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บทคัดย่อ 

 
ซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) คือไฟโคบิลิโปรตีนชนิดหนึ่ง มีสีน  าเงินและมี

ความส าคัญต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรีย ปัจจุบันมีการน าซี -ไฟโคไซยานินมาใช้

เป็นสีผสมในอาหารและเครื่องส าอาง อีกทั งมีการรายงานว่าซี-ไฟโคไซยานินมีสมบัติในการต้านอนุมูล

อิสระได้ดี งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตและท าโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (CpcA) 

และเบตา (CpcB) จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนให้บริสุทธิ์ และศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ 

โดยผู้วิจัยได้โคลนยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01 เข้าสู่เวกเตอร์ pET28a และผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ใน E. coli Rosetta(DE3) 

จากนั นท าโปรตีน CpcA และ CpcB ให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี เมื่อ

ตรวจสอบด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB มีขนาดประมาณ 19.3 และ 20.6 

กิโลดาลตัน ตามล าดับ ในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS พบว่าโปรตีน CpcA, CpcB, 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ (Native Cpc) และโทรล็อก (Trolox) มีค่า IC50 เท่ากับ 22.35±0.19, 

21.50±0.11, 18.65± 0.19 และ 2.80±0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ในการทดสอบการ
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ต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีพบว่าโปรตีน CpcA, CpcB และซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ มีค่าสมมูล

กับสารมาตรฐานโทรล็อกเท่ากับ 1.56±0.08, 2.48±0.02 และ 3.31±0.04 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ 

แสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcA และ CpcB มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระที่ค่อนข้างสูง และหาก

โปรตีน CpcA และ CpcB นี มีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงด้วยจักเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน าไป

ประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมอาหารและยาที่มีกระบวนการให้ความร้อนเข้ามาเกี่ยวข้องได้ในอนาคต 

 

ค าส าคัญ: ซี-ไฟโคไซยานิน, ไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน, โปรตีน CpcA, โปรตีน CpcB, สารต้าน

อนุมูลอิสระ 
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ABSTRACT 

 
 C-phycocyanin (C-PC), a blue-colored pigment, is a type of phycobiliproteins 

that has an important role in light-dependent photosynthetic reactions of cyanobacteria. 

It is used as a natural pigment in food and cosmetics and has also been shown to 

possess antioxidant properties. The aims of this study were to express and purify 

C-phycocyanin alpha (CpcA) and beta (CpcB) subunits from Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01, a thermophillic cyanobacterium, and investigate their antioxidant properties. 

The cpcA and cpcB genes were cloned into pET28a vector, expressed in E. coli 

Rosetta(DE3), and subsequently purified through a nickel metal affinity chromatography. 

The purified CpcA and CpcB with size of approximately 19.3 and 20.6 kDa respectively 

were detected in SDS-PAGE. The result of ABTS scavenging assay showed that the IC50 

values of CpcA, CpcB, native C-phycocyanin, and trolox were 23.46±0.11, 23.17±0.10, 

18.67±0.11, and 2.80±0.01 µg/ml respectively. The result of peroxyl radical scavenging 
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assay showed that the trolox equivalent values of CpcA, CpcB and native C-phycocyanin 

were 1.56±0.08, 2.48±0.02, and 3.31±0.04 µM respectively indicating that CpcA and 

CpcB exhibited relatively high antioxidant activity. If these CpcA and CpcB protein are 

also shown to be thermostable, they will be very attractive for food and pharmaceutical 

industries where high temperature steps may be involved. 
  
Keywords: C-Phycocyanin, Hot spring cyanobacteria, CpcA protein, CpcB Protein, 

Antioxidants 
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และตัวอย่างซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ อีกทั งช่วยให้ค าแนะน าและติดตามความก้าวหน้าในการ
ด าเนินการวิจัย และขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร. จันทนา ไพรบูรณ์ คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
ที่ให้ความอนุเคราะห์เป็นผู้ทรงคุณวุฒิส าหรับวิทยานิพนธ์นี  และช่วยให้ค าแนะน าเกี่ยวกับการทดสอบ
สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี สมบูรณ์มากยิ่งขึ น ผู้วิจัยรู้สึกซาบซึ งในความ
กรุณาและขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี  

ผู้วิจัยขอขอบพระคุณคณาจารย์สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทุกท่านที่ได้ให้ความรู้และ
ค าแนะน าตลอดการศึกษา และขอขอบพระคุณนายเปรมณัฐ ขุนปักศรี รวมถึงเจ้าหน้าที่และพ่ี
นักวิทยาศาสตร์ทุกท่านที่ได้ให้ความช่วยเหลือและความสนับสนุนตลอดการท าวิจัยอย่างดียิ่ง 

