอื่น คณะผูว้จิยัไดส้รา้ง 
mutants ของ V. cholerae El Tor N16961 ขึน้มา 3 ตวัคอื VCA0728, VCA0729 และ 
VCA0730  และเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีระหว่าง mutants และสายพนัธุ์ตัง้ต้นโดยวธิ ี
modified representational difference analysis เพื่อพสิจูน์ผลของการทาํนายหน้าที ่ผลทีไ่ดพ้บว่ายนีที่
มกีารแสดงออกแตกต่างกนักระจุกอยูใ่นกลุ่มของยนีทีท่าํหน้าทีเ่กีย่วกบัการเริม่ตน้การสงัเคราะหด์เีอน็เอ 
recombination, DNA repair และการควบคุมการแสดงออกของยนี ผลทีไ่ดน้ยัว่าไปดว้ยกนักบัการ
วเิคราะหด์ว้ยคอมพวิเตอร ์คณะผูว้จิยัจงึขอนําเสนอว่า VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 ทาํหน้าที่
จดัแบ่งโครโมโซมในขณะทีเ่ซลลม์กีารแบ่งตวั, homologous recombination, DNA repair และควบคุม
การแสดงออกของยนีอื่น 
 

คาํหลกั: Vibrio cholerae, El Tor biotype, survival, DNA repair   
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บทนํา 

อหวิาตกโรคหรอืโรคอุจจาระรว่งอยา่งรุนแรง จดัเป็นโรคอุบตัใิหมแ่ละอุบตัซิํ้า (1) ทีย่งัคงเป็น

ปญัหาสาธารณสขุทีส่าํคญัของไทย และประเทศต่างๆทัว่โลกโดยเฉพาะประเทศทีก่ําลงัพฒันาซึง่มรีะบบ

สขุาภบิาลทีย่งัไมด่พีอ ในแต่ละปีมคีนตายเน่ืองจากอหวิาตกโรคถงึ 120,000 ราย โดยสว่นใหญ่เป็นเดก็ 

(1, 2) อหวิาตกโรคจดัเป็นโรคทีต่อ้งเฝ้าระวงัในระบบการรายงานของกระทรวงสาธารณสขุ ภายหลงัจาก

เริม่โครงการประกนัสขุภาพทัว่หน้าของกระทรวงสาธารณสขุ แนวโน้มการสง่ตรวจทางหอ้งปฏบิตักิารใน

หลายโรคลดลง เน่ืองจากปญัหาค่าใช้จ่ายในการตรวจ จงึอาจมผีลต่อการรายงานโรค ทําให้จํานวน

ผูป้ว่ยอาจน้อยกวา่ความเป็นจรงิ (3) แนวโน้มการระบาดของอหวิาตกโรคในประเทศไทยมลีกัษณะปีเวน้ 

2 ปี คอือตัราปว่ยเพิม่สงูขึน้ 1 ปี จากนัน้จะลดลงใน 2 ปีถดัมา และจะเพิม่สงูขึน้ใหมใ่นปีต่อไป (4) การ

ระบาดของอหวิาตกโรคเกดิไดต้ลอดทัง้ปี แต่ชว่งทีม่กีารระบาดสงู คอื ชว่งเดอืนมถุินายนถงึพฤศจกิายน  

ซึ่งเป็นฤดูฝน สภาพแวดลอ้มทีเ่ฉอะแฉะ ทําใหก้ารสุขาภบิาลแย่ลง รวมถงึเป็นช่วงทีเ่กษตรกรทําการ

เพาะปลูก สภาพแวดล้อมและการงานทําใหย้ากต่อการปฏบิตัิตามหลกัสุขาภบิาลอาหาร ซึ่งอาจเป็น

ปจัจยัทีส่ง่เสรมิการแพร่กระจายโรค (4) ในปี พ.ศ.2550 การระบาดเกดิขึน้อย่างต่อเน่ืองและรุนแรงมาก

ขึน้ โดยมกีารรายงานผูป้ว่ย 986 ราย จาก 50 จงัหวดั โดยช่วงทีม่กีารระบาดรุนแรงทีสุ่ดคอืเดอืนตุลาคม 

จาํนวนผูป้ว่ยในเดอืนเดยีวมสีงูถงึ 399 ราย อตัราปว่ยสงูทีส่ดุในกลุ่มเดก็เลก็ (0 - 4 ปี)  

การระบาดของอหวิาตกโรคมกัเกดิตามชายฝ ัง่ทะเล เน่ืองจากการทิ้งของเสยีและถ่ายลงน้ํา

ทะเลและน้ํากร่อยซึ่งเป็นแหล่งโรคตามธรรมชาติ โดยเฉพาะในชุมชนของคนงานต่างด้าวที่อาศยัอยู่

อย่างแออดั และมหีอ้งน้ําไม่เพยีงพอ ทําใหม้กีารปนเป้ือนของเชือ้อยู่ในอาหารและแหล่งน้ําของชุมชน 

จงึเกิดการระบาดของโรค สิง่ที่น่าเป็นห่วงคือคนเหล่าน้ีมกัมภีูมคิุ ้มกนัต่อโรคสูงเน่ืองจากได้รบัเชื้อ

ซํ้าซาก เมือ่มกีารตดิเชือ้อหวิาตกโรคทาํใหอ้าการไมร่นุแรง จงึไมไ่ดไ้ปพบแพทย ์เพยีงแต่รบัประทานยา

แก้ท้องเสียหรอืเกลือแร่เท่านัน้ แต่เชื้ออหิวาตกโรคยงัคงมีอยู่ในร่างกายและสามารถแพร่ออกไปสู่

สิง่แวดล้อมและเชื้อไปสะสมอยู่ในสตัว์ที่ชาวประมงเลี้ยงตามชายฝ ัง่ทะเล โดยเฉพาะหอยสองฝา เช่น 

หอยแครง หอยแมลงภู่ หรอืไปเกาะตามแพลงตอนทีช่าวประมงใชเ้ป็นอาหารเลีย้งกุง้ หอย ป ูปลา จาก

การสอบสวนโรคในปี พ.ศ. 2550 พบว่าผูป้ว่ยเป็นจาํนวนมากไดร้บัเชือ้อหวิาตกโรคจากการรบัประทาน

หอยแครง (4) 

เชือ้ทีเ่ป็นสาเหตุของอหวิาตกโรค คอื Vibrio cholerae ซึ่งเป็นแบคทเีรยีแกรมลบรูปโคง้ 

เคลื่อนที่ โดยอาศยัแฟลกเจลลาซึ่งมอียู่เพยีงเสน้เดยีวที่ปลายของตวัเชื้อ จดัอยู่ในกลุ่ม gamma-

Proteobacteria พบไดใ้นน้ําเคม็และน้ํากร่อย แบ่งออกไดก้ว่า 200 serogroups ตามความแตกต่างของ 

O-antigen ทีอ่ยูบ่นผนงัเซลล ์serogroup O1 สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 serotypes คอื Ogawa, Inaba และ
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ทีพ่บน้อยทีสุ่ดคอื Hikojima นอกจากน้ีแต่ละ serotype ยงัสามารถแบ่งไดอ้กีเป็น 2 biotypes คอื 

classical และ El Tor โดยแบ่งตามคุณสมบตัทิางชวีเคมแีละความไวต่อ bacteriophage ของเชือ้ 

แบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิการระบาดทัว่โลกมเีพยีง serogroups O1 และ O139 เท่านัน้ (2) แบคทเีรยี 

serogroups อื่นๆนอกเหนือจาก serogroup O1 และ O139 เรยีกว่า non-O1, non-O139 serogroups 

ซึง่มรีปูรา่งและคุณสมบตัคิลา้ยคลงึกบั serogroup O1 เพยีงแต่ไมเ่กดิปฏกิริยิาเกาะกลุ่มกบั polyvalent 

O1 และ O139 antiserum เท่านัน้ non-O1, non-O139 Vibrio cholerae สามารถก่อใหเ้กดิอุจจาระรว่ง

และการตดิเชือ้ภายนอกลาํไส ้และอาจก่อใหเ้กดิการระบาดได ้แต่ไมเ่คยก่อใหเ้กดิการระบาดทัว่โลก 

นบัแต่ปี พ.ศ. 2360 เป็นตน้มา มกีารระบาดของอหวิาตกโรคทีค่รอบคลุมพืน้ทีเ่กอืบทัว่โลก

มาแลว้ถงึ 7 ครัง้ โดยมสีาเหตุจาก serogroup O1 ทัง้สิน้ จากหลกัฐานพบว่า การระบาดครัง้ที ่5 และ 6 

และคาดวา่รวมถงึครัง้ที ่1-4 ดว้ย มสีาเหตุจาก classical biotype สว่นครัง้ที ่7  ซึง่นบัว่าเป็นการระบาด

ครัง้ใหญ่ ยาวนานทีสุ่ด และคงสบืเน่ืองจนถงึปจัจุบนั เกดิจาก El Tor biotype (5) อาการของโรคทีเ่กดิ

จาก  V. cholerae classical biotype จะรุนแรงกว่า ในขณะที ่El Tor biotype สามารถปรบัตวัใหเ้ขา้กบั

สิง่แวดล้อมได้ดกีว่า (6) เน่ืองจากพบว่า biotype น้ีเขา้มาแทนที่ จนขณะน้ีเป็นที่เชื่อกนัว่า classical 

biotype ไดส้ญูพนัธุไ์ปแลว้ (6) ในปี พ.ศ. 2535 มกีารระบาดของอหวิาตกโรคทีเ่กดิจาก Vibrio cholerae 

serogroup O139 ซึง่นบัเป็นครัง้แรกทีส่าเหตุของการระบาดไมใ่ช ่serogroup O1 แต่ต่อมามหีลกัฐานให้

เชื่อไดว้า่ serogroup O139 มตีน้กาํเนิดมาจาก El Tor biotype โดยไดร้บัยนีทีค่วบคุมการสรา้ง LPS O-

antigen จาก V. cholerae serogroups อื่นโดยม ีbacteriophage เป็นตวันํา (7) ในปี พ.ศ. 2550 มกีาร

วเิคราะห ์V. cholerae สายพนัธุท์ีก่่อใหเ้กดิการระบาดทีป่ระเทศโมแซมบกิพบว่ายนีสว่นใหญ่เหมอืนกบั 

El Tor biotype แต่ม ี CTX prophage ของ classical biotype ซึง่เชือ้น้ีสามารถก่อโรคไดรุ้นแรง

เชน่เดยีวกบั classical biotype และทนต่อสภาวะแวดลอ้มไดด้เีหมอืน El Tor biotype (8) 

Vibrio cholerae มสีองโครโมโซม คอืโครโมโซมใหญ่และโครโมโซมเลก็ ยนีทีจ่ําเป็นในการ

ดาํรงชวีติ เช่น ยนีทีเ่กีย่วขอ้งในการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ ขบวนการ transcription, translation และการ

สรา้งผนงัเซลล ์รวมไปถงึยนีทีใ่ชใ้นการก่อพยาธสิภาพ เช่น สารพษิ แอนตเิจนบนผวิเซลล ์และโมเลกุล

ทีใ่ชใ้นการเกาะตดิเซลลข์องโฮสต ์สว่นใหญ่อยูบ่นโครโมโซมใหญ่ ในขณะทีโ่ครโมโซมเลก็ประกอบดว้ย

ยนีทีไ่ม่ทราบหน้าทีถ่งึรอ้ยละ 59 นอกจากน้ียงัพบยนีจํานวนมากทีไ่มไ่ดม้ตีน้กําเนิดจากเชือ้แบคทเีรยี

ในกลุ่ม gamma-Proteobacteria รวมถงึ integron island ขนาดใหญ่ทีม่คีุณสมบตัใินการจบัยนีอื่น 

(gene capture) และยนีทีจ่ดัเป็น host addiction genes อกีดว้ย (9) จากการวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบจโีนม

ของ V. cholerae ทัง้ 2 biotypes โดยวธิ ีDNA microarrays พบว่ายนีสว่นใหญ่เหมอืนกนั มเีพยีง 29 

ยนีเท่านัน้ทีพ่บใน El Tor แต่ไมพ่บใน classical biotype (5) นอกจากน้ียงัพบว่ากลุ่มของยนีทีเ่รยีกว่า 
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Vibrio seventh pandemic island-I (VSP-I) และ VSP-II ซึง่เป็นยนีทีค่วบคุมการสรา้งปจัจยัก่อความ

รุนแรงของโรคพบไดเ้ฉพาะในแบคทเีรยีสายพนัธุท์ีก่่อใหเ้กดิการระบาดทัว่โลกครัง้ที ่7  ยนีกลุ่มน้ีมผีู้

ศกึษากนัอย่างกวา้งขวางแล้ว (10-13) แต่ยงัมยีนีอกีกลุ่มหน่ึงทีอ่ยู่บนโครโมโซมเลก็และพบเฉพาะใน

สายพนัธุท์ีเ่ป็น serogroups O1, El Tor biotype และ O139 แต่ยงัไม่มผีูท้าํการศกึษา ยนีกลุ่มดงั

กล่าวคือ VCA0728-VCA0730 ซึ่งยนีกลุ่มน้ีควบคุมการสร้างโปรตีนซึ่งยงัไม่ทราบหน้าที่ การศึกษา

หน้าทีข่องยนีกลุ่มน้ีน่าจะนําไปสูค่วามเขา้ใจกลไกการก่อโรคและการปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสิง่แวดลอ้มของ El 

Tor biotype ไดด้ยีิง่ขึน้ โครงการวจิยัน้ีจงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาหน้าทีข่อง VCA0728, VCA0729 

และ VCA0730 โดยการตดัแต่ละยนีและเปรยีบเทยีบการแสดงออกของ deletion mutants กบัสายพนัธุ์

ตน้แบบ 

 

วตัถปุระสงค ์
เพ่ือศกึษาหน้าท่ีของ VCA0728, VCA0729 และ VCA0730   
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วิธีทดลอง 

แบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษาครัง้น้ีคือ  

Vibrio cholerae   

N16961  ATCC 39315 El Tor Inaba serogroup O1 เป็นสายพนัธุท์ีก่่อใหเ้กดิการระบาดทัว่

โลกครัง้ที ่7  

Escherichia coli   

DH5 pir supE44 lacU169 (80 lacZ M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

relA1 

SM10  pir thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mupir; OriT of RP4 Kmr; 

conjugational donor (14) 

พลาสมิด 

pWM91 f1(+)ori lacZ of pBluescript II (SK+); unique polylinker sites: ApaI, BamHI, 

NotI, SacI, SmaI, SpeI, XhoI; sacB, SucR (15) 

pUC18 

การวิเคราะหยี์น VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 

การศกึษายนีทัง้สามเริม่จากการวเิคราะหด์ว้ยคอมพวิเตอร ์โดยเริม่จากการวเิคราะหห์าความ

คล้ายคลึงของยนีทัง้สามกบัยนีหรอืโปรตีนอื่นทําโดยการเปรยีบเทียบลําดบัเบสกบัฐานข้อมูลสากล 

(National Center for Biotechnology Information: NCBI) โดยการทาํ BLASTN และ BLASTX และ

วเิคราะหค์ุณสมบตัขิองโปรตนีทัง้สามโดยใชโ้ปรแกรมต่อไปน้ี SMART (simple modular architecture 

research tool) เพื่อหา signaling domain (16, 17), TMHMM v. 2.0 เพื่อทดสอบคุณสมบตักิารเป็น 

transmembrane protein (18), SignalP v. 3.0 เพือ่หา signal peptide (19), Coils v. 2 เพือ่ทาํนายสว่น

ทีม่โีครงสรา้งเป็น coiled coil (20), SEG เพื่อหาโครงสรา้งสว่นทีม่แีนวโน้มจะมเีบสหรอืกรดอมโินชนิด

ใดชนิดหน่ึงมากกว่าปกต ิ(21), Prospero เพื่อหาบรเิวณทีม่ ีrepeats (22), DisEMBL เพื่อทาํนาย

บรเิวณทีม่คีวามผดิปกตขิองโครงสรา้งหรอืโดเมนซึง่อาจมผีลต่อการแสดงออกของยนี (23) 
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การสกดั genomic DNA 

สกดั genomic DNA โดยใชชุ้ดน้ํายาสาํเรจ็รปู (NucleoSpin® Tissue Kits, Macherey Nagal, 

Germany) ตามคู่มอืแนะนําของบรษิทั ตามขัน้ตอนดงัน้ี เลีย้ง Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 ใน 

Luria-Bertani (LB) broth 5 มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําเชือ้ 

1 มลิลลิติร ไปป ัน่ตกที ่8,000 x g เป็นเวลา 5 นาท ีดดูสว่นน้ําทิง้ใหห้มด เตมิ suspension buffer (T1) 

180 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั เตมิ proteinase K (35 มลิลกิรมั/มลิลลิติร) 25 ไมโครลติร บ่มที ่56oซ 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้เตมิ lysis buffer (B3) 200 ไมโครลติร นําไปบ่มที ่ 70oซ เป็นเวลา 10 นาท ี

ตกตะกอนดเีอน็เอดว้ยเอธานอลบรสิุทธิ ์210 ไมโครลติร นําสว่นผสมใสล่งในคอลมัน์ทีบ่รรจุซลิกิาเจล 

ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้งคอลมัน์ดว้ยน้ํายา BW 500 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็น

เวลา 1 นาท ีจากนัน้ลา้งดว้ย washing buffer B4 600 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี

เทส่วนผสมทีผ่่านคอลมัน์ทิง้ ป ัน่ซํ้าอกีรอบเพื่อกําจดัแอลกอฮอลท์ีผ่สมอยูใ่น washing buffer ใหห้มด 

จากนัน้เกบ็ดเีอน็เอบรสิุทธิโ์ดยเตมิ elution buffer 50 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี

ทาํซํ้าอกีครัง้จะไดด้เีอน็เอบรสิทุธิร์วม 100 ไมโครลติร 

การสร้าง Depleted sequences 

การตดัยนีทัง้สามไดก้ําหนดใหเ้ป็น in frame deletion โดยการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอทีม่ลีําดบั

ก่อนและหลงัตําแหน่งดเีอ็นเอที่ต้องการตดัออก จากนัน้นําชิ้นดเีอ็นเอทัง้สองเป็นต้นแบบในการทํา 

overlapped PCR ลาํดบัเบสของ primers ทีใ่ชแ้ละตําแหน่งของ primers ดงัรปูที ่1 

การเพิม่จาํนวนดเีอน็เอทีจ่ะใชส้าํหรบัทาํ depleted VCA0728 ทาํโดยผสมสว่นผสมต่างๆลงใน

หลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร 2 หลอด แต่ละหลอดมปีรมิาตร 50 ไมโครลติร โดยส่วนผสมแต่ละ

ชนิดมคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัน้ี 1x PhusionTM HF Buffer (1.5 mM MgCl2), 200 M ของ dNTP แต่

ละชนิด, 25 M ของ primer A28-1U และ A28-A2 หรอื 25 M ของ primer A28-A3 และ A28-2DD, 

1 U PhusionTM DNA Polymerase (New England BioLabs, USA) และดเีอน็เอตน้แบบ (N16961) 

ประมาณ 200 นาโนกรมั การเพิม่จํานวนดเีอน็เอทําในเครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ 

