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ABSTRACT 
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 Talaromyces (Penicillium) marneffei is a thermal dimorphic fungus that can 

cause a fatal disseminated disease in human immunodeficiency virus-infected patients. 

The routes of infection and factors that affect the pathogenicity of this fungus                

remain unclear. The previous studies demonstrated glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) as an adherence factor in T. marneffei during early phase of 

infection and superoxide dismutase has been shown to contribute to the virulence of 

many human pathogenic fungi through its ability to neutralize toxic levels of reactive 

oxygen species generated by the host. In this study, recombinant GAPDH and Cu, Zn 

superoxide dismutase (Cu, Zn SOD) of T. marneffei were produced in a eukaryotic 

expression system, Pichia pastoris. The full-length gpdA and sodA gene of T. marneffei 

was amplified from cDNA clones using specific primers with restriction enzyme 

sequences. Then the amplified fragments of gpdA and sodA were cloned into pPICzA 
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and pPICzαB plasmid, respectively then transformed into TOP10 E. coli competent 

cells. The fusion plasmids were purified and linearized with MssI restriction enzyme. 

They were subsequently transformed into P. pastoris X-33 competent yeast cells by 

electroporation and the positive clones were then checked with PCR and sequencing. 

The selected clone was cultured and induced for recombinant protein expression. After 

purification of rGAPDH, proteins of approximately 34 and 37 kDa were detected by 

Coomassie blue stained gel. Only 37-kDa rGAPDH was his-tag detected by using 

Western blot analysis. rGAPDH was purified by using Ni-NTA reducing condition to 

remove the protein contamination. The selected sodA positive clone was cultured and 

induced for recombinant protein expression. An apparent molecular mass of about 20 

kDa secreted protein was detected for poly-histidine tag by Western blot with Ni-NTA. 

The Cu, Zn SOD was purified and an enzymatic activity was determined in non-

denaturing gel. We have successfully cloned and produced GAPDH and Cu, Zn SOD 

recombinant protein of T. marneffei in a yeast expression system. These proteins will be 

further characterized for immunogenic properties and antioxidant properties of Cu, Zn 

SOD recombinant protein. 
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บทคดัย่อ  

 
รหสัโครงการ: TRG5680050 
 
ช่ือโครงการ: การสรา้งโปรตนีลูกผสม Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase จาก
เชือ้เพนนิซเิลีย่ม มารเ์นฟฟิไอ โปรตนีส่วนนอกทีเ่ชือ้ใชใ้นการเกาะตดิกบัองคป์ระกอบนอกผวิ
เซลลแ์ละยดึตดิเซลล ์
 
ช่ือนักวิจยั: ดร. โศภศิ คนัธวงศ์ 
 
E-mail Address: sophitth@hotmail.com 
 
ระยะเวลาโครงการ: 2 ปี (3 มถุินายน 2556 ถงึ 2 มถุินายน 2558)  
 
 

ทาลาโรไมซสี หรอืชื่อเดมิเพนนิซเีลีย่ม มารเ์นฟฟิไอเป็นเชือ้ราสองรปูทีก่่อใหเ้กดิโรคใน
ผูป้ว่ยภมูคิุม้กนับกพรอ่งท าใหถ้งึแก่ชวีติได ้ส าหรบัการตดิเชือ้และปจัจยัทีท่ าใหเ้กดิโรคนัน้ยงัไม่
เป็นที่ทราบแน่ชดั มกีารศึกษาก่อนหน้านี้ว่า glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
หรอื GAPDH มบีทบาทในการเกาะติดของเชื้อในระยะแรกของการติดเชื้อ นอกจากนี้ยงัมี
เอนไซม ์superoxide dismutase ซึ่งมกีารศกึษาว่าเป็นปจัจยัหน่ึงในการก่อโรคในเชือ้ก่อโรค
หลายๆ ชนิด โดยหน้าจะท าหน้าทีใ่นการต่อต้านอนุมลูอสิระทีร่่างกายสรา้งขึน้มาเพื่อก าจดัเชื้อ 
ในการศกึษานี้ ได้ท าการผลติโปรตนีลูกผสม 2 ชนิด คอื GAPDH และ Cu, Zn SOD จากเชือ้  
T. marneffei ในระบบของยสีต์ Pichia pastors การทดลองเริม่จากใชย้นี gpdA และ soda ของ
เชื้อ T. marneffei จาก cDNA clones โดยใช้ primers ที่ตดิปลายทัง้สองของมลี าดบัของ
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ จากนัน้จะท าการโคลนยนีที่ได้เข้าสู่ vector pPICZA และ pPICZB 
ตามล าดบัและน าเขา้สู่เชือ้ E. coli สายพนัธุ ์TOP10 หลงัจากนัน้ท าการแยกพลาสมดิแลว้ตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MssI เพื่อให้เป็นเสน้ตรงก่อนจะน าเขา้สู่ยสีต์ P. pastoris สายพนัธุ ์          
X-33 โดยวธิ ีelectroporation จากนัน้คดัเลอืกโคลนทีต่้องการและตรวจสอบโดยวธิ ีPCR และ
การหาล าดบัเบส เมือ่ไดโ้คลนทีต่อ้งการแลว้กจ็ะมกีารกระตุ้นการสรา้งโปรตนีโดยเลีย้งในอาหาร
ที่เหมาะสมและท าการสกดัแยกเอาโปรตนีที่สนใจออกมา เมื่อท าการตรวจสอบ พบว่าโปรตีน
ลูกผสม GAPDH ทีแ่ยกไดม้ขีนาด 34 และ 37 kDa  แต่พบว่าจะมเีฉพาะโปรตนีขนาด 37 kDa  
เท่านัน้ทีม่ ีhis-tag ซึง่ตรวจสอบโดยวธิ ีWestern blot จงึไดท้ าการแยกโปรตนีลูกผสมออกจาก
โปรตนีอื่นเพื่อใหไ้ดโ้ปรตนีทีสุ่ทธิ ์ส าหรบัโปรตนีลูกผสม SOD พบว่ามขีนาดประมาณ 20 kDa 



4 
 
และเมื่อท าการแยกให้บรสิุทธิแ์ละตรวจสอบพบว่ามคีุณสมบตัิของเอนไซม์ SOD ใน non-
denaturing gel ในงานวจิยัน้ี ผูว้จิยัไดส้รา้งโปรตนีลูกผสม GAPDH และ Cu, Zn SOD ของเชือ้
ทาลาโรไมซสี มารเ์นฟฟิไอ ในระบบของยสีต์ ซึง่การศกึษาต่อไปคอืการศกึษาถงึคุณสมบตัขิอง
โปรตนีที่ผลติได้นี้ในด้านการกระตุ้นภูมคิุ้มกนัและคุณสมบตัต่ิอต้านอนุมูลอสิระของ Cu, Zn 
SOD 
 
 
ค าหลกั : ทาลาโรไมซสี (เพนนิซเีลีย่ม) มารเ์นฟฟิไอ,  glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, Cu, Zn superoxide dismutase, โปรตนีลกูผสม 
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