ขอขอบพระคุณ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ที่ได้มอบ
ทุนเรียนดี ปีการศึกษา 2557 เพ่ือศึกษาต่อในระดับปริญญาโท และทุนสนับสนุนการน าเสนอผลงาน
ทางวิชาการในงาน The 9 th Asia Pacific Conference on Algal Biotechnology 

ขอขอบคุณศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และศูนย์วิจัย
ค้นคว้าและพัฒนายา มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ รวมถึงบุคคลากรในหน่วยงาน ที่เอื อเฟ้ือเครื่องมือ
ต่าง ๆ และช่วยติดต่อประสานงาน ท าให้งานวิจัยนี ส าเร็จได้ด้วยดี 

ขอขอบคุณนายธิติวัฒน์ คชายั่งยืน นางสาววิภาวี ศรีทัศนีย์ นางสาวครินภรณ์ ยอดเสนีย์ 
และผู้ที่มีส่วนร่วมทุกท่านที่มิอาจเอ่ยนามได้ทั งหมด ในการให้ก าลังใจ สนับสนุน และเป็นผู้ช่วยในการ
วิจัย จนเป็นผลให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี เสร็จสมบูรณ์ 

ท้ายทีสุ่ด ผู้วิจัยกราบขอบพระคุณบิดาและมารดา ของผู้วิจัยที่ให้การสนับสนุนกับผู้วิจัย
ในดา้นอื่น ๆ และให้ก าลังใจในการท าวิทยานิพนธ์นี เสมอมา 
 

นางสาวสิชล  ฮวดรักษาสัตย์ 
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รายการสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

สัญลักษณ์/ค าย่อ          ค าเต็ม/ค าจ ากัดความ 

 

cpcA             ยีนซ-ีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา 

cpcB             ยีนซ-ีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา 

CpcA             โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา 

CpcB             โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา 

pET28a-cpcA                                                    พลาสมิด pET28a ที่มียีน cpcA แทรกอยู่ 

pET28a-cpcB                                                    พลาสมิด pET28a ที่มียีน cpcB แทรกอยู่ 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a)                              E. coli Rosetta(DE3) ที่ได้รับพลาสมิด  

                                                                      pET28a 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA)                      E. coli Rosetta(DE3) ที่ได้รับพลาสมิด  

                                                                      pET28a-cpcA 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB)                      E. coli Rosetta(DE3) ที่ได้รับพลาสมิด  

                                                                      pET28a-cpcB 

Native Cpc                                                       ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติที่สกัดจาก  

                                                                      Oscillatoria okeni 

IC50                                                                 ปริมาณของสารทดสอบที่สามารถยับยั ง  

                                                                      อนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 

 
ซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) เป็นรงควัตถุที่มีความส าคัญต่อการสังเคราะห์ด้วย

แสงของไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) โดยซี-ไฟโคไซยานินมีสีน  าเงินและละลายน  าได้ สามารถ

ดูดกลืนแสงสูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และปลดปล่อยฟลูออเรสเซนต์ได้สูงสุดที่ความ

ยาวคลื่น 650 นาโนเมตร (Minkova et al., 2003) ปัจจุบันมีการน าซี-ไฟโคไซยานินมาใช้ประโยชน์

ต่าง ๆ มากมาย อาทิ ใช้เป็นสีผสมในอาหารหรือผสมในเครื่องส าอาง ใช้เป็นสารฟลูออเรสเซนต์

ส าหรับงานด้านชีวโมเลกุล อีกทั งยังมีการรายงานว่าซี -ไฟโคไซยานินมีสมบัติต้านอนุมูลอิสระ 

(antioxidation) ต้านมะเร็ง (anti-cancer) และต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) (Muthulakshmi 

et al., 2012; Richa et al., 2011; Romay et al., 2003) เนื่องจากคุณสมบัติของซี-ไฟโคไซยานิน

ดังกล่าวจึงมีการน าซี-ไฟโคไซยานินมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและยา อย่างไรก็ตามใน

อุตสาหกรรมโดยทั่วไปอาจมีบางกระบวนการที่ใช้อุณหภูมิสูงซึ่งอาจส่งผลต่อเสถียรภาพของ

ซี-ไฟโคไซยานิน แต่ได้มีการรายงานว่าซี-ไฟโคไซยานินที่แยกมาจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ ใน

แหล่งที่มีอุณหภูมิสูง เช่น บ่อน  าพุร้อน ยังคงสภาพและท างานได้ที่อุณหภูมิสูง (Leu et al., 2013) 

โครงสร้างของซี-ไฟโคไซยานินประกอบด้วยโปรตีนสองหน่วยย่อย คือหน่วยย่อยแอลฟา

และเบตา โดยในธรรมชาติโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินจะอยู่รวมกับโครโมฟอร์ ซึ่งท าให้ซี-ไฟโคไซยานินมีสี