Research, USA) และใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 98oซ 30 วนิาท ีตามดว้ย 98oซ 10 วนิาท,ี 59oซ 30 วนิาท,ี 

72oซ 30 วนิาท ี 35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ี สว่นการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอทีจ่ะใชส้าํหรบัทํา 

depleted VCA0729 และ VCA0730 กท็าํเช่นเดยีวกนัแต่เปลีย่นอุณหภูมทิีใ่ชใ้นการ annealing เป็น 

63oซ และ 64oซ ตามลาํดบั 
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A28-1U   TGTTGAGCTCCATGTTCTG      SacI 
A28-A2  TGGAGGTAACTTCTCCGTGTTGCAATCACT   
A28-A3  AGTGATTGCAACACGGAGAAGTTACCTCCA   
A28-2DD AGCTAAAGAGCTCTGTTGCC    SacI 
  

 

 

 

A29-1U  TGGAGCTCGAAAGGTTGCGG      SacI 
A29-A2  ACGAGAAGCTTAAGACAATATCGATACTAT   
A29-A3  ATAGTATCGATATTGTCTTAAGCTTCTCGT    
A29-2D  TGCACTGCGAGAGCTCCCTGGC     SacI 
    

 

 

 

A30-1U  CACCAGGATCCACAGAAACCT      BamHI  
A30-A2  GGAGCCCTGTAAGAAGAATGGAATCATTAT   
A30-A3  ATAATGATTCCATTCTTCTTACAGGGCTCC   
A30-2D  CCTGCCCAATGGATCCAGAA      BamHI 
     

 

 

 

 

รปูท่ี 1 แสดงลาํดบัเบส และตําแหน่งของ primers ทีใ่ชใ้นการทาํ depleted sequences 

 

S I

A28-A3 A28-1U 

A28-A2 A28-2DD 

SacI 

VCA 0728 SacI 

A29-A3 

A29-A2 A29-2D 

SacI 

VCA 0729 

A29-1U 

SacI 

S I

A30-A2 A30-2D 

Bam HI 

VCA 0730 

A30-1U A30-A3 

BamHI 
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การตรวจสอบผลผลิตดีเอน็เอด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าในวุ้น agarose  

ตรวจสอบผลผลติดเีอน็เอทีไ่ดว้่ามขีนาดตามทีต่อ้งการหรอืไมโ่ดยวธิแียกดว้ยกระแสไฟฟ้าใน

วุน้ agarose ตามขัน้ตอนดงัน้ี ละลายวุน้ agarose ใน 1 x Tris-borate-EDTA (TBE) buffer ใหม้คีวาม

เขม้ขน้รอ้ยละ 1 ในเตาไมโครเวฟ เตมิ ethidium bromide ลงไปใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย 0.2 

ไมโครกรมั/มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัด ีเทวุน้ลงบนแบบพมิพ ์เสยีบหวลีงในวุน้ เพือ่สรา้งรอ่งสาํหรบัหยอด

ตวัอย่าง ตัง้ทิง้ไวป้ระมาณ 30 นาท ีเพื่อใหวุ้น้แขง็ ดงึหวอีอกจากวุน้ นําแบบพมิพว์ุน้ไปวางในเครื่อง

แยกดเีอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า เตมิ TBE buffer ใหท้่วมวุน้ ผสมผลผลติดเีอน็เอ หรอืดเีอน็เอมาตรฐาน 

(1 kb ladder plus, Fermentas, USA) 5 ไมโครลติร กบั 10 x gel loading dye (50% glycerol, 0.1 M 

EDTA pH 8.0, 0.25% bromphenol blue) ในอตัราสว่น 10:1 หยอดลงในรอ่งวุน้ตวัอยา่งละหลุม ผา่น

กระแสไฟฟ้าความต่างศกัย ์100 โวลตน์าน 50 นาท ีนําวุน้ไปสอ่งดว้ยเครื่อง Gel Documentation (Bis 

303 PC, DNR Bio-Imaging Systems, Israel) และบนัทกึภาพแถบดเีอน็เอ 

Overlapped PCR 

เมื่อไดผ้ลผลติดเีอน็เอทีต่อ้งการแลว้ นําผลผลติดเีอน็เอทัง้สองสว่นมาอยา่งละ 0.5 ไมโครลติร 

เพื่อเป็นต้นแบบในการทํา overlapped PCR โดยผสมส่วนผสมต่างๆลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 

มลิลลิติร ใหม้ปีรมิาตร 50 ไมโครลติร โดยสว่นผสมแต่ละชนิดมคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัน้ี 1x PhusionTM 

HF Buffer (1.5 mM MgCl2), 200 M ของ dNTP แต่ละชนิด และ 1 U PhusionTM DNA Polymerase 

(New England BioLabs, USA) นําไปเขา้เครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ Research, CA, USA) 

โดยตัง้โปรแกรมดงัน้ี 98oซ 30 วนิาท ีตามดว้ย 98oซ 10 วนิาท,ี  40oซ 1 นาท,ี 72oซ 1 นาท ีจาํนวน 10 

รอบ จากนัน้เตมิ 25 M ของ primer A28-1U และ A28-2DD (VCA0728) แลว้ทาํปฏกิริยิาต่อที ่98o

ซ 10 วนิาท,ี 59oซ 30 วนิาท,ี 72oซ 30 วนิาท ี อกี 30 รอบ ตามดว้ย 72oซ 5 นาท ีส่วนการทํา 

VCA0729 และ VCA0730 กท็ําเช่นเดยีวกนัแต่เปลี่ยน primers เป็น A29-1U และ A29-2D 

(VCA0729) หรอื A30-1U และ A30-2D (VCA0730) และเปลี่ยนอุณหภูมทิีใ่ชใ้นการ annealing 

เป็น 63oซ และ 64oซ ตามลาํดบั 

การสกดั Depleted DNA sequences จากวุ้น agarose 

นําผลผลติดเีอน็เอจากปฏกิริยิา overlapped PCR ที่ไดไ้ปแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าบนวุน้ 

agarose ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 ใน 1 x TBE buffer ทีค่วามต่างศกัย ์100 โวลตน์าน 50 นาท ีตดัวุน้

บรเิวณทีป่รากฏแถบดเีอน็เอขนาดทีต่อ้งการ นําไปสกดัดเีอน็เอดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit 
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(QIAGEN GmbH, Germany) ตามคู่มอืของบรษิทั ตามขัน้ตอนดงัน้ี เตมิน้ํายา QG ในปรมิาตร 3 เท่า

ของน้ําหนกัวุน้ นําไปบ่มที ่50oซ 10 นาท ี จนวุน้ละลาย จากนัน้เตมิ isopropanol ปรมิาตร 1 เท่าของ

น้ําหนกัวุน้ นําสว่นผสมเตมิลงในคอลมัน์ทีบ่รรจุซลิกิาเจล ป ัน่ 13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้งคอลมัน์

ดว้ยน้ํายา QG 500 ไมโครลติร ป ัน่ 13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้งซํ้าดว้ย washing buffer PE 750 

ไมโครลติร ป ัน่ 13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี เทสว่นผสมทีผ่า่นคอลมัน์ทิง้ ป ัน่ซํ้าอกีรอบเพื่อกําจดั

แอลกอฮอลท์ีผ่สมอยูใ่น washing buffer ใหห้มด จากนัน้เกบ็ดเีอน็เอบรสิุทธิโ์ดยเตมิ elution buffer EB 

50 ไมโครลติร ป ัน่ที ่13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี

การสกดั Conjugative suicide plasmid (pWM91)  

สกดัพลาสมดิดเีอน็เอโดยใชชุ้ดน้ํายาสาํเรจ็รปู NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey Nagal, 

Germany) ตามคู่มอืของบรษิทั ตามขัน้ตอนดงัน้ี เลีย้ง E. coli สายพนัธุ ์BW25142 ทีบ่รรจุพลาสมดิ 

pWM91 ในอาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani broth 5 มลิลลิติร โดยผสมแอมพซิลิลนิใหม้คีวามเขม้ขน้ 100 

ไมโครกรมั/มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ดดูเชือ้ 2 มลิลลิติร ใส่

หลอดทดลอง ป ัน่ตกที ่8,000 x g เป็นเวลา 5 นาท ีดดูสว่นน้ําทิง้ใหห้มด เตมิ suspension buffer (A1) 

ทีม่ ีRNase ผสมอยูล่งในหลอด 250 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั เตมิ lysis buffer (A2) 250 ไมโครลติร  

ตัง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 5 นาท ีจากนัน้เตมิ Neutralization buffer (A3) 300 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g 

เป็นเวลา 5 นาท ี นําสว่นใสเตมิลงในคอลมัน์ทีบ่รรจุซลิกิาเจล ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้ง

คอลมัน์ดว้ยน้ํายา AW 500 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้งซํ้าดว้ย washing buffer 

A4 600 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีเทสว่นผสมทีผ่า่นคอลมัน์ทิง้ ป ัน่ซํ้าอกีรอบเพื่อ

กําจดัแอลกอฮอล์ทีผ่สมอยู่ใน washing buffer ใหห้มด จากนัน้เกบ็ พลาสมดิดเีอน็เอบรสิุทธิโ์ดยเตมิ 

elution buffer 25 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี ทาํซํ้าอกีครัง้จะไดด้เีอน็เอบรสิุทธิ ์

ทัง้หมด 50 ไมโครลติร 

การตดัช้ินดีเอน็เอและพลาสมิดด้วยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

นําดเีอน็เอทีส่กดัจากวุน้ และพลาสมดิ pWM91 ไปตดัดว้ย SacI (VCA0728 และ 

VCA0729) หรอื BamHI (VCA0730) ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร โดยใหส้ว่นผสมแต่ละ

ชนิดมคีวามเขม้ขน้ดงัน้ี ดเีอน็เอ 800-1,000 นาโนกรมั, 1x NEBuffer 1 (10 mM Bis Tris Propane-

HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol) สาํหรบัการตดัดว้ย SacI หรอื 1x NEBuffer BamHI (150 

mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol) สาํหรบัการตดัดว้ย BamHI, BSA 

100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร, เอนไซม ์SacI หรอื BamHI  (New England BioLabs, USA) 20 U เตมิ 
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deionized water ใหไ้ดป้รมิาตรสุดทา้ย 100 ไมโครลติร บ่มที ่37oซ 16 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซม์

และสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ตามวธิทีีก่ล่าว

ขา้งตน้ 

การกาํจดัฟอสเฟตออกจากพลาสมิด 

การกําจดัหมูฟ่อสเฟสออกจากปลายดา้น 5’ ของพลาสมดิเพื่อป้องกนัไมใ่หป้ลายทัง้สองดา้น

กลบัมาเชื่อมตดิกนั ทาํไดโ้ดยเตมิสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร โดยใหส้ว่นผสม

แต่ละชนิดมคีวามเขม้ขน้ดงัน้ี พลาสมดิที่ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 800-1,000 นาโนกรมั, 1x 

NEBuffer 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol), calf intestinal 

phosphatase (CIP: New England BioLabs, USA) 10 ยนิูต เตมิ deionized water ใหไ้ดป้รมิาตร

สุดทา้ย 40 ไมโครลติร ทําปฏกิริยิาที ่37oซ 1 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัช้ินดีเอน็เอและการเช่ือมต่อกบัพลาสมิด 

นํา depleted DNA ทีต่ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะเตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร 

จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM 

MgCl2, 10 mM dithiothreitol, 1 mM ATP) และ T4 DNA kinase (New England BioLabs, USA) 10 

ยนิูต นําไปบ่มที ่37oซ 30 นาท ีจากนัน้เตมิพลาสมดิทีต่ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะและกําจดัหมูฟ่อสเฟต

แลว้ ลงในหลอดในอตัราส่วน depleted DNA:พลาสมดิเท่ากบั 3:1 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ16oซ 16 ชัว่โมง 

จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเตรียม electrocompetent cells 

เลีย้ง E. coli สายพนัธุ ์DH5pir ใน LB broth 5 มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่เพาะเลีย้งที ่37oซ 

เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําเชือ้ 50 ไมโครลติรไปใสใ่น LB broth 5 มลิลลิติร เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็น

เวลา 4 ชัว่โมง หรอืม ีOD600 เท่ากบั 0.4 ดูดแบคทเีรยี 1 มลิลลิติร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 

มลิลลิติร ป ัน่ตกที ่4oซ 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีดดูสว่นน้ําทิง้ใหห้มด ลา้งเซลลแ์บคทเีรยีดว้ย 10% 

glycerol ทีแ่ช่เยน็ 1 มลิลลิติร 3 ครัง้ หลงัจากลา้งเซลลค์รัง้สุดทา้ย เตมิ 10% glycerol ทีแ่ช่เยน็ 40 

ไมโครลติร ดูดขึน้ดูดลงเพื่อใหเ้ซลล์กระจายตวัด ีcompetent cells น้ีพรอ้มที่จะนําไปใช้ในการ 

transformation หรอืสามารถเกบ็ที ่-80oซ จนกวา่จะใช ้ 
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การทาํ Electroporation 

เตมิดเีอน็เอลูกผสมทีเ่ตรยีมไว ้100 นาโนกรมั ลงในหลอด electrocompetent cells ผสมให้

เขา้กนั นําสว่นผสมเตมิลงใน electroporation cuvette ขนาด 0.1 เซนตเิมตร ทีแ่ช่เยน็ นําไปใสเ่ครื่อง 

electroporator (MicroPulserTM, Bio-Rad, USA) ผา่นกระแสไฟที ่1.8 kV จากนัน้ดดูสว่นผสมไปใส ่LB 

broth 1 มลิลลิติร บ่มในตู้เขย่าเพาะเลี้ยงที่ 37oซ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ดูดส่วนผสม 200 

ไมโครลติรมา spread บน LB agar ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) และ 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal: 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร)  นําไปบ่มที ่37oซ เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง  

การคดัเลือกโคโลนีท่ีมี Depleted sequence 

โคโลนีทีม่ ีdepleted sequence แทรกอยูจ่ะไมใ่หส้บีนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ีX-gal นําโคโลนีที่

คาดว่าม ีdepleted sequence ไปเพาะเลีย้งใน LB broth ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) 5 

มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขย่าเพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําเชือ้ไปสกดัพลาสมดิตามวธิทีี่

กล่าวขา้งตน้ และยนืยนัว่าม ี depleted sequence ทีต่อ้งการโดยวธิ ีPCR โดยใชว้ธิกีาร และ primers 

เช่นเดยีวกบัการทํา overlapped PCR เมื่อไดพ้ลาสมดิทีม่ดีเีอน็เอทีต่้องการแลว้ นําพลาสมดิน้ีเขา้สู ่   

E. coli สายพนัธุ ์SM10 pir โดยวธิ ีelectroporation ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

Conjugation 

เลีย้ง Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 (ดือ้ยาสเตรปโตมยัซนิ) และ E. coli สายพนัธุ ์SM10 

 pir ทีม่ ีdepleted VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) อยูบ่นพลาสมดิ pWM91 (ดือ้ยาแอมพิ

ซลิลนิ) บน LB agar ทีม่ยีาปฏชิวีนะทีเ่หมาะสม บ่มที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ขดูโคโลนีของ

แบคทเีรยีทัง้สองอยา่งละ 1 loop มาผสมกนับน LB agar ทีไ่มม่ยีาปฏชิวีนะ ใหม้ขีนาดประมาณเหรยีญ

บาท บ่มที ่37oซ เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ขดูแบคทเีรยีใสใ่น LB broth 1 มลิลลิติร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั 

ดดู 50 ไมโครลติร ไป spread บนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่สีเตรปโตมยัซนิ และแอมพซิลิลนิ นําไปบ่มที ่37oซ 

เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

การคดัเลือก VCA0728 (หรือ VCA0729 หรือ VCA0730) deletion mutants  

เลอืกโคโลนีที่ขึน้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มสีเตรปโตมยัซนิ และแอมพซิลิลนิ 16 โคโลนี ไป 

restreak บน TCBS agar นําไปบ่มที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําตวัแทนของแต่ละโคโลนีไป

เพาะเลีย้งใน LB broth ทีม่มีสีเตรปโตมยัซนิ บ่มที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง นําเชือ้ทีไ่ดไ้ปสกดั 
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genomic DNA ดงัวธิขีา้งต้น และคดัเลอืกโคลนทีถู่กกําจดัยนี VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) ดว้ยวธิ ีPCR โดยวธิกีาร และ primers เช่นเดยีวกบัการทาํ overlapped PCR และยนืยนั

โดยการทาํ DNA sequencing (1st Base, Malaysia) เกบ็ stock deletion mutants ใน LB broth  ทีม่ ี

glycerol ผสมอยูร่อ้ยละ 20 ที ่-80o ซ ขัน้ตอนการสรา้ง deletion mutant สรปุไดด้งัรปูที ่2 

การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนระหว่าง N16961 และ deletion mutants 

การศกึษาหน้าทีข่องยนี VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 ทําไดโ้ดยการเปรยีบเทยีบ

เปลี่ยนแปลงของ gene expression profiles ระหว่าง Vibrio cholerae สายพนัธุ์ N16961 และ 

VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) mutants โดยวธิ ีmodified representational 

difference analysis โดยดดัแปลงจากวธิขีอง O’Hara (2005) (24) สรปุไดด้งัรปูที ่3 

การสกดัอารเ์อน็เอจาก N16961 และ deletion mutants 

การสกดัอารเ์อน็เอทําโดยใชชุ้ดน้ํายาสาํเรจ็รูป RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ตามคู่มอืแนะนําของบรษิทั ตามวธิดีงัน้ี เลี้ยง Vibrio cholerae สายพนัธุ์ N16961 และ 

VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ใน LB broth 5 มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่

เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําเชือ้ 50 ไมโครลติร ใส่ใน LB broth 5 มลิลลิติร 

เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 4 ชัว่โมง หรอืม ีOD600 เท่ากบั 0.4 ดดูแบคทเีรยี 1 มลิลลิติร ใสใ่นหลอด

ทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร ป ัน่ตกที ่4oซ 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีดดูสว่นน้ําทิง้ใหห้มด เตมิ 

lysozyme 100 ไมโครลติร (400 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ใน TE buffer) ตัง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 3 นาท ีเตมิ

น้ํายา RLT (ทมี ี-Mercaptoethanol) 350 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั เตมิแอลกอฮอลบ์รสิุทธิ ์250 

ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั นําสว่นผสมใสล่งในคอลมัน์ทีบ่รรจุซลิกิาเจล ป ัน่ที ่13,000 x g เป็นเวลา 1 

นาท ีลา้งคอลมัน์ดว้ยน้ํายา RW1 700 ไมโครลติร ป ัน่ที ่13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีลา้งซํ้าอกี 2 ครัง้ 

ดว้ย washing buffer RPE 500 ไมโครลติร ป ัน่ที ่13,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ี เทสว่นผสมทีผ่า่น

คอลมัน์ทิง้ ป ัน่ซํ้าอกีรอบเพื่อกําจดัแอลกอฮอลท์ีผ่สมอยูใ่น washing buffer ใหห้มด จากนัน้เกบ็อารเ์อน็