น  าเงินและปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่าโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินแต่

ละหน่วยย่อยที่ไม่จับกับโครโมฟอร์ก็มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ (Cherdkiatikul et al., 2014) ปัจจุบัน

การโคลนยีนและผลิตโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินใน Escherichia coli ส่วนใหญ่เป็นยีนซี-ไฟโคไซยานิน

ที่มาจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง วิธีการนี สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมาก

และรวดเร็ว ดังนั นงานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตโปรตีนซี -ไฟโคไซยานินทั งหน่วยย่อยแอลฟา

และเบตาจากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนในแบคทีเรีย E. coli เพ่ือน ามาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูล
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อิสระ ซึ่งหากพบว่าโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินชนิดนี มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีและมีเสถียรภาพ

ที่อุณหภูมิสูงด้วย จักเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน าไปพัฒนาและประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ ต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

 
(1) เพ่ือโคลนยีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (cpcA) และเบตา (cpcB) จากไซยาโน

แบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ในแบคทีเรีย Escherichia coli 

(2) เพ่ือผลิตและท าโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (CpcA) และเบตา (CpcB) 

จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนให้บริสุทธิ์ 

(3) เพ่ือศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของรีคอมบิแนนท์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วย

ย่อยแอลฟาและเบตา 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
 ได้รับความรู้เกี่ยวกับโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาและเบตาจากไซยาโน

แบคทีเรียน  าพุร้อนนี มากยิ่งขึ น และคาดว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนซี -ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา

และเบตาที่ได้จะมีสมบัติต้านอนุมูลอิสระได้ดี ซึ่งอาจน ามาเป็นทางเลือกในการพัฒนาและประยุกต์ใช้

ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ต่อไปได้ในอนาคต 

 

1.4 สถานที่ท าการวิจัย 

 
ห้องปฏิบตัิการชีวโมเลกลุ B503-1 ห้องปฏิบตัิการพนัธุศาสตร์ B403 ห้องปฏิบตัิการ

เทคโนโลยีการหมกั B101 อาคารบรรยายเรียนรวม 5 สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี และศนูย์วิจยัค้นคว้าและพฒันายา มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ ศนูย์รังสิต 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 ไซยาโนแบคทีเรีย  

 
ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) หรือสาหร่ายสีเขียวแกมน  าเงิน (blue-green algae) 

เป็นสิ่งมีชีวิตจ าพวกโพรแคริโอต (prokaryote) ซึ่งถือก าเนิดมานานกว่า 2.7 พันล้านปีมาแล้ว และเป็น

สิ่งมีชีวิตพวกแรกที่สร้างออกซิเจนในชั นบรรยากาศของโลกจากการสังเคราะห์ด้วยแสง ไซยาโน

แบคทีเรียมีบทบาทส าคัญต่อวัฏจักรคาร์บอน ไนโตรเจน และออกซิเจน เป็นอย่างมาก เนื่องจากเป็น

ทั งผู้ผลิตและผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ต่าง ๆ ในระบบนิเวศ อีกทั งสามารถด ารงชีวิตได้ในสภาพแวดล้อมที่

หลากหลายทั งในน  าจืด น  าเค็ม บ่อน  าพุร้อน หิมะ และดินที่มีความชื นก็สามารถพบไซยาโนแบคทีเรีย

ได ้(ยุวดี, 2549; วันเพ็ญ, 2549; Ananya et al., 2014)  

 

2.1.1 การสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรีย 
ไซยาโนแบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสังเคราะห์สารอินทรีย์ได้โดยใช้แสงเป็น

แหล่งพลังงาน (photoautotrophs) โดยอาศัยรงควัตถุหลายชนิดที่ช่วยในการดูดกลืนแสงได้แก่ 

- คลอโรฟิลล์เอ (chlorophyll A) ได้แก่ คลอโรฟิลล์เอ 680 หรือระบบแสง I 

(photosystem I) และคลอโรฟิลล์เอ 670 หรือระบบแสง II (photosystem II) 

- แคโรทีนอยด์ (carotenoid) ได้แก่ เบตา-แคโรทีน (β-carotene) ฟลาวิซิน 

(flavicin) และแซนโธฟิลล์ (xanthophyll) 

- ไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliproteins) ได้แก่ ซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) 

ซี-อัลโล-ไฟโคไซยานิน (C-allophycocyanin) และซ-ีไฟโคอิริทริน (C-phycoerythrin) 