เอบรสิทุธิโ์ดยเตมิน้ํากลัน่ปราศจาก RNase 25 ไมโครลติร ป ัน่ที ่11,000 x g เป็นเวลา 1 นาท ีทาํซํ้าอกี

ครัง้จะไดอ้ารเ์อน็เอบรสิุทธิร์วม 50 ไมโครลติร เตมิ DNase I (Invitrogen, USA: 50-375 ยนิูต/

ไมโครลติร) และ RNaseOUTTM (Invitrogen, USA: 40 ยนิูต/ไมโครลติร) อยา่งละ 1 μl เกบ็อารเ์อน็เอที ่

-80oซ จนกวา่จะใช ้
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รปูท่ี 2   แสดงขัน้ตอนการสรา้ง N16961VCA0729 (หรอื VCA0728 หรอื VCA0730) mutants  

Selection 

VCA0729

SacI 
A29-1U 

A29-2D 
SacI 

VCA0729 SacI SacI 

SacI digestion 

Ligation 

Conjugation with N16961 

N16961VCA0729 mutant 

A29-1U 

A29-A2 

A29-A3 

A29-2D 

SacI 
SacI N16961 DNA 

Overlapped PCR 

Electroporation Electroporation to E. coli 
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รปูท่ี 3   แสดงขัน้ตอน Modified cDNA Representational Difference Analysis (1) 

 

RNA 

EcoRI digestion 

EcoRI digestion 

cDNA

A24/12 Adaptor ligation 

cDNA Amplification (A24 as primer)

Driver 

Possible cDNA 
fragments 

B24/12 Adaptor ligation 

Tester 

N16961 Deletion mutants

EcoRI/NotI Adapter ligation 
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รปูท่ี 3   แสดงขัน้ตอน Modified cDNA Representational Difference Analysis (2) 

Cloning & Sequencing 

Subtraction Hybridization 

N16961 Deletion mutants 

Deletion mutants N16961

Tester 

Driver 

Amplification (B24 as primer) 

EcoRI digestion 

C24/12 Adaptor ligation 

Tester 

Driver 

Tester-Driver

Driver-Driver

Tester-Tester

Differential Products 

Tester-Tester

Tester
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การสงัเคราะห ์cDNA สายแรก 

อารเ์อน็เอทีไ่ดจ้ะใชเ้ป็นตน้แบบในการสงัเคราะห ์cDNA ทีจ่ะเป็นตวัแทนของ Vibrio cholerae 

สายพนัธุ ์N16961, VCA0728, VCA0729 และVCA0730 mutants การสงัเคราะห ์cDNA สาย

แรกใชชุ้ดน้ํายา SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) 

ตามคู่มอืแนะนําของบรษิทั ตามขัน้ตอนดงัน้ี ผสม total RNA 8 ไมโครลติร (ไมเ่กนิ 5 ไมโครกรมั), 

random hexamers 1 ไมโครลติร (50 นาโนกรมั/ไมโครลติร) และ 10 mM dNTP 1 ไมโครลติร ลงใน

หลอดทดลอง บ่มทีอุ่ณหภูม ิ65oซ เป็นเวลา 5 นาท ีนําไปวางบนน้ําแขง็อย่างน้อย 1 นาท ีจากนัน้

เตรยีม cDNA Synthesis Mix โดยเตมิสว่นผสมต่อไปน้ีตามลําดบั 10X RT buffer 2 ไมโครลติร, 25 

mM MgCl2 4 ไมโครลติร, 0.1 M DTT 2 ไมโครลติร, RNaseOUTTM (40 ยนิูต/ไมโครลติร) 1 ไมโครลติร 

และ SuperScript III RT (200 ยนิูต/ไมโครลติร) 1 ไมโครลติร เตมิ cDNA Synthesis Mix ลงไปใน 

RNA/primer mixture หลอดละ 10 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ25oซ 10 นาท,ี 50oซ 50 

นาท ีตามดว้ย 85oซ 5 นาท ีจากนัน้วางบนน้ําแขง็ และเตมิ E. coli RNase H (2 ยนิูต/ไมโครลติร) ลง

ไป 1 ไมโครลติร บ่มที ่37oซ เป็นเวลา 20 นาท ีcDNA น้ีสามารถนําไปเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห ์

cDNA สายทีส่อง หรอืเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-20oซ จนกวา่จะใช ้

การสงัเคราะห ์cDNA สายท่ีสอง 

เตรยีม Second Strand Pre-Mix โดยเตมิสว่นผสมต่อไปน้ี ลงในหลอดทดลองทีว่างบนน้ําแขง็

ตามลําดบั (ต่อหน่ึงตวัอยา่ง) น้ํา 106 ไมโครลติร, 10X E. coli DNA ligase Buffer 15 ไมโครลติร, 25 

mM dNTP 1.5 ไมโครลติร, E. coli ligase (New England BioLabs, USA: 10 ยนิูต/ไมโครลติร) 1 

ไมโครลติร, Klenow (New England BioLabs, USA: 5 ยนิูต/ไมโครลติร) 4 ไมโครลติร, RNase H 

(New England BioLabs, USA: 5 ยนิูต/ไมโครลติร) 1 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัด ีจากนัน้เตมิ Second 

Strand Pre-Mix ลงไปในหลอดทดลองทีบ่รรจุ cDNA สายแรกของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 

VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 mutants หลอดละ 130 l บ่มที ่16o ซ 2 ชัว่โมง เตมิ T4 

DNA polymerase (New England BioLabs, USA: 3 ยนิูต/ไมโครลติร) 2 ไมโครลติร บ่มที ่16o ซ 5 

นาท ีจากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 17 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 
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การเติมหมู่ฟอสเฟตให้ cDNA และการเช่ือมต่อกบั EcoRI-NotI Blunt-end Adaptor 

เตมิสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลองทีบ่รรจุ cDNA ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961, 

VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้ ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย

ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) และ T4 

DNA kinase (New England BioLabs, USA: 10 ยนิูต/ไมโครลติร) 10 ยนิูตนําไปบ่มที ่37oซ 30 นาท ี

จากนัน้เตมิ EcoRI-NotI Blunt-end Adaptor (New England BioLabs, USA 1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร) 

1 ไมโครกรมั และ T4 DNA ligase (New England BioLabs, USA: 6 ยนิูต/ไมโครลติร) 9 ยนิูตบ่มที่

อุณหภูม ิ  16oซ 16 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 17 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การตดั cDNA ด้วย EcoRI 

เตมิสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลองทีบ่รรจุ cDNA ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961, 

VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย

ดงัน้ี 1x NEBuffer EcoRI (50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 0.025% Triton X-100) 

และ เอนไซม ์EcoRI (New England BioLabs, USA: 20 ยนิูต/ไมโครลติร) 20 ยนิูตเตมิ deionized 

water ใหไ้ดป้รมิาตร 100 ไมโครลติร บ่มที ่37oซ 1 ชัว่โมง 30 นาท ีจากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆ

ออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 17 ไมโครลติร 

ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเตรียม A24/12 Adapter 

ผสมโอลโิกนิวคลโิอไทด ์A24 (1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร ใน 10 mM Tris pH 8.0) และ A12    

(1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร) ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร ในอตัราสว่น 2:1 นําไปบ่มที ่70oซ 

เป็นเวลา 2 นาท ีจากนัน้ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณภูมหิอ้ง 1-2 ชัว่โมง Adaptor น้ีสามารถนําไปเชื่อมต่อกบั cDNA 

ไดท้นัท ีหรอืเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-20oซ จนกว่าจะใช ้ลําดบัเบสของโอลโิกนิวคลโิอไทดท์ีใ่ชเ้ป็น adaptors 

แสดงในตารางที ่1 
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ตารางท่ี 1 ลาํดบัเบสของโอลโิกนิวคลโิอไทดท์ีใ่ชเ้ป็น Adaptors 

 

  

S1186 (EcoRI-NotI Blunt-end Adaptor) 

(Invitrogen, USA) 

AATTCGCGGCCGCT 

S1185 (Blunt-end Adaptor Complement 

Phosphorylated) (Invitrogen, USA) 

pAGCGGCCGCG 

A24 (A24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) AGGACGCTTTACTCCTTACGACGG 

A12 (A24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) AATTCCGTCGTA 

B24 (B24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) TTCCGGGATACTAACGCGATCAGG 

B12 (B24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) AATTCCTGATCG 

C24 (C24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) GCATACGACCTGACTAGGCTATTG 

C12 (C24/12 Adaptor) (Bio Basic Inc., Canada) AATTCAATAGCC 
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การเติมหมู่ฟอสเฟตให้ cDNA และการเช่ือมต่อกบั A24/12 Adaptor 

เตมิสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลองทีบ่รรจุ cDNA ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 

VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย

ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) และ T4 

DNA kinase (New England BioLabs, USA: 10 ยนิูต/ไมโครลติร) 10 ยนิูต นําไปบ่มที ่37oซ 30 นาท ี

จากนัน้เตมิ annealed A24/12 Adaptor (Bio Basic Inc., Canada: 1 ไมโครกรมั/ไมโครลติร) 3 

ไมโครกรมั และ T4 DNA ligase (New England BioLabs, USA: 6 ยนิูต/ไมโครลติร) 6 ยนิูต บ่มที่

อุณหภูม ิ16oซ 16 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 20 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเพ่ิมจาํนวน cDNA ด้วยวิธี PCR 

นํา cDNA ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร จากนัน้เตมิ

สว่นผสมต่างๆใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ย 800 ไมโครลติร โดยความเขม้ขน้ของส่วนผสมแต่ละชนิดเป็นดงัน้ี 

1x PhusionTM HF Buffer, 4 mM ของ MgCl2, 313 M ของ dNTP แต่ละชนิด บ่มที ่72oซ 3 นาท ีเตมิ 

PhusionTM DNA Polymerase (New England BioLabs, USA) 4 ยนิูต บ่มที ่72oซ 5 นาท ี เตมิ A24 

primer 2 ไมโครกรมั แบ่งสว่นผสมใสใ่นหลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร หลอดละ 100 ไมโครลติร 

นําเขา้เครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ Research, USA) และใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 98oซ 10 

วนิาท ี 72oซ 2 นาท ี 35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ี จากนัน้กําจดั primer และสารต่างๆดว้ย 

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Germany) โดยใช ้200 ไมโครลติร/คอลมัน์ แต่ละ

คอลมัน์ทาํใหเ้หลอืปรมิาตร 50 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้  

 cDNA ทีไ่ด ้ยงัไมเ่พยีงพอสาํหรบัใชจ้นจบการศกึษา ตอ้งเพิม่จาํนวน cDNA ใหไ้ดอ้ยา่งน้อย 

100 ไมโครกรมั โดยนําผลผลิตที่ได้ในขัน้ตอนข้างต้นเป็นต้นแบบในการเพิม่จํานวนตามวิธีที่กล่าว

ขา้งตน้ 
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การเตรียม Driver โดยการกาํจดั A24/12 Adaptor ออกจาก cDNA  

นํา cDNA ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอดละ 15 

ไมโครกรมั เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี   1x NEBuffer EcoRI (50 mM NaCl, 100 mM 

Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 0.025% Triton X-100), เอนไซม ์EcoRI (New England BioLabs, USA) 40 

ยนิูต เตมิน้ําใหไ้ดป้รมิาตร 100 ไมโครลติร บ่มที ่37oซ 1 ชัว่โมง 30 นาท ีเตมิเอนไซม ์EcoRI 40 ยนิูต 

บ่มที ่37oซ 1 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 50 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

ปรมิาณของ Driver ทีต่อ้งการขึน้กบัจาํนวนรอบทีท่าํ subtraction ถา้ทาํ subtraction 2 รอบ 

ตอ้งใช ้Driver อย่างน้อย 75 ไมโครกรมั ถา้ทํา subtraction 3 รอบ ตอ้งใช ้Driver อยา่งน้อย 100 

ไมโครกรมั 

การเตรียม Tester โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตและเช่ือมต่อกบั B24/12 Adaptor 

นํา Driver ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอดละ 500 

นาโนกรมั จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM Tris-

HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) และ T4 DNA kinase (New England BioLabs, USA) 

10 ยนิูต นําไปบ่มที ่37oซ 30 นาท ีจากนัน้เตมิ B24/12 Adaptor (Bio Basic Inc., Canada) 3 

ไมโครกรมั และ T4 DNA ligase (New England BioLabs, USA) 100 ยนิูต บ่มทีอุ่ณหภูม ิ16oซ 16 

ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 20 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การทดสอบการเช่ือมต่อของ Tester กบั B24/12 Adaptor 

นํา Tester ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 

หรอื VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอด

ละ 1 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ย 200 ไมโครลติร โดยความเขม้ขน้ของ

สว่นผสมแต่ละชนิดเป็นดงัน้ี 1x PhusionTM HF Buffer, 4 mM ของ MgCl2, 313 M ของ dNTP แต่ละ

ชนิด บ่มที ่72oซ 3 นาท ี เตมิ PhusionTM DNA Polymerase (New England BioLabs, USA) 1 ยนิูต 

บ่มที ่72oซ 5 นาท ีเตมิ B24 primer 500 นาโนกรมั แบ่งสว่นผสมใสใ่นหลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร 
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หลอดละ 100 ไมโครลติร นําเขา้เครือ่ง PTC 100 Thermal cycler (MJ Research, USA) และใช ้cycles 

ดงัต่อไปน้ี 98oซ 10 วนิาท ี72oซ 2 นาท ี35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ีจากนัน้กําจดั primer และ

สารต่างๆดว้ย QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 50 

ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้  

Subtraction Hybridization 

เปรยีบเทยีบ expression profiles ระหว่าง Vibrio cholerae สายพนัธุ์ N16961 และ 

VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) mutants โดยการทาํ subtraction hybridization ที

ละคู่ ในหลอดทดลอง 2 หลอด หลอดที ่1 ให ้N16961 เป็น Tester และ mutant (VCA0728 หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) เป็น Driver สว่นหลอดที ่2 ให ้mutant (VCA0728 หรอื VCA0729 

หรอื VCA0730) เป็น Tester และ N16961 เป็น Driver โดยการเตมิสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลอง

ขนาด 1.5 มลิลลิติร ดงัน้ี Tester 250 นาโนกรมั, Driver 25 ไมโครกรมั, เตมิ 10 mM Tris pH 8.0 ใหไ้ด้

ปรมิาตร 150 ไมโครลติร, 5 M Ammonium acetate 75 ไมโครลติร และ Absolute Ethanol 375 

ไมโครลติร บ่มที ่-80oซ 10 นาท ี37oซ 2 นาท ีป ัน่ที ่17,900 x g ที ่4oซ เป็นเวลา 15 นาท ีลา้งตะกอนดี

เอน็เอดว้ย 70% Ethanol 400 ไมโครลติร ตากทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 10 นาท ีเตมิ 3 X EE Buffer (30 mM 

EPPS pH8.2, 3 mM EDTA) 4 ไมโครลติร ดดูขึน้ดดูลงใหด้เีอน็เอละลายด ีจากนัน้ถ่ายใสห่ลอดทดลอง

ขนาด 0.2 มลิลลิติร นําเขา้เครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ Research, USA) บ่มที ่98oซ 5 นาท ี

และปรบัอุณหภูมเิป็น 67oซ ทนัท ีเตมิ 5 M NaCl 1 ไมโครลติร บ่มที ่67oซ 24 ชัว่โมง วางบนน้ําแขง็

อยา่งน้อย 2 นาท ีเจอืจาง subtraction mixes ดว้ย 10 mM Tris pH 8.0 ทลีะขัน้ โดยครัง้แรกเตมิ 8 

ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้เตมิ 25 ไมโครลติร และ 162 ไมโครลติร ตามลาํดบั 

การกาํจดัดีเอน็เอสายเด่ียวด้วย T4 DNA Polymerase 

นํา subtraction mixes ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 

มลิลิลิตร 2 หลอด หลอดละ 60 ไมโครลิตร จากนัน้เติมส่วนผสมต่างๆให้มคีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x 

NEBuffer 2 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-Hcl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT), 250 M dNTP, T4 DNA 

polymerase (New England BioLabs, USA) 6 ยนิูต เตมิน้ําใหค้รบ 100 ไมโครลติร บ่มที ่12oซ 15 

นาท ีจากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 20 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 



21 
 
การเพ่ิมจาํนวน Differential product ขัน้ต้น 

นํา subtraction mixes ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ทีถู่กกําจดัดเีอน็เอสายเดีย่วแลว้จากขัน้ตอนขา้งตน้ เตมิลงใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอดละ 20 ไมโครลติร จากนัน้เตมิส่วนผสมต่างๆใหม้ปีรมิาตร

สุดทา้ย 400 ไมโครลติร โดยความเขม้ขน้ของสว่นผสมแต่ละชนิดเป็นดงัน้ี 1x PhusionTM HF Buffer, 2 

mM ของ MgCl2, 200 M ของ dNTP แต่ละชนิด บ่มที ่72oซ 3 นาท ี เตมิ PhusionTM DNA 

Polymerase (New England BioLabs, USA) 4 ยนิูต บ่มที ่72oซ 5 นาท ีเตมิ B24 primer 500 นาโน

กรมั แบ่งสว่นผสมใสใ่นหลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร หลอดละ 100 ไมโครลติร นําเขา้เครื่อง PTC 

100 Thermal cycler (MJ Research, USA) และใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 98oซ 10 วนิาท ี72oซ 2 นาท ี10 

รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ีจากนัน้กําจดั primer และสารต่างๆดว้ย QIAquick PCR Purification 

Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 60 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้  

การกาํจดัดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีเหลือด้วย T4 DNA Polymerase 

นําผลผลติดเีอน็เอของ Vibrio cholerae สายพนัธุ์ N16961 และ VCA0728 (หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ทีไ่ด ้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร 2 หลอด 

หลอดละ 60 ไมโครลติร จากนัน้กําจดัดเีอน็เอสายเดีย่วทีย่งัคงเหลอือยูด่ว้ย T4 DNA polymerase ให้

เหลอืปรมิาตร 50 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้  

การเพ่ิมจาํนวน Differential product-1 (DP-1) 

นํา differential products ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ทีถู่กกําจดัดเีอน็เอสายเดีย่วแลว้จากขัน้ตอนขา้งตน้ เตมิลงใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอดละ 5 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ย 

200 ไมโครลติร โดยความเขม้ขน้ของสว่นผสมแต่ละชนิดเป็นดงัน้ี 1x PhusionTM HF Buffer, 4 mM 

ของ MgCl2, 250 M ของ dNTP แต่ละชนิด, B24 primer 2 ไมโครกรมั, PhusionTM DNA 

Polymerase (New England BioLabs, USA) 4 ยนิูต แบ่งสว่นผสมใส่ในหลอดทดลองขนาด 0.2 

มลิลลิติร หลอดละ 100 ไมโครลติร นําเขา้เครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ Research, USA) และ

ใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 98oซ 10 วนิาท ี72oซ 2 นาท ี35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ีจากนัน้กําจดั 

primer และสารต่างๆดว้ย QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอื

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้  
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การกาํจดั B24/12 Adaptor ออกจาก Differential product-1 

นํา DP-1 ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร เตมิสว่นผสม

ต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี   1x NEBuffer EcoRI (50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 

0.025% Triton X-100), เอนไซม ์EcoRI (New England BioLabs, USA) 40 ยนิูต เตมิน้ําใหไ้ดป้รมิาตร 

100 ไมโครลติร บ่มที ่37oซ 1 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 30 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเตรียม Tester สาํหรบั subtraction hybridization รอบสอง 

นํา DP-1 ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีก่าํจดั B24/12 Adaptor แลว้ เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอด

ละ 500 นาโนกรมั จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM 

Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP), C24/12 Adaptor (Bio Basic Inc., Canada) 3 

ไมโครกรมั และ T4 DNA ligase (New England BioLabs, USA) 100 ยนิูต บ่มทีอุ่ณหภูม ิ16oซ 16 

ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 25 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

เมื่อเตรยีม Tester สาํหรบั subtraction hybridization รอบสองเสรจ็แลว้ ทดสอบการเชื่อมต่อ

ของ Tester กบั C24/12 Adaptor โดยการเพิม่จาํนวน Tester ดว้ย C24 primer และทาํ subtraction 

hybridization รอบที ่2 เชน่เดยีวกบัทีก่ล่าวขา้งตน้ แต่ปรบัปรมิาณดเีอน็เอของ Tester ใหเ้ป็น 25 นาโน

กรมั และ Driver 25 ไมโครกรมั (อตัราสว่น 1:1,000) จากนัน้กําจดัดเีอน็เอสายเดีย่วดว้ย T4 DNA 

Polymerase และเพิม่จาํนวน DP-2 ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การตดั pUC18 และ Differential product-2 ด้วย EcoRI 

สกดัพลาสมดิ pUC18 ดว้ยชุดน้ํายา NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey Nagal, 

Germany) ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ นําพลาสมดิ pUC18 และ DP-2 ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์

N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) mutants ทีไ่ดจ้ากขัน้ตอนขา้งตน้ 

ตวัอยา่งละ 50 ไมโครลติร แยกเตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆให้

มคีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x NEBuffer EcoRI (50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 0.025% 

Triton X-100) และ เอนไซม ์EcoRI (New England BioLabs, USA) 40 ยนิูต เตมิน้ําใหไ้ดป้รมิาตร 100 
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ไมโครลิตร บ่มที่ 37oซ 16 ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซม์และสารต่างๆออกด้วย QIAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Germany) ใหเ้หลอืปรมิาตร 30 ไมโครลติร ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบั Differential product-2 และการเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pUC18 

นํา DP-2 ของ Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื VCA0729 หรอื 

VCA0730) mutants ทีต่ดัดว้ยเอนไซม ์ EcoRI เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร หลอดละ 

15 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสว่นผสมต่างๆใหม้คีวามเขม้ขน้ดงัน้ี 1x T4 DNA ligase buffer (50 mM 

Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) และ T4 DNA kinase (New England BioLabs, 

USA) 10 ยนิูต นําไปบ่มที ่37oซ 30 นาท ีจากนัน้เตมิพลาสมดิ pUC18 ทีต่ดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI และ

กําจดัหมู่ฟอสเฟตแลว้ ลงในหลอดในอตัราส่วน DP-2:พลาสมดิเท่ากบั 3:1 บ่มที่อุณหภูม ิ16oซ 16 

ชัว่โมง จากนัน้กําจดัเอนไซมแ์ละสารต่างๆออกดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, 

Germany) ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การทาํ Transformation 

เตมิดเีอน็เอลูกผสมทีเ่ตรยีมไว ้100 นาโนกรมั ลงในหลอด electrocompetent cells ผสมให้

เขา้กนั นําสว่นผสมเตมิลงใน electroporation cuvette ขนาด 0.1 เซนตเิมตร ทีแ่ช่เยน็ นําไปใสเ่ครื่อง 

electroporation (MicroPulserTM, Bio-Rad, USA) ผา่นกระแสไฟที ่1.8 kV จากนัน้ดดูสว่นผสมไปใส ่LB 

broth 1 มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ดดูสว่นผสม 200 ไมโครลติรมา 

spread บน LB agar ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

beta-D-galactopyranoside (X-gal: 50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร)  นําไปบ่มที ่37oซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

การคดัเลือกโคโลนีท่ีมี DP-2 inserts 

โคโลนีทีม่ ีDP-2 แทรกอยูจ่ะไมใ่หส้บีนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ีX-gal นําโคโลนีทีค่าดว่าม ีDP-2 

inserts ไปเพาะเลีย้งใน LB broth ทีม่แีอมพซิลิลนิ (100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร) 5 มลิลลิติร บ่มในตูเ้ขยา่

เพาะเลีย้งที ่37oซ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้นําไปสกดัพลาสมดิตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ และยนืยนัว่าม ี

DP-2 insert โดยวธิ ีPCR โดยใช ้M13/pUC forward (M13F) และ reverse (M13R) sequencing 

primers (ตารางที ่2) ตามขัน้ตอนดงัน้ี ผสมสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 มลิลลิติร โดย

สว่นผสมแต่ละชนิดมคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัน้ี 1x PhusionTM HF Buffer (1.5 mM MgCl2), 200 M 

ของ dNTP แต่ละชนิด, 20 M ของ primer M13F และM13R, 1 U PhusionTM DNA Polymerase 

(New England BioLabs, USA) และดเีอน็เอตน้แบบ (pUC18-DP2) ประมาณ 20 นาโนกรมั เตมิน้ําให้
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ไดป้รมิาตร 50 ไมโครลติร การเพิม่จํานวนดเีอน็เอทําในเครื่อง PTC 100 Thermal cycler (MJ 

Research, USA) และใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 98oซ 30 วนิาท ีตามดว้ย 98oซ 10 วนิาท,ี 50oซ 30 วนิาท,ี 

72oซ 30 วนิาท ี 35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ี จากนัน้ตรวจสอบขนาดของผลผลติดเีอน็เอทีไ่ด ้

โดยการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าในวุน้ agarose ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 

การหาลาํดบัเบสของยีนท่ีแสดงออกต่างกนัและการวิเคราะหผ์ล 

เลอืกพลาสมดิทีม่ ีDP-2 inserts ขนาดต่างๆสง่ sequencing (1st Base, Malaysia) เพื่อหา

ลําดบัเบสของยนีทีแ่สดงออกต่างกนัใน Vibrio cholerae สายพนัธุ ์N16961 และ VCA0728 (หรอื 

VCA0729 หรอื VCA0730) mutants โดยสง่หาลําดบัเบสเป็นจาํนวนทัง้สิน้ 169 ตวัอยา่ง จากนัน้

นําผลของการหาลําดบัเบสไปเทยีบกบัฐานขอ้มูลสากล (National Center for Biotechnology 

Information: NCBI) โดยการทาํ BLASTN และ BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื่อ

วเิคราะหว์่ามยีนีใดบ้างที่มกีารแสดงออกเปลี่ยนไป  และหาความสมัพนัธ์รวมถงึกลไกการควบคุมการ

แสดงออกของโปรตนีทีถู่กกําหนดโดยยนีเหล่านัน้โดยโปรแกรม STRING v. 8.3 (25) และ Prodonet v. 

9.12 (26)  

การยืนยนัผลโดยวิธี Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

การยนืยนัผลการวเิคราะหย์นีทีม่กีารแสดงออกเปลีย่นไปทาํไดโ้ดยวธิ ีRT-PCR ตวัแทนของ

ยนีทีใ่ชใ้นการทดสอบยนืยนัไดแ้ก่ VC2197 (flgE) และ VC1367 (cdgE) นอกจากน้ียงัมอีกียนีซึง่ไม่

ปรากฏในผลการทดลองแต่เน่ืองจากยนีน้ีมคีวามสาํคญัคอืเป็นยนีทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนีใน GGDEF 

family ซึง่ควบคุมการ transcription ของยนีต่างๆทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิลม์ ปจัจยัก่อโรค และ

การเคลื่อนทีอ่กีดว้ย (6) ยนีนัน้คอื VCA0956 ขัน้ตอนในการทําเริม่จากการเตมิอารเ์อน็เอของ Vibrio 

cholerae สายพนัธุ ์N16961 หรอื VCA0728 หรอื VCA0729 หรอืVCA0730 mutants 1 

ไมโครลติร, primer flgE-F หรอื VC1367-F 1 ไมโครลติร และน้ํา 9 ไมโครลติร ลงในหลอดทดลอง บ่มที่

อุณหภูม ิ70oซ เป็นเวลา 5 นาท ีนําไปวางบนน้ําแขง็อย่างน้อย 2 นาท ีจากนัน้เตมิส่วนผสมต่อไปน้ี

ตามลําดบั 5X RT reaction buffer (Fermentas, USA) 4 ไมโครลติร, 10 mM dNTP 2 ไมโครลติร, 

RiboLock Ribonuclease inhibitorTM (Fermentas, USA: 40 ยนิูต/ไมโครลติร) 0.5 ไมโครลติร, น้ํา 1.5 

ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที่อุณหภูม ิ37oซ 5 นาท ีเตมิ RevertAid M-MuLV Reverse 

Transcriptase (Fermentas, USA: 200 ยนิูต/ไมโครลติร) 1 ไมโครลติร บ่มทีอุ่ณหภูม ิ42oซ 60 นาท ี

ตามดว้ย 70oซ 10 นาท ีจากนัน้นําไปทาํ PCR ตามขัน้ตอนดงัน้ี ผสมสว่นผสมต่างๆลงในหลอดทดลอง

ขนาด 0.2 มลิลลิติร โดยใหส้ว่นผสมแต่ละชนิดมคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัน้ี 1x ThermoPol Buffer (NEB, 
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USA: 2 mM MgCl2), 200 M ของ dNTP แต่ละชนิด, 25 M ของ primer flgE-F และ flgE-R หรอื 

VC1367-F และ VC1367-R, Taq DNA Polymerase (New England BioLabs, USA) 1 ยนิูต และ RT 

reaction 1 ไมโครลติร เตมิน้ําใหไ้ดป้รมิาตร 50 ไมโครลติร การเพิม่จาํนวนดเีอน็เอทาํในเครื่อง PTC 

100 Thermal cycler (MJ Research, USA) และใช ้cycles ดงัต่อไปน้ี 95oซ 2 นาท ีตามดว้ย 95oซ 15 

วนิาท,ี 55oซ 30 วนิาท,ี 72oซ 1 นาท ี35 รอบ และตามดว้ย  72oซ 5 นาท ีจากนัน้ตรวจสอบขนาดของ

ผลผลติดเีอน็เอทีไ่ด ้โดยการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าในวุน้ agarose ตามวธิทีีก่ล่าวขา้งตน้ 
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ตารางท่ี 2 ลาํดบัเบสของโอลโิกนิวคลโิอไทดท์ีใ่ชเ้ป็น Primers 

  

M13/pUC forward sequencing primers (M13F) 

(Bio Basic Inc., Canada) 

GTAAAACGACGGCCAGT  

M13/pUC reverse sequencing primers (M13R) 

(Bio Basic Inc., Canada) 

CAGGAAACAGCTATGAC 

flgE-F (Bio Basic Inc., Canada) CCGTTCAGATCGACTGGATT 

flgE-R (Bio Basic Inc., Canada) TCGGTAAACCGAAACAGACC 

VC1367-F (Bio Basic Inc., Canada) TGGGCAGAATCAGTGCAA 

VC1367-R (Bio Basic Inc., Canada) TTGAACAAGCGAAAGCCC 
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ผลการทดลอง 

การสร้าง Depleted sequences 

การสรา้ง Depleted sequences ของ VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 โดยการเพิม่

จาํนวนดเีอน็เอชิน้ทีอ่ยูก่่อนและหลงัตําแหน่งดเีอน็เอทีต่อ้งการตดัออก (รปูที ่4, 5 และ 6) และตรวจสอบ

ผลดว้ยวธิแียกดว้ยกระแสไฟฟ้าในวุน้ agarose ปรากฏเป็นแถบดเีอน็เอที ่738 และ 474 basepairs 

(VCA0728), 647 และ 608 bp (VCA0729), 528 และ 692 bp (VCA0730) (รปูที ่7) เมื่อนําผลผลติดี

เอน็เอแต่ละคู่เป็นตน้แบบในการทํา overlapped PCR ปรากฏแถบดเีอน็เอหลายแถบ ทัง้แถบดเีอน็เอ

ขนาดเท่ากบัต้นแบบและแถบดเีอน็เอทีเ่ป็นผลผลติของ overlapped PCR ทีต่้องการ ดงัน้ี 1,212 bp 

(VCA0728), 1,255 bp (VCA0729), และ 1,220 bp (VCA0730) (รปูที ่8) 

การ Cloning depleted sequences เข้าสู่ conjugative host (SM10 pir) และการคดัเลือก 

นํา Depleted DNA sequences ทีส่กดัจากวุน้ agarose ไปตดัดว้ย SacI (VCA0728 และ 

VCA0729) หรอื BamHI (VCA0730) และเชื่อมเขา้กบั suicide plasmid pWM91 ทีต่ดัดว้ยเอนไซม์

ชนิดเดยีวกนั นําดเีอน็เอลกูผสมเขา้สู ่DH5pir โดยวธิ ีelectroporation จากนัน้คดัเลอืกโคโลนีไมม่ี

สทีีข่ ึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ทีผ่สมแอมพซิลิลนิและ X-gal ไปสกดัพลาสมดิและทดสอบว่าม ีdepleted DNA 

sequence ทีต่อ้งการดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้primers ทีใ่ชท้าํ overlapped PCR โคโลนีทีม่ ีdepleted DNA 

sequence ทีต่อ้งการ ใหผ้ลเป็นแถบดเีอน็เอขนาด 1,212 bp (VCA0728), 1,255 bp (VCA0729), 

และ 1,220 bp (VCA0730) (รปูที ่9) จากนัน้สกดัพลาสมดิและนําพลาสมดิทีม่ ีdepleted DNA 

sequence ทีต่อ้งการน้ีเขา้สู ่conjugative host (SM10 pir) แลว้ ทาํการคดัเลอืกโคโลนีทีม่ ีdepleted 

DNA sequence เชน่เดมิ 
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TGTTGAGCtCCATGTTCTGCGGCTTGAAAGGGCAAACTTGAATGCCGCGGCGCGCCAATACTCGGCACAAGCCGG
CAACCAACACGCTTTTTCCCGCATCTGAGGTGGTGCCTTGCACCATTAACCATTTTTTCATGCAATCACTTAATG
ATGGATTGGAGTGCGCCAGTGTCGGCCACTCCGCAACCACGTTAACCAGAGGAGCAACCTCGCCCCTCGAAAACC
AAGAGGCGTTAGCATACCTCAATACGGTCTGCGTCTGGTACTTTGCTGTTTTTAATGGGAAAGCGTTTTATACAG
GTTTCGTTGCCCCTCCCCCTTCTAGGGGGAGGATGGGTGGGGGTATTTCGCGCCAGATGTGTTAAACGTGGAAAA
TACAAACTTCAGCGAAAACTAAAATACCCCACCCTAACCCTCCCCTAAAAGGGGAGGGAACTGGATTTGTGTTCA
CTTGGAGTTTATTGCAGATTGTTGAGGGATAACGTGTTTATAGACATTTTAGAGTTAAAGCCTTAACTCTAAATC
ATTCGTTTCGGATTAAATTTTCTATGATTTAGCGCACTCACCGCATATTGCGAGCGCAGCGAGTAATTTATCCTA
ATAAAGCAACTTGTTATACGTGAACAGAGCATCGTATCTATGCCCAGAACCGGCCATTAGCGGACGTTTGGCGTA
TTTACTCCACCCCAAGCCTCACACCCTATACGAGCTTACTGAATATTCAGTGATTGCAACACGTTAAGTGGTTTG
AACAATACGCTTAACCGCGTCTTGTAGGCCGTCTTCTTTCACCTTACCCATATCCACGTTATAGCACTTAAAAAT
CGGCCCTGATTCTGGTTGCCAGTCTTCAAACTGGATTACTTTCATTAACTTGCCTTGAGGGGGAAGCAAAAAGTC
AAGCATCCGGTTCGTCAAATCTTCATGGTGACTGGTCACAATGACCTGCCTTTTCCAGCTATCGTTAGCATCGGC
GTACGCCAGCTTGCGAAGCAGTACGGCAGCAGGAATTAGCTGGTTCATATCAAGAGAAGTAGTAAAGTCATCAAA
TCCAATAACCCTATGGCCTAATTGTTCTGACAAGGCCAAGTTTAAGTTTATTGTCCAACAAATTGCTAGCTGGGA
TTTTTGACCAGTTGATAGATCGTCGAACTGTACACCAGACTTCGTCTTAAAACCCCACTTTGGTATTTTCGGAGT
GCCATCGTTTTTAAGCTCGATAGGCAGAAAATCATCGGGAAAATGGAAGCTTGCAAGAAGCTGATTCATGTTTTT
TAACAATTGATCAAGTTCAGCTTGCGGTATTACCTCAACAGCTGATAGCAACTGACTTTTTGCACTCGATTCCTG
TTTACTTATAGCCAGAGCATCGGTGATCATTTTCTCTGCGTGCTCTAAACCATCCCAATCAATTGCGTTGGCTTC
GTCTTCTACCTTCTGGATCTCTAAAGCTGACCAGTTAGTAAACACCCTGCCAAGCTGATGAATAATATCGGTTTC
AGAAACGACTGAAGCACCCTCTGCAACTGGAGTTTTTATCGTTTCAAGATAATTACTAACATAGTCAGTTAACCC
CTCAACAGTAAGGTTAGGTTCATTTAGAAGTTGTGAAAGCTGATTTGAATGAGCATTTATATCTCTCACAACCAC
CTGAGAGCGCTTTATCTGATTGAGACTAGCGGTAACAACTTGCCCTCTTTCGATAACCTTCTCTATCTTCCCTCT
GATTTCAACAGAACGTGCAGTCGTCAATGTCGACAATTTTTCCAATTGAACCTGTAACCCCTGTTTCAAATCAAT
AACATCTGAAATATCAGGATGCTCGTCCCAAGCCTCTAACCAGCTACTAACATTGTCAGTAAAGCCATCAATCCA
AGTTAAGATCGAGTTTTCGTCTCCTTGCAGCTGCGCTTGTAGTTTATTAAGCCTTTGGTATTCGTTGGTTAACTC
AATCCGTTGTTTCTCTAGTTCATCTACTTTATCAGCGTAAATGTCAGTATCAGAGCCTACGAACAAAGTATTCTC
GAGTTCAGAGGGGGCCAAGATAGTATCTTCTGACAACTTTTTTATGACCAATTCTGCTGGTAAAGACTGAATAGT
AGATAAGAATTCTTTGGTAAAGGCAGGTAGTTCATTTCCTTTCTCAGAAAAATCGACCTGACGGCCTCGATACTC
CAACAAACTATGCCCAATATGGCTCAACTGGTCAGGAAGTTGTGATCCTATCGGTTCAGCCAAGTTACTGAAGTT
TCCGATGGAGCTAGAAAGGTTGCGGATTTGAGAATCCCATTTATTTTGTAGGTTGCCATTCTTTAAGGTCAACGT
ACTATCGACTAACAACTGACGAAACGGCAGATCGTGAGGGAGCTTATCGACAAGCTCATTAACTCTTCCAGCGAG
AGTTTTTCTTTCTTCGTCATAGTTTTTTCTATACTTCAGCGTATGTAGCTGGCGCTGCCAGTCTTCTAACTTTGC
TTGTAACGCCTTCAAGCTCCGCTTAATCTCTTCGCCCGGCTTGTTTTCAGGCTCTAATAGTTGAATGATTTCGTC
ACATGCAAGCCCAGCAATATTTTCTTGATAAAAAAATGAGGCTATTGTACTGAGTTTCTTATGGTCAGTTTTAGC
CTTACCGTTAAGCTCAAACCTCTTGCCATTTATAGATACCGCACCCTTGCTCTCCTTAGTGGTTATAAAACCACC
TGCACCAACATTAGACTGATTAAGTACCCAGTCCATTGCTTCTAACAAAGAAGTTTTACCTACCCCGTTTTTACC
CGTCACCAAAATAAGGTCGGCAGCTTGACCTGCTATCGTAAAATCAAGCTCTTTGGGGCCCCCATCTTCTAAAGC
TCGGTAGCCTTTGAAATTTTCCAGTCCTATAGACTGAATAGTATCGATATTGTTACCCAAGAGAAGTTACCTCCA
AAACTGGTTTACCTAATAGGTCATTGATGTCCTTAACAAGTTCATCCTGCCAGCTTTGAGCAACGCTATCATTTT
CACCAGCATCCACAGAAACCTTTAAAATATCCGTAAATCGAGTAAATAGCTGCGGCTCAACGCCTCTGGGAGGTT
TAGCGTTTTTAACAGCTTCAGAAAGTACACAAGAAAAATCTTGGGCTGTTATTCTCCTAGGAGTATATTCACTTG
AGGCCAGCTCCCCTAACCAACGCTTCTTTGCATCTTCTACTGATTTTCCTTCAAATGATTTTACGGCTTGAAGAA
CAAAACGTCCCCGGTGCCAATCTTGATCACCCATAAGCTGTAACCAAGAATCGGATTTCTTATGCATATCAATAA
GAGCAACTAAAGGCGCAAACTTCTGGTAGTCATGCATCAGGTCTGTGAGGCGATCCATCAGGCGGGCAACAgagc
TCTTTAGCT 