ไซยาโนแบคทีเรียจะมีไทลาคอยด์ (thylakoid) เดี่ยว ๆ กระจายอยู่ทั่วไปภายใน

เซลล์ โดยคลอโรฟิลล์เอจะอยู่ภายในเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ ส่วนรงควัตถุอ่ืน ๆ จะเกาะอยู่บนเยื่อหุ้มของ

ไทลาคอยด์ ในการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรียคลอโรฟิลล์เอจัดเป็นรงควัตถุขั นต้น 

(primary pigment) ซึ่งท าหน้าที่ดูดกลืนแสงเพ่ือส่งต่อไปยังศูนย์กลางปฏิกิริยาโดยตรง โดย

คลอโรฟิลล์เอ 680 จะท าหน้าที่ในการรับแสงคลื่นยาวในระบบแสง I (photosystem I) และ
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คลอโรฟิลล์เอ 670 จะท าหน้าที่ในการรับแสงคลื่นสั นในระบบแสง II (photosystem II) ส่วนรงควัตถุ

อ่ืน ๆ เป็นรงควัตถุประกอบ (accessory pigment) ที่ช่วยในการรวบรวมพลังงานแสงและส่งต่อให้

คลอโรฟิลล์เอในระบบแสง II ต่อไป โดยกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรียนั นจะ

คล้ายกับในพืชทั่วไปซึ่งประกอบไปด้วยสองปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาที่ต้องใช้แสง (light-dependent 

reaction) และปฏิกิริยาที่ไม่ใช้แสง (light-independent reaction) หรือปฏิกิริยาการตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์ (carbon fixation) ในปฏิกิริยาที่ต้องใช้แสงนั นจะเกิดขึ นบนไทลาคอยด์ โดย

รงควัตถุจะดูดกลืนพลังงานแสงท าให้โมเลกุลของน  าเกิดการแยกสลายได้เป็นออกซิเจนและสูญเสีย

อิเล็กตรอนให้กับตัวรับอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาเพ่ือน ามาสร้างสารพลังงานสูง คือ ATP กับ NADPH 

และสารพลังงานสูงนี จะถูกน าไปใช้ในปฏิกิริยาการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือสร้างคาร์โบไฮเดรต

ต่อไปในวัฏจักรคาลวิน (Calvin cycle) ซึ่งจะเกิดในไซโทพลาสซึม (cytoplasm) ดังภาพที่ 2.1 (ยุวดี, 

2549; วันเพ็ญ, 2549; Govindjee & Shevela, 2011) 

 

 
ภาพที่ 2.1 การขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรีย ซึ่งจะ

เกิดขึ นบริเวณเยื่อหุ้มไทลาคอยด์และไซโทพลาสซึม จาก “Adventures with cyanobacteria: a 

personal perspective,” โดย Govindjee, & Shevela, D., 2011, Frontiers in Plant Science, 

2, p. 28. 

Phycobilisome 
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2.1.2 จีโนมของไซยาโนแบคทีเรีย 
ไซยาโนแบคทีเรียมีจีโนมขนาดประมาณ 1.44 ถึง 9.05 ล้านคู่เบส ซึ่งมียีน

ประมาณ 1,241 ถึง 8,462 ยีน โดยส่วนใหญ่โครโมโซมของไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะเป็นดีเอ็นเอวง

แหวนเกลียวคู่ (circular chromosome) ซึ่งบางชนิดอาจมีพลาสมิดขนาดหลายร้อยกิโลเบสและ

ดีเอ็นเอเส้นตรงเพ่ิมเข้ามาด้วย แต่ในบางชนิดก็ไม่พบพลาสมิด เช่น Prochloroccocus sp. และ 

Synechococcus sp. (Sorek & Serrano, 2011) 

Cyanothece sp. ATCC51142 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว 

และสามารถตรึงไนโตรเจนได้ มีจีโนมขนาดประมาณ 5.46 ล้านคู่เบส ซึ่งประกอบด้วยโครโมโซมรูปวง

แหวน 1 โมเลกุล ขนาดประมาณ 4.93 ล้านคู่เบส พลาสมิด 4 โมเลกุล ขนาดประมาณ 10-40 กิโลเบส 

และโครโมโซมเส้นตรง 1 โมเลกุล ขนาดประมาณ 430 กิโลเบส (Welsh et al., 2008) 

Anabaena sp. PCC7120 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่มีลักษณะเป็นเส้นสาย 

สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส จีโนมประกอบด้วยโครโมโซมรูปวงแหวน

ขนาดประมาณ 6.4 ล้านคู่เบส และพลาสมิด 6 โมเลกุล ประกอบด้วยยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์

โปรตีนทั งหมด 5,368 ยีน ยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์ rRNA 4 ชุด ยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์ tRNA 

48 ยีน ส าหรับ tRNA 42 ชนิด โดยมียีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเฮเทอโรซิสต์ (heterocyst) และการ

ตรึงไนโตรเจนมากกว่า 60 ยีน (Cheng et al., 2000; Kaneko et al., 2001) 

Thermosynechococcus sp. NK55a เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่มีลักษณะเป็น

เซลล์เดี่ยว สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิประมาณ 52 ถึง 60 องศาเซลเซียส มีจีโนมเป็น

โครโมโซมรูปวงแหวนขนาดประมาณ 2.5 ล้านคู่เบส ประกอบด้วยยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์โปรตีน 

2,358 ยีน ซึ่งมียีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงและกระบวนการเมแทบอลิซึม

รวมอยู่ด้วย ภายในจีโนมไม่พบยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์เอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ท าให้

ไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี ไม่สามารถตรึงไนโตรเจนได้ นอกจากนี ยังพบยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์

โปรตีนแชพเพอโรน (chaperone protein) เป็นจ านวนมาก (Stolyar et al., 2014) 

Thermosynechococcus elongatus BP-1 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่มีลักษณะ

เป็นเซลล์เดี่ยว สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิประมาณ 45-65 องศาเซลเซียส มีจีโนมเป็น

โครโมโซมรูปวงแหวนขนาดประมาณ 2.6 ล้านคู่เบส ประกอบด้วยยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์โปรตีน 

2,475 ยีน ยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์ rRNA 1 ชุด และยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์ tRNA 42 ยีน 
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ส าหรับ tRNA 42 ชนิด ภายในจีโนมพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันอ่ิมตัว (fatty acid 

saturase) เป็นจ านวนมาก แต่ไม่พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเลย (fatty 

acid desaturase) ซึ่งกรดไขมันอ่ิมตัวนี มีส่วนช่วยให้ไซยาโนแบคทีเรียอาศัยอยู่ในอุณหภูมิสูงได้ดี  

นอกจากนี ยังพบยีนที่ก าหนดการสังเคราะห์โปรตีนแชพเพอโรนเป็นจ านวนมาก ซึ่งยีนเหล่านี อาจเป็น

ลักษณะเฉพาะของไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูง โดยจีโนมของ T. elongatus BP-1 มี

ความเหมือนกับจีโนมของ Thermosynechococcus sp. NK55 อยู่ 94 เปอร์เซ็นต์ (Nakamura et 

al., 2002; Prabha et al., 2013) 

 

2.2 ไฟโคบิลิโปรตีน 

 
ไฟโคบิลิโปรตีนเป็นรงควัตถุที่มีความส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของ

ไซยาโนแบคทีเรีย โดยท าหน้าที่ในการดูดกลืนแสงในช่วงคลื่นที่เหมาะสมแล้วส่งต่อให้คลอโรฟิลล์เอ  
(chlorophyll A) ที่บริเวณเยื่อหุ้มของไทลาคอยด์เพื่อเข้าสู่ระบบการสังเคราะห์แสงต่อไป โดย
ไฟโคบิลิโปรตีนในไซยาโนแบคทีเรียมี 3 ชนิด ได้แก่ ไฟโคไซยานิน (phycocyanin: PC) มีสีน  าเงิน 
สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 610-620 นาโนเมตร ไฟโคอีริทริน (phycoerythrin: PE) 
มีสีแดง สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 540-570 นาโนเมตร และอัลโลไฟโคไซยานิน 
(allophycocyanin: APC) มีสีน  าเงินแกมเขียว สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 650-655 
นาโนเมตร ไฟโคบิลิโปรตีนทั ง 3 ชนิดจะอยู่ร่วมกับโปรตีนเชื่อมต่อ (linker protein) เป็นโครงสร้าง
เชิงซ้อนเรียกว่าไฟโคบิลิโซม (phycobilisome: PBS) ดังภาพที่ 2.2 (MacColl, 1998; Pandey et 
al., 2013; Shui et al., 2009) 
 



Ref. code: 25595709032055ZTP

7 
 

 
ภาพที ่2.2 โครงสร้างของไฟโคบิลิโซม โดย PC คือ ไฟโคไซยานิน APC คือ อัลโลไฟโคไซยานิน PE คือ 
ไฟโคอีริทริน LR คือ โปรตีนเชื่อมต่อระหว่างแท่งไฟโคบิลิโปรตีน LRC คือ โปรตีนเชื่อมต่อไฟโคบิลิโซม
คอร์กับแท่งไฟโคไซยานิน LC คือ โปรตีนที่เชื่อมต่อระหว่างแท่งอัลโลไฟโคไซยานิน และ LCM คือ 
โปรตีนเชื่อมต่อไฟโคบิลิโซมคอร์กับเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ จาก “A potent anti-oxidant property: 
fluorescent recombinant α-phycocyanin of Spirulina,” โดย Guan, X. Y., Zhang, W. J., 
Zhang, X. W., Li, Y. X., Wang, J. F., Lin, H. Z., Tang, X. X., & Qin, S., 2009, Journal of 
Applied Microbiology, 106(4), p. 1093-10100. 
 