รปูท่ี 4  ลําดบัเบสทีใ่ชใ้นการสรา้ง VCA0728 deletion mutant ตวัอกัษรทีข่ดีเสน้ใตค้อืลําดบัเบสของ 

primers ส่วนตวัอกัษรเขม้คอืผลผลติของ PCR ทีนํ่ามาใชเ้ป็นต้นแบบในการทํา overlapped 

PCR ตวัอกัษรปกตคิอืลาํดบัเบสของ VCA0728 ทีถู่กตดัออก  
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TGGAGCTcGAAAGGTTGCGGATTTGAGAATCCCATTTATTTTGTAGGTTGCCATTCTTTAAGGTCAACGTACTAT
CGACTAACAACTGACGAAACGGCAGATCGTGAGGGAGCTTATCGACAAGCTCATTAACTCTTCCAGCGAGAGTTT
TTCTTTCTTCGTCATAGTTTTTTCTATACTTCAGCGTATGTAGCTGGCGCTGCCAGTCTTCTAACTTTGCTTGTA
ACGCCTTCAAGCTCCGCTTAATCTCTTCGCCCGGCTTGTTTTCAGGCTCTAATAGTTGAATGATTTCGTCACATG
CAAGCCCAGCAATATTTTCTTGATAAAAAAATGAGGCTATTGTACTGAGTTTCTTATGGTCAGTTTTAGCCTTAC
CGTTAAGCTCAAACCTCTTGCCATTTATAGATACCGCACCCTTGCTCTCCTTAGTGGTTATAAAACCACCTGCAC
CAACATTAGACTGATTAAGTACCCAGTCCATTGCTTCTAACAAAGAAGTTTTACCTACCCCGTTTTTACCCGTCA
CCAAAATAAGGTCGGCAGCTTGACCTGCTATCGTAAAATCAAGCTCTTTGGGGCCCCCATCTTCTAAAGCTCGGT
AGCCTTTGAAATTTTCCAGTCCTATAGACTGAATAGTATCGATATTGTTACCCAAGAGAAGTTACCTgCAgAACT
GGTTTACCTAATAGGTCATTGATGTCCTTAACAAGTTCATCCTGCCAGCTTTGAGCAACGCTATCATTTTCACCA
GCATCCACAGAAACCTTTAAAATATCCGTAAATCGAGTAAATAGCTGCGGCTCAACGCCTCTGGGAGGTTTAGCG
TTTTTAACAGCTTCAGAAAGTACACAAGAAAAATCTTGGGCTGTTATTCTCCTAGGAGTATATTCACTTGAGGCC
AGCTCCCCTAACCAACGCTTCTTTGCATCTTCTACTGATTTTCCTTCAAATGATTTTACGGCTTGAAGAACAAAA
CGTCCCCGGTGCCAATCTTGATCACCCATAAGCTGTAACCAAGAATCGGATTTCTTATGCATATCAATAAGAGCA
ACTAAAGGCGCAAACTTCTGGTAGTCATGCATCAGGTCTGTGAGGCGATCCATCAGGCGGGCAACATATTTCTTT
AGCTCAACCATTTCCTCTTCACTTGGATTCGAATCAACCCGCCAAACTACAAGATTACAAGCGGAGTGGCAcTGc
AgAGACACAGGATAGATATCTCTTCTTGCTGGACTACAGTCTGTAAAACTAATCTCCAATAATGATTCCATTCTT
AAGCTTCTCGTAAGTAGGTTCGCCGCTTGATACTCGGCTGATTGGCATAAAAGTAATTTGTGGGAGAGTCAACTG
CATCTAGGATCGTTTCTGCGACAGTGTCTTTATTCCCATCATAAGGCTTTTGGTAAAAAATATGTTGCCACCCCA
AAGTCACTATTATTTTTGGAGTGATAGAACCTGCTGCCGTATCTTTATTAACAACTCTACGCAGGCTTGGCCGAA
TACGCGCACCGGCCTGCCCTAGAGCGAGAGCGAGATGGTTATTACCTCTCGGAACATTTACTTCATCCCCGGAAG
AGACAAATGAGGGATCTGCATTTAGATAAAGAAGCTTATCGCCAGTGAATTTCGCCTCAGAATGTTTGAATGATA
ACGCAATGCCACCTTCCAGCTCTTGTTCCGAACTTGGAGAAAGGAGGCCTTCAAATAAAAACAGCAATGTTACAA
GTTCAGACACAAGAGCTTTGTTTTCATTTATAGGATCATACTCTTTGGCTTTTCTACCATTGAGCTTAGATAAAC
TAGCAGCTAATGCAGAATATGCTTCCTGATCACTGATAACACCAGAAATAGAGTCTAGCCAGGgAGcTcTCGCAG
TGCA 

 

รปูท่ี 5 ลําดบัเบสทีใ่ชใ้นการสรา้ง VCA0729 deletion mutant ตวัอกัษรทีข่ดีเสน้ใตค้อืลําดบัเบสของ 

primers ส่วนตวัอกัษรเขม้คอืผลผลติของ PCR ทีนํ่ามาใชเ้ป็นต้นแบบในการทํา overlapped 

PCR ตวัอกัษรปกตคิอืลาํดบัเบสของ VCA0729 ทีถู่กตดัออก 
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CACCAGgATCCACAGAAACCTTTAAAATATCCGTAAATCGAGTAAATAGCTGCGGCTCAACGCCTCTGGGAGGTT
TAGCGTTTTTAACAGCTTCAGAAAGTACACAAGAAAAATCTTGGGCTGTTATTCTCCTAGGAGTATATTCACTTG
AGGCCAGCTCCCCTAACCAACGCTTCTTTGCATCTTCTACTGATTTTCCTTCAAATGATTTTACGGCTTGAAGAA
CAAAACGTCCCCGGTGCCAATCTTGATCACCCATAAGCTGTAACCAAGAATCGGATTTCTTATGCATATCAATAA
GAGCAACTAAAGGCGCAAACTTCTGGTAGTCATGCATCAGGTCTGTGAGGCGATCCATCAGGCGGGCAACATATT
TCTTTAGCTCAACCATTTCCTCTTCACTTGGATTCGAATCAACCCGCCAAACTACAAGATTACAAGCGGAGTGGC
AATGGACAGACACAGGATAGATATCTCTTCTTGCTGGACTACAGTCTGTAAAACTAATCTCCAATAATGATTCCA
TTCTTAAGCTTCTCGTAAGTAGGTTCGCCGCTTGATACTCGGCTGATTGGCATAAAAGTAATTTGTGGGAGAGTC
tgCaGCATCTAGGATCGTTTCTGCGACAGTGTCTTTATTCCCATCATAAGGCTTTTGGTAAAAAATATGTTGCCA
CCCCAAAGTCACTATTATTTTTGGAGTGATAGAACCTGCTGCCGTATCTTTATTAACAACTCTACGCAGGCTTGG
CCGAATACGCGCACCGGCCTGCCCTAGAGCGAGAGCGAGATGGTTATTACCTCTCGGAACATTTACTTCATCCCC
GGAAGAGACAAATGAGGGATCTGCATTTAGATAAAGAAGCTTATCGCCAGTGAATTTCGCCTCAGAATGTTTGAA
TGATAACGCAATGCCACCTTCCAGCTCTTGTTCCGAACTTGGAGAAAGGAGGCCTTCAAATAAAAACAGCAATGT
TACAAGTTCAGACACAAGAGCTTTGTTTTCATTTATAGGATCATACTCTTTGGCTTTTCTACCATTGAGCTTAGA
TAAACTAGCAGCTAATGCAGAATATGCTTCCTGATCACTGATAACACCAGAAATAGAGTCTAGCCAGGTAGGTGT
CGCAGTGCAGTAGTCGGAATCGTCTTTGAGTGTACCTTCGAGTGTTGATATAACTTGATGAAGAATGACTTCAGA
AAATGGTAAGACGGAAGTAAAGCTTGCATTCATTGACAGAATACTAGTTTTTAAGGCTTCAACAATTAATGTTCT
TGCTACTCGCTCATAAATACTTTTCCAGAGTTCATCTGCTGTTAAGTTCGGTCCTCTATCAGGATGTCGAATAAT
TAACTTATCGCCGTCCAAGGGAGACTTCTTGTGGTGCAAGGCGTAGGTATTGACGATTTGCTGCTGGTGAAAAGT
TGGGTAAGCATCATAAACTGCAACAATTGGCGCAGAATGTGTTTCCAATACATCGTGATTATTGTTTTCAAGTTC
ATCTATATACTCGTCCAAAACAGTCTGTAGTGTGTGATGCACTTGTGGCTCATCGCTACCAAAGCCCACAAACAT
CAAGGATTTACTTCTAAGTCGATCTCTAAAAACATCAGCAGCCCATTGCCTGTTCCGCCATTTCTGGAGCTGTCG
CTCAGTGAGAAGTATCGACTCGTATCTCTTTTCAACAGTAGTATCAGTAAGTTTCTCAGCACAACCATTTACCTT
AAAGACCTTTAGACGATTGACATTGTCTTCTCCAATCTCAGCGCCTTTTTTACGGTAATCGTCAAGACAGGAAAT
CACGTCTGAATTACTTCCACCGCTCAATTCAACATAGGCCTTTTCAAAGTTGCAGTCGTAGTTAGTGGTTATTAC
TTCATTAATCAGCCCCTCTCGTGACAACTTGGCTATGTAGTAATGAGCAGGCGTTGGGCATAGATCTCGATATTG
ATCAATTTTCAGAATATCTACCAAGCTCTTATAACCAATATCGGGGCTAACAAACTCCCACAGATACAGCTCAGA
CAGGCAACCCAGCTGATTAGCGCTCGCGGCCTTGGTAATATCACAGAAAAAACACACACCTTTGCAAATATCACC
AGTAATTTTATGACCAAGAGCTTCGAGTTCATGCGAGCACCAGCACTTGCATATAGTTCCATGAGCTTCAGCTTT
ATATCTAGCGAATCGAAGCTTAAACAACTCTTTTTTTAGGGTAGTTACCATCCATTTGACATTATGAACCCACTC
CCCGCTTCGAGGTTTACTTGTCATAGATATACCCGCACCGGCAACAGGCACACATCGTCGTCTCAATATTCTATC
GACAGTGTAATCAAACGCATTCCTTGCAATCATTTCTTACAGGGCTCCGAATTTTGGGGCAGAGTAAACATTCTT
GTTGTCCACTTTTGGTCCTAGGCGGACTTGGTctGCaGTATAACAATCATAATGCAACGGCGCGCTTTTCCGTTT
CCATTGTCGAGGCTTGTTTTGTGAGTAACAAATTACGTAGAAGGAGCGCATGATTATGGGCTATTTGACTTCCTT
GTATCTGAACTCTCGGTATTCCGATGATGTTTGTTCATCAGTTGAATCTATTTAGCTGTGGCTGCGTATCAGCTC
GCTTCACCTACGACGCTAACTTTCAAGCTTGTTTTAAAGCATCATGCTTAATCCGTACCTATCTACTGTTTATGA
AGTAACTTTGTCGCATTACTAAAATCGGATCAATAGTTTTGGAAAGAAGTTACCCCTTTGTCACGTTACTAACTT
CGAATGGGGCATTTTCGTTTTGTACACCCCTGCCACACCTTTGGACACTCTCAACCCCAACCCATCACCCTCAAC
AATGCCTCACCTGCAACTAATACATACCACAATTACATATGAATACAGTTGCTTTTCGCGTTTTATACACGACCG
GATTGAGCGCCGCAACTATTCAGTCTAAGGTTTGCGGTGAACGACAGGTTCAACTTAACACCTTTGCTTGCACAC
TTTCAGCCGCCTTTCGGGGCGGCTTTTTCGTTCTGGaTccATTGGGCAGG 

 

รปูท่ี 6 ลําดบัเบสทีใ่ชใ้นการสรา้ง VCA0730 deletion mutant ตวัอกัษรทีข่ดีเสน้ใตค้อืลําดบัเบสของ 

primers ส่วนตวัอกัษรเขม้คอืผลผลติของ PCR ทีนํ่ามาใชเ้ป็นต้นแบบในการทํา overlapped 

PCR ตวัอกัษรปกตคิอืลาํดบัเบสของ VCA0730 ทีถู่กตดัออก 

  



31 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 7 ผลผลติดเีอน็เอทีอ่ยูก่่อนและหลงัตําแหน่งดเีอน็เอทีต่อ้งการตดัออก M: DNA marker (1 Kb 

DNA plus); ช่องที ่1, A28-1 (738 bp); ช่องที ่2, A28-2 (474 bp); ช่องที ่3, A29-1 (647 bp); 

ชอ่งที ่4, A29-2 (608 bp); ชอ่งที ่5, A30-1 (528 bp); ชอ่งที ่6, A30-2 (692 bp) 

  

 

M   1   2   3   4   5   6   

1200 bp 
1000 bp 
700 bp 
500 bp 
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รปูท่ี 8 ผลผลติของ overlapped PCR M: DNA marker (1 Kb DNA plus); ช่องที ่1-4, VCA0728 

(1,212 bp); ชอ่งที ่5-8, VCA0730 (1,220 bp) 

  

1,220 bp 1,212 bp 

1   2   3   4 5   6   7   8 M 
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รปูท่ี 9 การคดัเลอืกโคโลนีม ีdepleted DNA sequence ทีต่อ้งการดว้ยวธิ ีPCR ช่องที ่1-6 ผลการ

คดัเลอืก VCA0729 sequence (1,255 bp); ช่องที ่8-13 ผลการคดัเลอืก VCA0730 

sequence (1,220 bp); M, DNA marker (1 Kb DNA plus) 

 

  

1255 bp 1220 bp 

1    2    3   4    5    6    M   8   9  10  11  12   13    M  



34 
 
การคดัเลือก VCA0728 (หรือ VCA0729 หรือ VCA0730) deletion mutants  

เมื่อนํา Conjugative host (SM10 pir) ทีม่ ีdepleted DNA sequence ทีต่้องการ 

(VCA0728 หรอื VCA0729 หรอื VCA0730) และดือ้ยาแอมพซิลิลนิ ไป conjugate กบั Vibrio 

cholerae สายพนัธุ ์N16961 ทีด่ือ้ยาสเตรปโตมยัซนิ และคดัเลอืกโดยการ spread บนอาหารเลีย้งเชือ้ที่

มสีเตรปโตมยัซนิ และแอมพซิลิลนิ N16961 โคโลนีทีไ่ดร้บั conjugative plasmid เท่านัน้ทีส่ามารถ

เจรญิไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้น้ี นําโคโลนีเหล่าน้ีไป restreak บน LB agar ทีไ่มม่ยีาปฏชิวีนะ เพื่อเปิด

โอกาสใหเ้กดิ recombination ระหว่าง depleted DNA sequence และโครโมโซมของ N16961 จากนัน้

นําไปเพาะเลีย้งบน TCBS agar โคโลนีทีไ่มม่พีลาสมดิเท่านัน้ทีส่ามารถเจรญิไดบ้น TCBS agar เพราะ

บน plasmid ม ีsacB ทําใหไ้ม่สามารถเจรญิไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่น้ํีาตาลซูโครส จากนัน้คดัเลอืก 

deletion mutants ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้primers ทีใ่ชท้าํ overlapped PCR และเลอืกโคโลนีทีใ่หผ้ล 

PCR เป็นแถบดเีอน็เอขนาด 1,212 bp (VCA0728), 1,255 bp (VCA0729), และ 1,220 bp 

(VCA0730) และยนืยนัว่าโคโลนีเหล่าน้ีเป็น in frame deletion mutants โดยการทํา DNA 

sequencing ซึง่ใหผ้ลตรงตามทีก่าํหนด (รปูที ่4, 5 และ 6)   

การสงัเคราะหแ์ละเพ่ิมจาํนวน cDNA ของ N16961 และ deletion mutants 

Total RNA ทีส่กดัจาก N16961 และ deletion mutants (รปูที ่10) ถูกนําไปเป็นตน้แบบใน

การสงัคราะห ์cDNA libraries จากนัน้นําไปเชื่อมต่อกบั Adaptor และเพิม่จาํนวน cDNA ดว้ยวธิ ีPCR 

จนได ้cDNA ไมน้่อยกวา่ 75 ไมโครกรมั (รปูที ่11) 

Subtraction Hybridization 

cDNA ของ N16961 และ deletion mutants ถูกนําไปใชเ้ป็นตวัเปรยีบเทยีบการแสดงออกของ

ยนีระหว่าง wild type (N16961) และ deletion mutants ดว้ยวธิ ีsubtraction hybridization โดยยนีที่

แสดงออกเหมอืนกนัระหว่าง Tester และ Driver จะจบักนั สว่นยนีทีแ่สดงออกเฉพาะใน Tester หรอื 

Driver จะจบักนัเอง เมื่อนํา Differential products ทีไ่ดไ้ปเพิม่จํานวนโดยวธิ ีPCR จะสามารถเพิม่

จาํนวนไดเ้ฉพาะสว่นทีเ่ป็น Tester จบักบั Tester เท่านัน้ เน่ืองจาก Driver ไมม่ลีําดบัเบสของ primer 