ภายในโครงสร้างของไฟโคบิลิโซมซึ่งประกอบด้วยไฟโคบิลิโปรตีนทั ง 3 ชนิด มีการ
จัดเรียงตัวของไฟโคบิลิโปรตีนแต่ละชนิดโดย แท่งอัลโลไฟโคไซยานินจะยึดจับกันด้วยโปรตีน
เชื่อมต่อ LC (PBSs core linker) เป็นไฟโคบิลิโซมคอร์ (phycobilisomes core) ซึ่งเป็นศูนย์กลาง
พลังงานของไฟโคบิลิโซม แท่งไฟโคไซยานินจะยึดจับกับไฟโคบิลิโซมคอร์ด้วยโปรตีนเชื่อมต่อ  LRC 
(PBSs rod-core linker) และแท่งไฟโคอีริทรินจะยึดจับกับแท่งไฟโคไซยานินด้วยโปรตีนเชื่อมต่อ 
LR (PBSs rod linker ) กลายเป็นโครงสร้างของไฟโคบิลิโซมที่สมบูรณ์ ไฟโคบิลิโซมจะถูกเชื่อมต่อ
เข้ากับเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ด้วยโปรตีนเชื่อมต่อ LCM (PBSs core-membrane linker) ดังภาพที่ 2.2 
โปรตีนเชื่อมต่อระหว่างแท่งไฟโคบิลิโปรตีนมีหน้าที่ในการยึดจับแท่งไฟโคบิลิโปรตีนให้อยู่ในโครงสร้าง
ที่ถูกต้องและเอื ออ านวยต่อการดูดกลืนแสง อีกทั งยังมีส่วนส าคัญในการส่งถ่ายพลังงานจากแต่ละแท่ง
ไฟโคบิลิโปรตีนมาที่ไฟโคบิลิโซมคอร์และส่งต่อไปยังเยื ่อหุ ้มไทลาคอยด์เพื ่อเข้าสู ่ระบบการ
สังเคราะห์แสงต่อไป (Guan et al., 2007) โดยล าดับในการดูดกลืนและส่งผ่านพลังงานแสงของ
รงควัตถุต่าง ๆ แสดงดังภาพที ่2.3 
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ภาพที่ 2.3 การส่งผ่านพลังงานแสงภายในไฟโคบิลิโซม พลังงานแสงจะถูกดูดกลืนผ่านไฟโคอีริทริน
แล้วส่งต่อไปยังไฟโคไซยานิน และอัลโลไฟโคไซยานินตามล าดับ จนมาถึงศูนย์กลางปฏิกิริยา
คลอโรฟิลล์เอ 670 และ คลอโรฟิลล์เอ 680 ตามล าดับ ซึ่งท าให้เกิดการรับและส่งอิเล็กตรอนต่อไปใน
กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง จาก “Adventures with cyanobacteria: a personal perspective,” 
โดย Govindjee, & Shevela, D., 2011, Frontiers in Plant Science, 2, p. 28. 
 

2.3 ซี-ไฟโคไซยานิน 

 

ไฟโคไซยานิน คือไฟโคบิลิโปรตีนหนึ่ง ซึ่งเป็นรงควัตถุที่มีสีน  าเงิน และสามารถละลายน  า
ได้ พบได้ในไซยาโนแบคทีเรีย สาหร่ายสีแดง (red algae) และสาหร่ายสีทอง (cryptomonds) โดย
ไฟโคไซยานินที่พบในไซยาโนแบคทีเรีย เรียกว่า ซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) ซี-ไฟโคไซยานิน
สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 610-620 นาโนเมตร และปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์
สูงสุดไดท้ี่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร (Bermejo et al., 2006; Carr & Whitton, 1982) 

 

2.3.1 โครงสร้างของซี-ไฟโคไซยานิน 
จากการศึกษาทางผลึกศาสตร์ (crystallography) พบว่าโครงสร้างของซี-ไฟโคไซยานิน

ประกอบด้วย 2 ส่วนคือ อะโพโปรตีน (apoprotein) และไฟโคไซยาโนบิลิน (phycocyanobilin) 
หรือ โครโมฟอร์ (chromophore) โดยโครงสร้างของอะโพโปรตีนจะเชื่อมต่อกับโครโมฟอร์ด้วยพันธะ
ไทโออีเธอร์ (thioether) ระหว่างกรดอะมิโนซิสเทอีนบนอะโพโปรตีนกับวงแหวน A หรือ D ของโครโมฟอร์ 
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โดยอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินนั นประกอบไปด้วย 2 หน่วยย่อยคือ หน่วยย่อยแอลฟา (alpha 
subunit) และหน่วยย่อยเบตา (beta subunit) ดังภาพที่ 2.4 จากการศึกษาทางผลึกศาสตร์ของ
ซี-ไฟโคไซยานินจาก Synechococcus vulcanus ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูง 
พบว่าภายในโครงสร้างซี-ไฟโคไซยานินมีกรดอะมิโนที่ถูกอนุรักษ์ไว้ซึ่งเป็นต าแหน่งจับกับโครโมฟอร์  
ได้แก่ กรดอะมิโนซีสเทอีนต าแหน่งที่ 84 (αCys84) ของหน่วยย่อยแอลฟา และต าแหน่งที่ 82 
(βCys82) และ 153 (βCys153) ของหน่วยย่อยเบตา โดยปกติในธรรมชาติโครงสร้างซี-ไฟโคไซยานิน
จะอยู่รวมกันเป็นแท่งภายในไฟโคบิลิโซมซึ่งเกิดจากการจับกันของซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา
และเบตากลายเป็นโครงสร้างมอนอเมอร์ (αβ) จากนั นจะรวมกันเป็นโครงสร้างไตรเมอร์ (αβ)3 

และเฮกซะเมอร์ (αβ)6 ตามล าดับ ดังภาพที่ 2.5 ต่อมาแต่ละเฮกซะเมอร์จะรวมกันเป็นแท่ง (rod) 
(Adir et al., 2002; Adir & Lerner, 2003; Stec et al., 1999) 

 

 

ภาพที่ 2.4 โครงสร้างมอนอเมอร์ของซี-ไฟโคไซยานินนินจาก S. vulcanus โดยหน่วยย่อยแอลฟา
แสดงด้วยสีเหลือง หน่วยย่อยเบตาแสดงด้วยสีน  าเงิน และโครโมฟอร์แสดงด้วยสีแดง ดัดแปลงจาก 
“Structure of C-phycocyanin from the thermophilic cyanobacterium Synechococcus 
vulcanus at 2.5 angstrom: structural implications for thermal stability in phycobilisome 
assembly,” โดย Adir, N., Dobrovetsky, Y., & Lerner, N., 2001, Journal of Molecular 
Biology, 313(1), p. 71-81. 

βCys153 

βCys82 

αCys8

4 
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ภาพที่ 2.5 โครงสร้างเฮกซะเมอร์ของซี-ไฟโคไซยานินจาก S. vulcanus โดยหน่วยย่อยแอลฟา
และเบตาแสดงด้วยสีส้มและสีน  าเงิน ตามล าดับ ส่วนโครโมฟอร์ที่จับกับอะโพโปรตีนในต าแหน่ง  

αCys84, βCys82 และ βCys153 แสดงด้วยสีเหลือง สีแดง และสีม่วงแดง ตามล าดับ จาก “The 
crystal structure of a novel unmethylated form of C-phycocyanin, a possible connector 
between cores and rods in pycobilisomes,” โดย Adir, N., & Lerner, N., 2003, Journal of 
Biological Chemistry, 278(28), p. 25926-25932. 
 

2.3.2 ยีนซี-ไฟโคไซยานิน 
ยีนที่ท าหน้าที่สังเคราะห์ซี-ไฟโคไซยานินในไซยาโนแบคทีเรียได้แก่ ยีน cpcA ท า

หน้าที่สังเคราะห์อะโพโปรตีนหน่วยย่อยแอลฟา และยีน cpcB ท าหน้าที่สังเคราะห์อะโพโปรตีนหน่วย
ย่อยเบตา ซึ่งทั งสองยีนนี จะอยู่ภายในไฟโคไซยานินโอเปอรอน จากฐานข้อมูล GenBank พบว่า 
T. elongatus BP-1 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในบ่อน  าพุร้อน ภายในไฟโคไซยานินโอเปอรอน
ประกอบด้วยยีน cpcA, cpcB, cpcC, cpcD, cpcE, cpcF, cpcG1, cpcG2 และ cpcG4 โดยยีน 
cpcC และยีน cpcD ท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนเชื่อมต่อระหว่างแท่งซี-ไฟโคไซยานิน (phycocyanin-
associated rod linker protein) ยีน cpcE และ cpcF ท าหน้าที่สังเคราะห์เอนไซม์ไลเอสซึ่งเชื่อม
โครโมฟอร์เข้ากับอะโพโปรตีนหน่วยย่อยแอลฟา (phycocyanobilin lyase subunit alpha) และ
ยีน cpcG ท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนเชื่อมต่อแท่งซี -ไฟโคไซยานินเข้ากับไฟโคบิลิโซมคอร์  
(phycobilisome rod-core linker protein) (Nakamura et al., 2002) ในขณะที่ Anabaena 
PCC7120 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง ภายในไฟโคไซยานินโอเปอรอน
ประกอบด้วยยีน cpcA-cpcF (Belknap & Haselkorn, 1987) นอกจากนี ยังมียีนอ่ืน ๆ ที่อยู่นอก
ไฟโคไซยานินโอเปอรอนที่ เกี่ยวข้องกับการท าหน้าที่ของซี -ไฟโคไซยานิน โดยมีการศึกษาใน 
Synechococcus sp. PCC7002 พบว่ายีนทีท่ าหน้าที่สังเคราะห์เอนไซม์ไลเอสซึ่งเชื่อมโครโมฟอร์เข้า
กับอะโพโปรตีนหน่วยย่อยเบตา (phycocyanobilin lyase subunit beta) ได้แก่ยีน cpcS, cpcU, 
cpcV และ cpcT (Shen et al., 2006) 
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2.3.3 การสร้างซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาและเบตา 
การสังเคราะห์ซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาในไซยาโนแบคทีเรียเริ่มจาก