(รปูที ่12)   
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รปูท่ี 10 Total RNA ช่องที ่1 N16961; ช่องที ่2 VCA0728 mutant; ช่องที ่3 VCA0729 mutant; 

M, DNA marker (1 Kb DNA plus) 

 

  

  1     2     3     M   1     2     3     M 

1500 bp 

1000 bp 

500 bp 

5000 bp 
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รปูท่ี 11  cDNA libraries ช่องที ่1 N16961; ช่องที ่2 VCA0728 mutant; M, DNA marker (1 Kb 

DNA plus) 

  

1     2    M 

1500 bp 

1000 bp 

500 bp 

5000 bp 
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รปูท่ี 12  Differential products ช่องที ่1 N16961 เป็น Tester และ VCA0729 mutant เป็น Driver; 

ช่องที ่2 VCA0729 mutant เป็น Tester และ N16961 เป็น Driver; M, DNA marker (1 Kb 

DNA plus) 

  

1      2     M 

1500 bp 

1000 bp 

500 bp 

5000 bp 
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ยีนท่ีมีการแสดงออกเปล่ียนไปใน deletion mutants 

นํา Differential products จากการ Subtraction ครัง้ที ่2 ไปตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI จากนัน้

เชื่อมต่อกบัพลาสมดิ pUC18 ที่ตดัด้วยเอนไซม์เดียวกนัแล้วนําดเีอ็นเอลูกผสมเขา้สู่ DH5โดยวิธ ี

electroporation จากนัน้คดัเลอืกโคโลนีไม่มสีทีีข่ ึน้บนอาหารเลี้ยงเชือ้ทีผ่สมแอมพซิลิลนิและ X-gal ไป

สกดัพลาสมดิและตรวจสอบขนาดของ DNA inserts โดยวธิ ีPCR (รปูที ่13) และหาลําดบัเบสของ DNA 

inserts เพื่อเปรยีบเทยีบยนีทีแ่สดงออกต่างกนัระหว่างสายพนัธุต์น้กําเนิดกบั deletion mutants จาก

การส่งหาลําดบัเบสทัง้สิน้ 169 ตวัอย่าง พบว่ามเีพยีง 46 ยนีทีแ่ตกต่างกนัเท่านัน้ เน่ืองจากบางยนีมี

การแสดงออกแตกต่างกนัมาก ทําใหพ้บไดถ้งึ 5-6 โคโลนี โดยทีข่นาดของ inserts แตกต่างกนัจงึไม่ใช่

การเลอืกโคโลนีซํ้า รปูที ่14 แสดงจํานวนยนีทีม่กีารแสดงออกเปลีย่นไประหว่างสายพนัธุต์น้แบบและ 

deletion mutants โดยแบ่งตามหน้าที ่พบว่ายนีกลุ่มทีม่กีารเปลีย่นแปลงมากทีสุ่ดคอืกลุ่มของ Energy 

metabolism (8 ยนี) รองลงมาคอืกลุ่มของ DNA metabolism (5 ยนี) และ Regulatory function (5 ยนี) 

ส่วนยนีทีม่กีารเปลีย่นแปลงอนัดบัถดัมาคอื กลุ่มของ Protein synthesis (4 ยนี), Transport and 

binding protein (4 ยนี), ยนีทีไ่มท่ราบหน้าที ่(4 ยนี), Hypothetical protein (3 ยนี), Biosynthesis of 

cofactors (2 ยนี), Cell envelope (2 ยนี), Amino acid biosynthesis (2 ยนี), Transcription (2 ยนี), 

Cellular processes (1 ยนี), Central intermediary metabolism (1 ยนี), Chemotaxis and motility (1 

ยนี), Fatty acid and phopholipid metabolism (1 ยนี), Conserved hypothetical protein (1 ยนี) โดย 

deletion mutant ทีพ่บว่ามกีารเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนีมากทีสุ่ดคอื VCA0729  รปูที ่15 

ตารางที ่3, 4 และ 5 เป็นชื่อและหน้าทีข่องยนีทีม่กีารเปลีย่นแปลงการแสดงออกระหว่างสายพนัธุ์

ตน้แบบและ deletion mutants  

  



39 
 
 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 13 ผลผลติของ PCR ของ differential products ช่องที ่1-25 ผลผลติของ PCR ของโคโลนีทีนํ่าไป

หาลาํดบัเบส; M, DNA marker (1 Kb DNA plus) 

1500 bp 
1000 bp 

500 bp 

1   2   3   4   5  6   7   8   9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M 
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รปูท่ี 14 แสดงจํานวนยนีในแต่ละกลุ่มหน้าที่ ที่มกีารเปลี่ยนแปลงการแสดงออกระหว่างสายพนัธุ์

ตน้แบบและ deletion mutants 
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รปูท่ี 15 แสดงรายนามของยนีทีม่กีารเปลีย่นแปลงการแสดงออกระหวา่งสายพนัธุต์น้แบบและ deletion 

mutants แบ่งตามกลุ่มหน้าที ่

VC1265 

VCA0876 

VCA0705 

VC0667 

VC2431 

VC0012 VC0012 
VC0190 

VC2431 
VC0473 

VC1573 

VC2087 
VC2091 

VC0062 

VC2414 

VC2698 

VCA0136 
VC2397 

VC0296 
VC0215 

VC0231 

VC0420 

VC1566 

VC1366 

VC1620 

VC1367 

VCA0975 

VC2252 

VC2197 

VC2744 VC2744 

VC0030 
VC0003 VC0003 

VC0327 
VC0682 

VCA0804 VCA0804 

VC2211 

VCA0945 

VCA0205 

VCA0945 
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ตารางที่ 3 ยนีทีม่กีารแสดงออกแตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธุต์น้แบบและ VCA0728 mutant 

Gene 
Identification 

Expressed only in wild type 
Gene 

Identification 
Expressed only in VCA0728 mutant 

VC0012 chromosomal replication initiation protein (dnaA) VC0190 DNA-dependent helicase II (uvrD) 
VC0667 oxidoreductase TAS, aldo/keto reductase family  VC0473 transketolase (tktA) 
VC2197 flagellar hook protein FlgE (flgE) VC1566 ABC-type antimicrobial peptide transport system permease  
VCA0205 anaerobic C4-dicarboxylate transporter (dcuB) 

 
component 

VCA0945 maltose ABC transporter periplasmic protein VC2252 outer membrane protein assembly factor OMA87 (yaeT) 

 
 (malE) VC2414 pyruvate dehydrogenase subunit E1 (aceE) 

  
VC2431 DNA topoisomerase IV subunit B (parE) 

  
VC2744 GTP-binding protein TypA (typA) 
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ตารางที่ 4 ยนีทีม่กีารแสดงออกแตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธุต์น้แบบและ VCA0729 mutant  

Gene Expressed only in wild type Gene Expressed only in VCA0729 mutant 
Identification 

 
Identification 

 
VC0003 thiophene and furan oxidation protein ThdF (thdF) VC0012 chromosomal replication initiation protein (dnaA) 
VC0062 thiamine-phosphate pyrophosphorylase (thiE) VC0030 acetolactate synthase 2 regulatory subunit (ilvM) 
VC0296 acetyl-CoA carboxylase, biotin carboxyl carrier protein  VC0215 DNA/pantothenate metabolism flavoprotein (dfp)  

 
(accB) VC0231 capsular polysaccharide biosynthesis protein 

VC0420 Possible exported protein VC0327 ribosomal protein L7/L12 (rplL) 
VC1366 queuosine biosynthesis protein QueC (queC)/exsB  VC0682 isoleucyl-tRNA synthetase (ileS) 

 
protein VC1265 probable thiol oxidoreductase with 2 cytochrome c  

VC1367 GGDEF family protein (cdgE) 
 

heme-binding sites 
VC2091 succinate dehydrogenase cytochrome b556 large  VC1573 fumarate hydratase, class II base (fumC) 

 
membrane subunit (sdhC) VC1620 Cadherin related protein 

 
VC2744 GTP-binding protein TypA (typA) VC2211 ferric vibriobactin receptor (viuA) 

 
  

VC2252 outer membrane protein assembly factor OMA87 (yaeT) 
 

  
VC2397 cell division protein FtsZ (ftsZ) 

 
  

VC2698 aspartate ammonia-lyase (aspA) 
 

  
VCA0705 phosphoglycerate transport reg protein PgtB (pgtB) 

 
  

VCA0804 ATP-dependent RNA helicase DeaD (deaD) 
 

  VCA0945 maltose ABC transporter periplasmic protein (malE)  
  VCA0975 ATP-dependent protease LA-related protein  
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ตารางที่ 5 ยนีทีม่กีารแสดงออกแตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธุต์น้แบบและ VCA0730 mutant 

Gene Expressed only in wild type Gene Expressed only in VCA0730 mutant 
Identification  Identification  VC2431 DNA topoisomerase IV subunit B (parE)  VC0003 thiophene and furan oxidation protein ThdF (thdF)  
VCA0804 ATP-dependent RNA helicase DeaD (deaD)  VC0030 acetolactate synthase 2 regulatory subunit (ilvM) 
VCA0876 D-serine deaminase activator (dsdC)  VC1573 fumarate hydratase (fumC) 

  
VC2087 2-oxoglutarate dehydrogenase, E1 component (sucA)  

  
VC2744 GTP-binding protein TypA (typA) 

  
VCA0136 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase (glpQ) 
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การยืนยนัผลด้วยวิธี RT-PCR 

การยนืยนัความถูกตอ้งของวธิ ีmodified representational difference analysis สามารถทาํได้

โดยการทํา RT-PCR ซึง่ในทีน้ี่เลอืกยนี flgE, cdgE และ VCA0956 เพื่อออกแบบ primers และใช้

วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบการแสดงออกระหว่างสายพนัธุต์น้แบบและ deletion mutants (รปูที ่16) จากผล

การทดลองพบว่าการแสดงออกของ flgE ลดลงใน VCA0728 mutant ซึง่ผลน้ีสอดคลอ้งกบัผลของ 

representational difference analysis ส่วน cdgE พบว่ามกีารแสดงออกลดลงทัง้ 3 mutants โดย 

VCA0728 mutant มกีารแสดงออกน้อยทีสุ่ด ซึง่ผลของ representational difference analysis พบ

เพยีง VCA0729 mutant เท่านัน้ที่มกีารแสดงออกลดลง ผลที่ไดน้ับว่าสอดคล้องกนั แต่เน่ืองจาก

ขอ้จาํกดัในการทาํ subtraction hybridization คอืเรื่องของจาํนวนตวัอยา่งทีจ่ะสง่ sequencing ทาํใหไ้ม่

สามารถครอบคลุมไดทุ้กยนีทีม่กีารเปลีย่นแปลง อยา่งไรกต็ามผลทีไ่ดน้บัว่าเชื่อถอืไดแ้ต่อาจขาดความ

สมบรูณ์ไปบา้ง วธิทีีจ่ะใหผ้ลครอบคลุมไดทุ้กยนีคอืวธิ ีmicroarray analysis ซึง่ตอ้งใชเ้ครื่องมอืทีม่รีาคา

แพงและสามารถทําไดเ้ฉพาะในเชือ้สายพนัธุ์ทีม่กีารหาลําดบัเบสทัง้จโีนมแลว้เท่านัน้ ส่วนขอ้ดขีองวธิ ี

modified representational difference analysis คอืเป็นวธิทีีม่คีวามไวสงู สามารถใชศ้กึษาเปรยีบเทยีบ

เชื้อที่อาจยังไม่มีผู้ศึกษามาก่อน และที่สําคัญคือสามารถทําได้โดยใช้เพียงเครื่องมือที่มีอยู่ใน

หอ้งปฏบิตักิารทัว่ไป (24) 

การวิเคราะหห์าความสมัพนัธข์องยีนท่ีมีการแสดงออกเปล่ียนแปลงไป 

การวเิคราะหห์าความสมัพนัธร์วมถงึกลไกการควบคุมการแสดงออกของยนีเหล่านัน้ทาํไดโ้ดย

การวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม STRING v. 8.3 (25) และ Prodonet v. 9.12 (26) โดยอาศยัขอ้มลูทีไ่ดจ้าก

การศกึษาใน E. coli สายพนัธุ ์K-12 เพื่อช่วยในการทาํนาย เน่ืองจากเป็นแบคทเีรยีทีม่ผีูศ้กึษากนัอยา่ง

กวา้งขวาง ในขณะทีย่งัขาดขอ้มลูเรื่องการแสดงออกของยนีของ V. cholerae โดยเฉพาะยนีทีป่รากฏอยู่

ในผลการทดลองอกีเป็นจาํนวนมาก ผลการวเิคราะหส์รปุไดด้งัรปูที ่17 
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รปูท่ี 16  Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ช่องที ่1-4 ยนี flgE;  ช่อง

ที ่5-8 ยนี cdgE;  ช่องที ่9-12 ยนี VCA0956; ช่องที ่1, 5, 9 VCA0728 mutant; ช่องที ่2, 

6, 10 VCA0729 mutant; ช่องที ่3, 7, 11 VCA0730 mutant; ช่องที ่4, 8, 12 N16961; 

ช่องที ่13 N16961 flgE; ช่องที ่14 N16961 cdgE; ช่องที ่15 N16961 VCA0956; M, DNA 

marker (1 Kb DNA plus) 

  

VCA0956 

flgE 

 1    2    3    4     5    6    7    8     9   10  11  12  13  14   15    M 

cdgE 
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รปูท่ี 17  แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งตวัควบคุมและยนีต่างๆทีม่กีารเปลีย่นแปลงของการแสดงออก 

  ตวัควบคุม (Transcription factor) 

  ยนี 

 การควบคุมในเชงิบวก 

 การควบคุมในเชงิลบ  

 มคีวามสมัพนัธก์นัแต่ยงัไมท่ราบวา่เชงิบวกหรอืลบ 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การวิเคราะหยี์น VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 

จโีนมของ V. cholerae สายพนัธุ ์N16961 ประกอบดว้ยโครโมโซมสองเสน้ โครโมโซมใหญ่ม ี

2.96 x 106 คู่เบส ควบคุมการสรา้ง 2,775 ORFs และโครโมโซมเลก็ขนาด 1.07 x 106 คู่เบส ควบคุม

การสรา้ง 1,115 ORFs (9) โครโมโซมใหญ่ประกอบดว้ยยนีควบคุมการสรา้งผลผลติทีจ่าํเป็นในการ

ดาํรงชวีติ เช่น เกีย่วกบัการ transcription, translation. เมตาโบลซิมึและชวีวทิยาของเซลล ์ในขณะที่

โครโมโซมเลก็ควบคุมการสรา้งยนีซึง่ไมท่ราบหน้าทีเ่ป็นสว่นใหญ่ เมื่อเพาะเลีย้งแบคทเีรยีชนิดน้ีใน LB 

พบว่าการแสดงออกของยนีบนโครโมโซมเลก็มน้ีอยมาก แต่การแสดงออกของยนีบนโครโมโซมเลก็น้ีจะ

มมีากขึน้เมือ่แบคทเีรยีเขา้สูโ่ฮสต ์(rabbit ileal loop) (27) 

ยนี VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 ตัง้อยูบ่นโครโมโซมเลก็ ควบคุมการสรา้งโปรตนีซึง่

ไม่ทราบหน้าที่ เมื่อทดลองหาความคล้ายคลงึกบัยนีหรอืโปรตีนอื่น โดยการเทยีบกบัขอ้มูลสากล 

(National Center for Biotechnology Information: NCBI) โดยการทาํ BLASTN และ BLASTX พบว่า

ทัง้ลําดบัเบสและกรดอมโินของยนีทัง้สามไม่เหมอืนยนีหรอืโปรตนีใดในฐานขอ้มลูสากล นอกจาก V. 

cholerae El Tor biotype สายพนัธุอ์ื่น เมื่อวเิคราะหค์ุณสมบตัขิองโปรตนีทัง้สามโดยใชโ้ปรแกรม

ต่อไปน้ี CDD เพื่อหา conserved domain (28), SMART (simple modular architecture research 

tool) เพื่อหา signaling domain (16, 17), TMHMM v. 2.0 เพื่อทดสอบคุณสมบตักิารเป็น 

transmembrane protein (18), SignalP v. 3.0 เพือ่หา signal peptide (19), Coils v. 2 เพือ่ทาํนายสว่น

ทีม่โีครงสรา้งเป็น coiled coil (20), SEG เพื่อหาโครงสรา้งสว่นทีม่แีนวโน้มจะมเีบสหรอืกรดอมโินชนิด

ใดชนิดหน่ึงมากกว่าปกต ิ(21), Prospero เพื่อหาบรเิวณทีม่ ีrepeats (22), DisEMBL เพื่อทาํนาย

บรเิวณทีม่คีวามผดิปกตขิองโครงสรา้งหรอืโดเมนซึง่อาจมผีลต่อการแสดงออกของยนี (23) ผลจากการ

วเิคราะหใ์หผ้ลดงัน้ี 

VCA0728  เป็นยนีทีม่ขีนาดความยาว 2172 เบส ควบคุมการสรา้งโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยกรด 

อมโิน  723 โมเลกุล น้ําหนกัโมเลกุลทีไ่ดจ้ากการคํานวณ 80.81 กโิลดลัตนั เมื่อทดสอบดว้ย SMART 

พยว่ากรดอมโินลําดบัที ่7-682 มคีุณสมบตัเิป็น SMC_N domain (16) และเมื่อทดสอบดว้ย CDD 

พบว่ากรดอมโินลําดบัที ่8-439 มคีุณสมบตัเิป็น SbcC domain (28) ซึง่ domain ทัง้สองจดัอยูใ่น SMC 

family เช่นกนั SMC ยอ่มาจาก structural maintenance of chromosomes โปรตนีใน family น้ีพบได้

ในสิง่มชีวีติทุกชนิดรวมทัง้แบคทเีรยีและอารเ์คยี โปรตนี SMC มคีวามจาํเป็นในการสง่ผา่นโครโมโซมใน

ขณะทีม่กีารแบ่งตวัเพื่อเพิม่จํานวนของสิง่มชีวีติ โดยทําหน้าที ่condensation และ segregation ของ
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โครโมโซม (29)นอกจากน้ียงัมหีน้าทีเ่กีย่วกบัการซ่อมแซมดเีอน็เอ, DNA recombination และ gene 

silencing อกีดว้ย (30) กรดอมโินลําดบัที ่8-89 มคีุณสมบตัเิป็น P-loop NTPase (28) ซึง่สามารถ

ไฮโดรไลสนิ์วคลโิอไทด ์GTP หรอื ATP ภายในโดเมนประกอบดว้ย Walker A motif (GxxxxGK[S/T], x 

คอืกรดอมโินชนิดใดกไ็ด)้ ซึง่เป็นส่วนทีจ่บัหมู่ฟอสเฟตของ ATP หรอื GTP และ Walker B motif 

(hhhh[D/E], h คอืกรดอมโินทีม่คีุณสมบตัเิป็น hydrophobic) ซึง่เป็นสว่นทีจ่บักบั Mg2+ (28) และกรดอมิ

โนลําดบัที ่134-168 และ 305-342 มคีุณสมบตัเิป็น coiled coil domain (20) องคป์ระกอบทัง้หมดที่

กล่าวมาน้ีสอดคลอ้งกบัลกัษณะเฉพาะของโปรตนีใน SMC family ซึง่โปรตนีใน family น้ีประกอบดว้ย 

1) N-terminal globular domain ซึง่ประกอบดว้ย Walker A motif   2) coiled-coil domain อนัแรก   3) 

globular domain ซึง่ทาํหน้าทีเ่สมอืนบานพบั   4) coiled-coil domain อนัทีส่องและ   5) C-terminal 

globular domain ซึง่จะม ีDA box อนัประกอบดว้ย Walker B และ motif อื่นๆ (30) โปรตนี SMC ของ

โปรคารโิอตจะอยูใ่นรปู homodimers โดยมทีศิทางกลบัหวักลบัหางกนั (31) นอกจากน้ียงัพบว่ากรดอมิ

โนลําดบัที ่103-499 มคีุณสมบตัเิป็น EzrA domain (16) ซึง่โปรตนีใน family น้ีทาํหน้าทีเ่ป็นตวัควบคุม 

(negative regulator) การโพลเีมอไรสโ์ปรตนี FtsZ ซึง่เป็นโปรตนีทีก่ําหนดบรเิวณทีจ่ะเกดิการแบ่งตวั 

ทาํใหเ้กดิการโพลเีมอไรส ์FtsZ บรเิวณกลางเซลลแ์ละเกดิขึน้เพยีงครัง้เดยีวในแต่ละรอบของการแบ่งตวั 

(32)  

จากการศกึษาใน E. coli ซึง่มกีารศกึษากนัมากทีสุ่ด พบว่าถา้ใสช่ิน้ดเีอน็เอทีม่ ี palindrome 

ขนาดใหญ่ คอื >150-200 เบส เขา้ไปใน wild type มโีอกาสเกดิ 2 อยา่งคอื เชือ้ไมส่ามารถดาํรงชวีติอยู่

ได ้หรอืเกดิ deletion ภายในและรอบๆ palindrome ทาํใหเ้ชือ้นัน้ไมเ่สถยีร (33-35) จากการวเิคราะห์

ลําดบัเบสเชื่อว่า sbcC และ sbcD ควบคุมการสรา้งเอนไซมย์อ่ยกรดนิวคลอิคิ และลําดบักรดดมโินของ 

SbcC และ SbcD กค็ลา้ย exonuclease ของแบคเทอรโิอเฟจ T4 และ T5 (36, 37) SbcCD สามารถ

จดจาํ hairpin ทีเ่กดิขึน้บนแมแ่บบของการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ ซึง่เมื่อมกีารตดั hairpin แลว้จะทาํใหด้ี

เอน็เอทัง้สองเสน้ขาดจากกนั (double strand break คาํยอ่ DSB) ทาํใหไ้มส่ามารถเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ

ต่อได ้การเกดิ hairpin อนัมสีาเหตุจาก palindrome sequence เป็นสาเหตุใหเ้ชื้อนัน้ไม่เสถยีร 

โดยเฉพาะเมื่อเกดิ hairpin ใน lagging strand ของ replication fork (38) แต่ E. coli ทีม่กีารกลายพนัธุ์

ทีย่นี sbcC หรอื sbcD จะสามารถรบัชิน้ดเีอน็เอทีม่ ี palindrome ขนาดใหญ่ได ้(33) การที ่N16961 ม ี

SbcC domain แต่มลีําดบัเบสและกรดอมโินทีไ่ม่เหมอืนสิง่มชีวีติอื่นๆอาจเกดิจากการววิฒันาการของ

เชือ้ทาํให ้SbcC ของ N16961 มคีุณสมบตัเิหมอืน E. coli ทีเ่กดิการกลายพนัธุค์อืสามารถรบัชิน้ดเีอน็เอ

ทีม่ ี palindrome ขนาดใหญ่ได ้ดงัจะเหน็ไดจ้ากบนโครโมโซมเลก็ของ N16961 ม ี integron island 

ขนาดใหญ่ซึง่ประกอบไปดว้ย Vibrio cholerae repeat (VCR) จาํนวนมาก 
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VCA0729 เป็นยนีทีม่ขีนาดความยาว 624 เบส ควบคุมการสรา้งโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยกรดอมิ

โน 207 โมเลกุล น้ําหนกัโมเลกุลทีไ่ดจ้ากการคาํนวณ 23.4 กโิลดลัตนั กรดอมโินตําแหน่งที ่42-64 มี

ลกัษณะเป็น coiled coil motif (20) ซึง่โปรตนีทีม่ลีกัษณะน้ีมกัทําหน้าทีส่าํคญั เช่น การควบคุมการ

แสดงออกของยนีอื่น (transcription factors) เกี่ยวขอ้งกบัการเขา้สู่เซลล์ของไวรสั และการรกัษา

โครงสรา้งของเซลล ์ 

VCA0730 เป็นยนีทีม่ขีนาดความยาว 1830 เบส ควบคุมการสรา้งโปรตนีทีป่ระกอบดว้ยกรด 

อมโิน 609 โมเลกุล น้ําหนกัโมเลกุลทีไ่ดจ้ากการคาํนวณ 68.4 กโิลดลัตนั กรดอมโินลําดบัที ่131-287 มี

คุณสมบตัเิป็นโปรตนีทีจ่ดัอยู่ใน SIR2 superfamily ซึ่งโปรตนีในกลุ่มน้ี รวมไปถงึเอนไซม ์silent 

information regulator 2 (Sir2) หรอื sirtuins ซึง่พบไดท้ัง้ในยคูารโิอต อารเ์คยี และโปรคารโิอต โปรตนี

น้ีทาํหน้าทีค่งความเสถยีรใหก้บัโครโมโซม, ควบคุม gene silencing, การซ่อมแซมดเีอน็เอ, เอนไซม์

ต่างๆในขบวนการเมตาโบลซิมึ, apoptosis, ความยนืยาวของชวีติ และควบคุม (negative regulate) 

การเริม่ต้นการเพิม่จํานวนของดเีอน็เอ หน้าที่ซึ่งมกีารศกึษากนัมากที่สุดคอื gene silencing โดย

เอนไซมน้ี์จะบดบงัโดเมนบนโครโมโซมสว่นทีท่าํหน้าทีค่วบคุมการแสดงออกของยนีอื่นทาํใหไ้มส่ามารถ

ทาํงานได ้  

 

 

รปูท่ี 18 แสดงตําแหน่งและทศิทางของยนี VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 บนโครโมโซมเลก็ 
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จากการวเิคราะหห์น้าทีแ่ละตําแหน่งของยนีทัง้สาม (รปูที ่18) ทําใหค้าดว่ายนีทัง้สามอยู่บน 

operon เดยีวกนัและทําหน้าทีร่่วมกนัในการควบคุมการเพิม่จํานวนดเีอน็เอและการแบ่งโครโมโซมให้

เซลลล์กูขณะทีเ่ซลลม์กีารแบ่งตวั ชว่ยคงความเสถยีรใหก้บัโครโมโซมโดยควบคุมการเกดิ homologous 

recombination, DNA repair และการกระตุน้การตอบสนองของระบบ SOS นอกจากน้ียงัอาจทาํหน้าที่

เป็น transcriptional activator อกีดว้ย 

การเปลีย่นแปลงการแสดงออกใน deletion mutants สามารถวเิคราะหต์ามกลุ่มหน้าทีด่งัน้ี 

DNA metabolism 

DnaA ของแบคทเีรยีทาํหน้าทีเ่ป็น transcription factor (39) และ replication initiator บน

โครโมโซมของ E. coli พบว่าม ีDnaA boxes ประมาณ 1600 ตําแหน่ง (40) แสดงใหเ้หน็ว่า DnaA 

ควบคุมยนีอื่นๆเป็นจํานวนมาก โดยการไปจบักบั DnaA boxes ทีอ่ยู่เหนือดา้น 5’ ของ regulatory 

region หรอื coding region ของยนีเหล่าน้ี (41) และกดการแสดงออก ยนีเหล่าน้ีไดแ้ก่ dnaA, mioC, 

rpoH, guaBA และ uvrB (41) นอกจากน้ี DnaA อาจจะหยุดการ transcription ของบางยนีเลยกไ็ด ้(41) 

ใน V. cholerae ซึ่งม ี2 โครโมโซม พบว่า DnaA ทําหน้าทีค่วบคุมการเริม่ตน้การเพิม่จํานวนของ

โครโมโซม 1 สว่น RctB ทาํหน้าทีค่วบคุมการเริม่ตน้การเพิม่จาํนวนของโครโมโซม 2 (42)  

นอกจากน้ียังพบว่า DnaA มีผลต่อการขดเกลียวของดีเอ็นเอ โดยพบว่าพลาสมิดของ

แบคทเีรยีทีเ่กดิการกลายพนัธุข์อง dnaA จะมกีารขดเกลยีวมากกว่าปกต ิโดยเฉพาะเมื่อเพาะเลี้ยงที ่

37oซ (43) ใน dnaA mutants พบการยบัยัง้การแสดงออกของยนีหลายชนิดเน่ืองจากเกดิการขดเกลยีว

มากผดิปกตขิองดเีอน็เอภายในเซลล ์ไดแ้ก่ fliC, proU, tonB, osmZ และ virR (44-47) การทาํงานของ 

DnaA ถูกควบคุมโดยฟอสโฟไลปิดบนเยื่อหุม้เซลล ์(47) ดงันัน้การเพิม่ขึน้ของ long chain fatty acid 

transport protein และ -ketoacyl synthase II ซึง่เกีย่วขอ้งกบัเมตาโบลซิมึของฟอสโฟไลปิดจงึมี

ความสําคญั การเปลี่ยนแปลงระดบัการแสดงออกของโปรตีนสองชนิดน้ีเกิดขึ้นจากการปรบัตวัเมื่อ

เพาะเลีย้งเชือ้ที ่37oซ แต่ไมเ่ปลีย่นแปลงที ่28oซ (48) เมื่อโปรตนีสองชนิดน้ีมปีรมิาณเพิม่ขึน้ ทาํใหเ้กดิ

การเปลีย่นแปลงของกรดไขมนับนเยือ่หุม้เซลล ์ซึง่กจ็ะมผีลต่อการทาํงานของ DnaA  

ผลจากการทดลองชีใ้หเ้หน็ถงึการเปลีย่นแปลงของการแสดงออกของยนี dnaA ใน VCA0728 

และ VCA0729 mutants แต่การเปลี่ยนแปลงที่เกดิเป็นทางตรงกนัขา้มคอื ลดการแสดงออกใน 

VCA0728 mutant แต่แสดงออกมากขึน้ใน VCA0729 mutant ความสาํคญัของการแสดงออกทีต่่างกนัน้ี

อาจเกีย่วขอ้งกบัยนีอื่นๆอกีหลายยนีเน่ืองจาก dnaA ทาํหน้าทีใ่นการควบคุมการแสดงออกของยนีอื่น 

ดงันัน้จงึตอ้งทาํการศกึษาต่อไป 



52 
 
DNA replication 

Topoisomerase (Topo) IV เป็นเอนไซมท์ีท่าํหน้าทีแ่ยกโครโมโซมเสน้ใหมท่ีเ่พิง่เพิม่จาํนวน

ออกจากเสน้เก่าในช่วงที่มกีารแบ่งตวั เอนไซม ์ Topoisomerase (Topo) IV ของโปรคารโิอต

ประกอบดว้ยสว่นทีเ่ป็น ATP-binding subunit คอื parE และสว่นทีท่าํหน้าทีเ่ป็น catalytic subunit หรอื 

parC (49) การกลายพนัธุข์องยนีน้ีทําใหแ้บคทเีรยีไมส่ามารถสรา้งผนงักัน้ระหว่างเซลลไ์ด ้เกดิภาวะ 

conditionally lethal phenotypes (49, 50) ผลของการทดลองครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็ว่ามกีารแสดงออกของ

ยนี parE เพิม่ขึน้ใน VCA0728 mutant แต่กลบัแสดงออกลดลงใน VCA0730 เน่ืองจากผลผลติของยนีน้ี

เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการแยกโครโมโซมเสน้ใหม่ที่เพิง่มกีารเพิม่จํานวนออกจากเสน้เก่าในช่วงที่มกีาร

แบ่งตวั ทําใหส้นใจศกึษาอตัราการเจรญิเติบโดของ mutants เหล่าน้ี ผลจากการศกึษาอตัราการ

เจรญิเตบิโตของเชือ้ที ่37oซ โดยเลีย้งใน alkaline peptone water  ทีม่ปีรมิาณเกลอืรอ้ยละ 0, 1, 3 และ 

6 พบว่าไม่มคีวามแตกต่างของการเจรญิเตบิโตเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ทีม่คีวามเขม้ขน้ของ

เกลอืรอ้ยละ 0, 1, 3 แต่พบว่าทีค่วามเขม้ขน้ของเกลอืรอ้ยละ 6 อตัราการเจรญิเตบิโตของ VCA0728 

mutant มสีงูสดุ (ไมไ่ดแ้สดงผล)  

การซ่อมแซมดเีอน็เอเป็นขบวนการพืน้ฐานของสิง่มชีวีติทัว่ไปรวมทัง้แบคทเีรยีก่อโรค ซึ่งใช้

เป็นกลไกในการป้องกนัตวัเองเพื่อใหม้ชีวีติรอดอยู่ในโฮสต์ได ้ขบวนการซ่อมแซมดเีอน็เอประกอบดว้ย 

mismatch repair (MMR) ซึง่ม ีMutSLH เป็นโปรตนีทีส่าํคญัในขบวนการน้ี (51), base excision repair 

หรอื glycosylases (52) และ nucleotide excision repair (NER) ซึง่อาศยัการทํางานของโปรตนี  

UvrABCD (53) นอกจากน้ียงัมขีบวนการ  homologous recombination ซึง่อาศยัโปรตนี RecBCD และ 

RecFOR (54) กเ็ป็นกลไกสาํคญัทีช่ว่ยในการซ่อมแซมการเสยีหายทีเ่กดิการขาดของดเีอน็เอทัง้สองเสน้ 

(double-strand breaks: DSBs) (55) โดยความเสยีหายน้ีอาจเกดิไดจ้ากทางกายภาพและสารเคมทีีม่ผีล

ต่อการเปลีย่นแปลงดเีอน็เอ  ความเสยีหายทีเ่กดิขึน้กบัดเีอน็เอเพยีงเสน้เดยีว ถ้าไม่รบีแกไ้ขทนัทกีจ็ะ

นําไปสู ่DSB ซึง่เป็นสาเหตุหลกัของการทาํลายโครงสรา้งและหน้าทีข่องจโีนม  

ในการเพิม่จาํนวนของดเีอน็เอ ถา้ replication fork พบกบัเบสทีเ่สยีหายกจ็ะไมส่ามารถเพิม่

จํานวนต่อได้ ทําใหเ้กิด DSB ซึ่งโปรตีน UvrD มสี่วนสําคญัในการแก้ไขน้ี โดยการไปจบักบัดเีอ็นเอ

แทนที ่RecA (56) การศกึษาใน E. coli พบว่า 20-50% ของ replication forks ตอ้งการ recombination 

repair เพื่อซ่อมแซมความเสยีหาย (57) โปรตนี UvrD ทํางานร่วมกบั MutSHL ในระบบ mismatch 

repair และ UvrABC ในระบบ nucleotide excision repair (58) ถา้ขบวนการ mismatch repair เสยีไป 

จะก่อใหเ้กดิการกลายพนัธุ์และเกดิ homologous recombination มากขึน้ (59, 60) แต่ถ้าระบบ 

nucleotide excision repair ไมท่ํางานจะทําใหแ้บคทเีรยีไวต่อรงัสอีลัตราไวโอเลต และสารทีม่ฤีทธิ ์
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ทาํลายดเีอน็เอ (61, 62) เน่ืองจากการทีแ่บคทเีรยีขาด UvrD helicase ทาํใหไ้มส่ามารถกําจดัดเีอน็เอที่

ถูกตดัทิง้เน่ืองจากเกดิความเสยีหายออกไปได ้ซึง่ข ัน้ตอนน้ีเป็นขัน้ตอนสุดทา้ยของ NER pathway (58) 

นอกจากน้ียงัทําใหม้อีตัราการเกดิ intergenomic recombination มากขีน้อกีดว้ย การที ่UvrD และ 

MutS ถูกกดจะมผีลใหเ้กดิ DNA recombination มากขึน้ (58, 63) เพื่อรกัษาสภาพของจโีนม แต่การ

ซ่อมแซมดเีอน็เอโดยวธิ ีrecombination อาจก่อใหเ้กดิการกลายพนัธุไ์ดเ้น่ืองจากไป recombination กบั

ยนีที่เหมอืนกนัเพยีงบางส่วน (homeologous gene) หรอือาจมกีารเรยีงตวัใหม่เน่ืองจากเกิด 

recombination กบั direct repeat sequences  

จากการทดลองพบว่า VCA0728 mutant เพิม่การแสดงออกของ uvrD ซึ่งทําหน้าทีใ่นการ

ซ่อมแซมดเีอน็เอจงึพสิจูน์โดยการฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต และกระตุน้ดว้ย Mitomycin C ซึง่เป็นสารที่

ทาํใหเ้กดิ DNA strand cross-links อนัจะนําไปสูภ่าวะดเีอน็เอขาดทัง้สองเสน้ และตอ้งมกีารซ่อมแซมดี

เอน็เอโดยวธิ ีDNA recombination จากการทดสอบพบว่า VCA0728 และ VCA0730 mutants สามารถ

ทนทัง้รงัสอีลัตราไวโอเลต และ Mitomycin C ไดด้กีว่าสายพนัธุต์ัง้ตน้ (ไมไ่ดแ้สดงผล) การทีไ่มพ่บการ

เปลีย่นแปลงของการแสดงออกของยนีน้ีใน VCA0730 mutant อาจเน่ืองมาจากขอ้จาํกดัในเรื่องจาํนวน

โคโลนีทีส่ง่หาลาํดบัเบส แต่สามารถทดสอบยนืยนัผลไดโ้ดยการทาํ RT-PCR 

Cellular process 

การแยกตวัของโครโมโซมและการสรา้งเซลล์ใหม่เป็นการทํางานทีเ่ชื่อมต่อกนั ถา้โครโมโซม

แยกตวัออกชา้ทาํใหนิ้วคลอิอยอยู่ตรงกลางซลลน์านขึน้ทาํใหเ้ซลลไ์ม่แบ่งตวั (64) โครงสรา้งหลกัของ

การสรา้งเซลลใ์หมค่อื septal ring ซึง่เริม่สรา้งเกอืบทนัทหีลงัการเริม่ตน้เพิม่จาํนวนของดเีอน็เอและการ

สรา้ง FtsZ ring ทีบ่รเิวณกลางเซลล ์(65) FtsZ เป็นโปรตนีทีม่ลีกัษณะ tubulin-like (66) เมื่อมกีารหด

ตวัของ FtsZ ring จะทาํใหเ้กดิการแบ่งเซลล ์ในการศกึษาน้ีพบวา่ VCA0729 mutant เพิม่การแสดงออก

ของ ftsZ  

SeqA เป็นโปรตนีทีค่วบคุมการเพิม่จาํนวนของดเีอน็เอโดยป้องกนัการเริม่สงัเคราะหด์เีอน็เอ

ใหมใ่นขณะทีเ่สน้เก่ายงัสรา้งอยู ่โดย SeqA จะจบักบัดเีอน็เอทีเ่พิง่เพิม่จาํนวนทาํให ้ oriC ไมส่ามารถ

เริม่เพิม่จาํนวนครัง้ใหม ่และช่วยใหด้เีอน็เอทีเ่พิง่เพิม่จาํนวนพน้ออกมาจากสว่นกลางของเซลล ์(67) ใน 

E. coli เมื่อดเีอน็เอทีเ่พิง่สงัเคราะหใ์หมห่ลุดออกจาก SeqA ดเีอน็เอจะจบักบั SMC-like protein MukB 

(68) ซึง่ช่วยใหด้เีอน็เอหนาแน่นขึน้ สาํหรบั             V. cholerae ซึง่ม ี2 โครโมโซม VCA0728 ซึง่มี

คุณสมบตัเิป็น SMC-like protein อาจทาํหน้าทีแ่ทน MukB โดยจบักบัโครโมโซมเลก็ทีเ่พิง่สงัเคราะห์

ใหมก่เ็ป็นได ้ซึง่ตอ้งทาํการทดลองเพือ่พสิจูน์ต่อไป 
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Chemotaxis and motility 

แฟลกเจลลมัของแบคทเีรยีประกอบดว้ย 3 สว่น คอื filament, hook และ basal body (69) 

โดยทีส่ว่น filament และ hook เป็นสว่นทีอ่ยูภ่ายนอกเซลล ์สว่น basal body จะเป็นโครงสรา้งทีฝ่งัอยู่

ในเยื่อหุม้เซลลช์ัน้นอกและชัน้ใน การประกอบเป็นแฟลกเจลลาเริม่จาก basal body ไปหา filament 

โปรตนีทีเ่ป็นองคป์ระกอบของแฟลกเจลลาต้องส่งออกไปจากไซโตพลาสซมึสู่นอกเซลล ์(70) โปรตนีที่

เป็นสว่นประกอบของแฟลกเจลลาสว่นใหญ่ไมม่ ีsignal sequences ซึง่เป็นสิง่จาํเป็นในการผา่นเยื่อหุม้

เซลล ์แสดงใหเ้หน็วา่สว่นประกอบของแฟลกเจลลามกีลไกการขนสง่ต่างไปจากโปรตนีทัว่ไป มผีูเ้สนอวา่

โปรตนีทีเ่ป็นสว่นประกอบของแฟลกเจลลาน่าจะไปทางอวยัวะพเิศษทีอ่ยูบ่รเิวณ basal body ทีเ่รยีกว่า 

export apparatus ซี่งจะจดจําโปรตนีที่เป็นส่วนประกอบของแฟลกเจลลาเท่านัน้ และผลกัเขา้สู่

แกนกลางของแฟลกเจลลมัทีอ่ยูต่รงกลางของวงแหวนรปูตวัซ ี(C ring) ของ basal body (70, 71) แฟล

กเจลลาเป็นคุณสมบตัสิําคญัทีม่ผีลต่อรูปร่าง การเคลื่อนที่ พฤตกิรรมและการดํารงชวีติของแบคทเีรยี 

นอกจากน้ียงัพบวา่การสรา้งแฟลกเจลลามผีลต่อการสรา้ง biofilms อกีดว้ย (72) การลดการสรา้งโปรตนี

ทีเ่ป็นส่วนประกอบของแฟลกเจลลาอาจลดอตัราการรอดชวีติของแบคทเีรยีเน่ืองจากลดอตัราการสรา้ง 

biofilms (73) การศกึษาใน Vibrio vulnificus พบว่าแบคทเีรยีทีถู่กกําจดัยนี flgE ไมม่แีฟลกเจลลา และ

ไม่สามารถเคลื่อนทีไ่ด ้(74) จากการทดลองพบว่า flgE ซึง่ควบคุมการสรา้ง hook protein แสดงออก

ลดลงใน VCA0728 mutants สว่น VC0420 ซึง่คาดว่าทาํหน้าทีเ่ป็น export protein แสดงออกลดลงใน 

VCA0729 mutants ทาํใหค้าดว่า mutants เหล่าน้ีอาจมคีุณสมบตัใินการเคลื่อนทีแ่ละการสรา้ง biofilms 

เปลีย่นไป จงึไดท้ําการทดสอบความสามารถในการสรา้ง biofilms และการ เคลื่อนทีข่อง mutants ทัง้

สามตวัเปรยีบเทยีบกบัสายพนัธุต์ัง้ตน้ และพบว่าทัง้สาม mutants สรา้ง biofilms ไดด้กีว่าสายพนัธุต์ัง้

ตน้เลก็น้อย โดย VCA0728 mutant สรา้งไดด้ทีีสุ่ด (ไมไ่ดแ้สดงผล) สว่นการทดสอบการเคลื่อนทีพ่บว่า

มเีพยีง VCA0729 mutant เท่านัน้ทีเ่คลื่อนทีไ่ดน้้อยลง แต่เน่ืองจากยนี VCA0729 อยู่เหนือยนี 

VCA0728 ทาํใหเ้กดิคาํถามว่าการตดัยนี VCA0729 เป็นการไปตดั promoter ของ VCA0728 หรอืไม่

เพราะผลการทดลองชีใ้หเ้หน็ว่า VCA0729 mutant เกดิการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนีมากทีสุ่ด 

ถา้เป็นเช่นนัน้กเ็ท่ากบัทําลายทัง้ 2 ยนีคอืทัง้ VCA0728 และ VCA0729 จงึไดท้าํการพสิจูน์โดยการใส ่

complementary sequence (VCA0729)  พบว่าสามารถทาํใหก้ลบัมาเคลื่อนทีไ่ดเ้หมอืนเดมิ (ไม่ได้

แสดงผล) ดงันัน้จงึสรปุไดว้า่การตดัยนี VCA0729 ไมไ่ดร้บกวนการแสดงออกของ VCA0728  

Transport and binding protein  

ยนี dcuA, dcuB เป็นสมาชกิของ dcu operon ใน E. coli ยนีกลุ่มน้ีทาํหน้าทีช่่วยการดดูซมึ 

C4-dicarboxylic acids ในภาวะทีไ่มม่อีอกซเิจน (75, 76) ทาํใหส้ามารถดดูซมึ fumarate มาทดแทน 
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succinate ได ้(77) การกลายพนัธุข์อง dcuA และ dcuB มผีลใหแ้บคทเีรยีไมส่ามารถยบัยัง้การเจรญิ

ของเชือ้ตวัอื่นภายใตภ้าวะทีไ่มม่อีอกซเิจนได ้(78)  

แบคทเีรยีต้องการธาตุเหลก็ในการดํารงชวีติและการเจรญิเตบิโตในภาวะที่มอีอกซเิจน โดย

เหล็กจะอยู่ในรูปของสารประกอบที่ไม่ละลายน้ําและสามารถจบักบัโปรตีนบางชนิดได้ (79, 80) 

แบคทเีรยีก่อโรคทัง้หลายรวมถงึ V. cholerae สามารถสรา้ง siderophore ซึง่เป็นโปรตนีน้ําหนกัโมเลกุล

น้อยทีส่ามารถจบัธาตุเหลก็ได ้โดยจะแยง่จบักบัโปรตนีของโฮสต ์เช่น lactoferrin และ transferrin (80, 

81) siderophore ของ V. cholerae เรยีกว่า vibriobactin แบคทเีรยีจะสรา้ง vibriobactin และ metal-

binding outer membrane proteins หลายชนิดเพื่อตอบสนองต่อภาวะกดดนัจากสิง่แวดลอ้ม (82) 

ดงันัน้การแสดงออกของ vibriobactin (viuA) ทีเ่พิม่ขึน้ใน VCA0729 mutant อาจบ่งบอกถงึความ

พยายามของแบคทีเรยีในการดํารงชีวิตในภาวะกดดนัอนัอาจมผีลสบืเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลง

ขบวนการเมตาโบลซิมึของเซลล ์

Energy metabolism 

Transketolase (tkt) เป็นเอนไซมใ์น pentose phosphate pathway ทาํหน้าทีย่า้ย glycol 

aldehyde จาก ketose หรอืฟอสเฟตไปยงั aldose หรอืฟอสเฟตของมนั เอนไซมน้ี์ทําหน้าทีส่รา้ง 

NADPH และ sugar phosphate intermediates เช่น ribose 5-phosphate ซึง่จะนําไปใชส้งัเคราะห์

นิวคลโิอไทดพ์วิรนีและไพรมิดีนีรวมทัง้ฮสีตดินี erythrose 4-phosphate ซีง่จะนําไปใชส้งัเคราะห ์

aromatic amino acids และ sedoheptulose 7-phosphate ซึง่จะนําไปใชส้งัเคราะหส์ว่นประกอบของ

ผนงัเซลลข์องแบคทเีรยีแกรมลบ tktA เป็นยนีทีม่ผีลต่อการเกดิ supercoiling ของโครโมโซมแต่ไมม่ผีล

ต่อโครงสรา้งของพลาสมดิ (83) พบว่า tktA mutant มกีารคลายเกลยีวของโครโมโซมอย่างมากและ 

mutant น้ียงัไวต่อการเปลีย่นแปลงของอุณหภูม ิรงัสอีลัตราไวโอเลต Mitomycin C (83) oxidative 

stress (84) ยาตา้นจุลชพี เช่น คลอแรมเฟนิคอล นอรฟ์ลอกโซซนิ นาลดิซิกิแอซดิ (85, 86) และการ

เกดิ recombination อกีดว้ย (87) ดงันัน้หน้าทีข่อง TktA จงึเกีย่วขอ้งกบัขบวนการเมตาโบลซิมึของ

คารโ์บไฮเดรต สว่นอกีหน้าทีห่น่ึงคอืเป็น regulator ทีค่วบคุมการจดัเรยีงตวัของโครโมโซม การศกึษา

ในครัง้น้ีพบว่า VCA0728 mutant มกีารแสดงออกของ tktA เพิม่ขีน้ เมื่อผนวกกบัการสรา้ง UvrD 

เพิม่ขึน้ทาํให ้mutant น้ีทนต่อรงัสอีลัตราไวโอเลต ความดนัออสโมตกิ (ทนเกลอื) และ Mitomycin C ได้

ด ี

ใน E. coli เอนไซม ์2-oxoglutarate dehydrogenase ซึ่งเร่งปฏกิริยิา oxidative 

decarboxylation ของ 2-oxoglutarate ไปเป็น succinyl-CoA และคารบ์อนไดออกไซด ์ประกอบดว้ย 3 
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subunits คอื 2-oxoglutarate dehydrogenase (E1o) ซีง่ถูกกําหนดโดยยนี sucA, dihydrolipoamide 

succinyltransferase (E2o) กําหนดโดยยนี sucB และ lipoamide dehydrogenase (E3) ซึง่กําหนดโดย

ยนี lpd ยนีเหล่าน้ีจะถูกกระตุน้เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ีacetate (2-oxoglutarate) และถูก

กดในภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคสและถูกกดอย่างมากในภาวะที่ขาดออกซิเจน ส่วนPyruvate 

dehydrogenase complex เป็นเอนไซมซ์ึง่ประกอบดว้ย 3 subunits ถูกกําหนดโดยยนี aceE (E1p), 

aceF (E2p) และ lipoamide dehydrogenase (E3) ซึง่ถูกกําหนดโดยยนี lpd เช่นเดยีวกบั 2-

oxoglutarate dehydrogenase complex ยนีเหล่าน้ีจะถูกกระตุน้เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี

pyruvate และถูกกดเล็กน้อยในภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคส หรือ acetate และในภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 

พบวา่ aceE และ sucA ม ีribosome binding site ทีเ่ดยีวกนั (88)  

Fumarase เป็นเอนไซมท์ีม่คีวามสาํคญัชนิดหน่ึงใน tricarboxylic acid (TCA cycle) ซึง่ช่วย

เปลีย่น fumarate ไปเป็น L-malate (89) พบไดท้ัว่ไปในสตัว ์พชื และแบคทเีรยี ใน E. coli FumA สรา้ง

ขึน้ในขณะทีม่ขีบวนการเมตาโบลซิมึในภาวะทีม่อีอกซเิจน ส่วน FumB สรา้งในภาวะไรอ้อกซเิจนเพื่อ

เป็นตวัรบัอเิลคตรอน (89) FumC แสดงออกทัง้ในภาวะทีม่อีอกซเิจนและไม่มอีอกซเิจน ความสําคญั

ของ FumC ยงัไม่ทราบแน่นอนแต่มผีูส้นันิษฐานว่าสรา้งในภาวะทีส่ิง่แวดลอ้มขาดแคลนธาตุเหลก็เพื่อ

ทดแทน FumA ซึ่งไม่ทนความร้อนและไวต่อการถูกทําลายด้วยออกซิแดนท์ หรือมี superoxide 

radicals สะสมอยู่ (90) การแสดงออกของ fumC จะเพิม่ขึน้เมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงของแหล่งคารบ์อน 

(91) การขาดแคลนธาตุเหลก็ (92) การกระตุน้ของ rpoS และแบคทเีรยีในระยะ early stationary phase 

(90, 93) แต่การทดลองน้ีเป็นการศกึษาแบคทเีรยีทีอ่ยู่ในระยะ mid logarithmic phase ดงันัน้การ

แสดงออกเพิม่ขึน้ของ fumC ใน VCA0729 จงึน่าจะเกดิจากการตอบสนองต่อความกดดนัจาก

สิง่แวดลอ้ม  

Aspatase (aspA) เป็นเอนไซมท์ีท่าํหน้าทีใ่นการเปลีย่น L-aspartate ไปเป็น fumarate ซึง่

เป็นตวัรบัอเิลคตรอนในภาวะไรอ้อกซเิจน การขดัขวางการทาํงานของ AspA ทาํใหไ้มส่ามารถยบัยัง้การ

เจรญิของเชือ้ตวัอื่นภายใตภ้าวะทีไ่ม่มอีอกซเิจนได ้การกลายพนัธุข์อง dcuA และ dcuB ซึง่กําหนด

ระบบการขนส่ง C4-dicarboxylic acid กใ็หผ้ลเช่นกนั (78) เชื่อว่า AspA เป็นกลไกสาํรองทีเ่ปลีย่น 

oxaloacetate ไปเป็น fumarate ซึง่เป็นส่วนหน่ึงของ reductive branch ของ non-cyclic form ของ 

citric acid cycle ภายใตภ้าวะทีม่ไีมอ่อกซเิจน 
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Unknown 

3’,5’-cyclic diguanylic acid (c-di-GMP) ทาํหน้าทีเ่ป็น second messenger ในการเชื่อมโยง

สญัญาณจากสิง่แวดลอ้มทีม่อีทิธพิลต่อการทาํงานของเซลล ์(94, 95) ระดบัของ c-di-GMP ถูกควบคุม

โดย 1) diguanylate cyclases (DGCs) ซึง่เป็นโปรตนีทีม่ ีconserved domain GGDEF และ 2) 

phosphodiesterases (PDEAs) ซึง่เป็นโปรตนีทีม่ ีconserved domain EAL (13, 96, 97) โปรตนีทีม่ ี

DGC และ/หรอื PDEA domains พบไดท้ัว่ไปในหมู่แบคทเีรยี (98) จากการวเิคราะห ์V. cholerae 

พบว่าม ี31 ยนีทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนี DGC, 12 ยนีทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนี PDEA และ 10 ยนีที่

ควบคุมการสรา้งทัง้ DGC และ PDEA domains บนโพลเีปปไทดเ์สน้เดยีวกนั (98) การเพิม่ระดบัของ 

c-di-GMP (VCA0956) ทาํใหก้ารแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งแฟลกเจลลาและยนีทีค่วบคุม

การ transcription ของแฟลกเจลลารวมถงึ flgE ลดลง (99) แต่ยนีทีเ่กีย่วกบัการสรา้ง biofilms เพิม่ขึน้ 

นิวคลโิอไทดพ์วิรนีสามารถสงัเคราะหไ์ดท้ัง้ de novo หรอื salvage pathways โดยม ี5’-

phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) เป็นสารตัง้ตน้ของทัง้พวิรนีและไพรมิดินี (99) เมื่อระดบั

ของ c-di-GMP (VCA0956) ในเซลลส์งูขึน้ การแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งในการสงัเคราะหฮ์สีตดินี

และไทอามนีกส็ูงขึน้ดว้ย (thiE) ซึ่งยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสรา้งไทอามนีน้ีเป็น intermediate ของการ

สงัเคราะหพ์วิรนีใน de novo pathway (99) การศกึษาน้ีพบว่า VCA0729 mutant ลดการแสดงออกทัง้ 

c-di-GMP (VC1367) และ thiE ดงันัน้การสงัเคราะหพ์วิรนีโดย de novo pathway ใน mutant น้ีอาจถูก

กดกเ็ป็นได ้

จากการวเิคราะหย์นี VCA0728, VCA0729 และ VCA0730 เบือ้งตน้ดว้ยคอมพวิเตอรแ์ละ

ทํานายว่ายนีทัง้สามอยู่บน operon เดยีวกนัและทํางานร่วมกนัในการควบคุมการเพิม่จํานวนดเีอน็เอ

และการแบ่งโครโมโซมใหเ้ซลล์ลูกขณะที่เซลล์มกีารแบ่งตวั ช่วยคงความเสถียรใหก้บัโครโมโซมโดย

ควบคุมการเกดิ homologous recombination, DNA repair และการกระตุน้การตอบสนองของระบบ 

SOS และอาจทาํหน้าทีเ่ป็น transcriptional activator ดว้ยนัน้ ผลของการศกึษาโดยการตดัยนีทัง้สามที

ละยนีและเปรยีบเทยีบการแสดงออกของ deletion mutant แต่ละตวักบัสายพนัธุ์ต้นแบบ ใหผ้ล

สอดคลอ้งกบัการทํานายคอืมกีารเปลี่ยนแปลงของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งนิวคลโิอไทด ์การเริม่ต้น

เพิม่จาํนวนของดเีอน็เอ การแบ่งโครโมโซมและการสรา้งผนงักัน้เซลล ์การขดเกลยีวของโครโมโซม และ

การซ่อมแซมดเีอน็เอ นอกจากน้ียงัพบการเปลีย่นแปลงของยนีทีท่าํหน้าทีค่วบคุมการแสดงออกของยนี

อื่น เชน่ typA, pgtB, dsdC, deaD และยนีทีม่ ีGGDEF domain 
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ข้อเสนอแนะสาํหรบังานวิจยัในอนาคต 

Vibrio cholerae เป็นแบคทเีรยีทีพ่บในทัว่ไปในแหล่งน้ําตามธรรมชาต ิและสามารถก่อใหเ้กดิ

โรครนุแรงได ้แบคทเีรยีชนิดน้ีมคีวามสามารถในการปรบัตวัใหอ้ยูไ่ดใ้นสิง่แวดลอ้มทีห่ลากหลาย แต่องค์

ความรูใ้นเรื่องกลไกการควบคุมการปรบัตวัของ Vibrio cholerae ยงันบัว่ามน้ีอยมาก จงึควรมกีารศกึษา

ในเรือ่งน้ีใหม้ากขึน้เพือ่ความสาํเรจ็ในการควบคุมและป้องกนัการเกดิโรค 
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