การเปลี่ยนฮีมให้ เป็นวงแหวนเปิดที่คาร์บอนต าแหน่งที่  5 โดยใช้ เอนไซม์ฮีมออกซีจี เนส  
(hemeoxygenase: Hox1) และเฟอร์รีดอกซินออกซิโดรีดักเทส (ferredoxin oxidoreductase: 
PcyA) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาตามล าดับ ซึ่งเอนไซม์ทั ง 2 สังเคราะห์ได้จากยีน hox1 และ pcyA 
ตามล าดับ ท าให้ได้เป็นไฟโคไซยาโนบิลิน (3Z-phycocyanobilin) หรือโครโมฟอร์ จากนั นไฟโคไซยาโนบิลิน
จะถูกกระตุ้นให้เชื่อมต่อกับอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาด้วยเอนไซม์ CpcE และ 
CpcF บิลินไลเอส (bilin lyase) ซึ่งสังเคราะห์ได้จากยีน cpcE และ cpcF ท าให้ได้เป็นโฮโลซี-ไฟโคไซยานิน
หน่วยย่อยแอลฟา ดังภาพที่ 2.6 ส่วนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาก็มีปฏิกิริยาการสังเคราะห์ที่
คล้ายกับซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา แต่จะต่างกันตรงที่ซี -ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตามี
ต าแหน่งจับของไฟโคไซยาโนบิลิน 2 ต าแหน่ง อีกทั งเอนไซม์บิลินไลเอสที่ใช้ในการเชื่อมต่อไฟโค -
ไซยาโนบิลินกับอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตามีหลายชนิด โดยมีการศึกษาก่อนหน้านี 
ใน Synechococcus sp. PCC7002 พบว่าเอนไซม์บิลินไลเอสที่สามารถเชื่อมอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานิน
หน่วยย่อยเบตากับไฟโคไซยาโนบิลินเข้าด้วยกัน สามารถสังเคราะห์ได้จากกลุ่มของยีน cpcS, cpcU 
และ cpcT ดังภาพที่ 2.7 (Shen et al., 2006; Shen et al, 2008; Tooley et al., 2001; Zhang 
et al., 2014) 

 

 
ภาพที่ 2.6 การสังเคราะห์โฮโลซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา จาก “Biosynthesis of a 
fluorescent cyanobacterial C-phycocyanin holo-α-subunit in a heterologous host,” 
โดย Tooley, A. J., Yuping, A. C., & Glazer A. N., 2001, Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 98(19), p. 10560-10565. 
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ภาพที่ 2.7 การสังเคราะห์โฮโลซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา ดัดแปลงจาก “Biosynthesis of a 
fluorescent cyanobacterial C-phycocyanin holo-α-subunit in a heterologous host,” 
โดย Tooley, A. J., Yuping, A. C., & Glazer A. N., 2001, Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 98(19), p. 10560-10565. 
 

2.3.4 งานวิจัยทางด้านชีวโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับซี-ไฟโคไซยานิน 
Shoja et al. (2015) โคลนยีนและสังเคราะห์อะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วย

ย่อยเบตา (CpcB) จาก Spirulina platensis ใน E. coli โดยเริ่มจากออกแบบไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcB ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด 
pET43.1a แล้วชักน าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนใน E. coli BL21 โดยใช้ IPTG ความเข้มข้น 1 
มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบโปรตีนที่ได้ด้วยวิธี SDS-PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) และเทคนิคดอทบลอท (dot blot 
technique) ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ได้และอาจ
น าไปประยุกต์ในการผลิตโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินในปริมาณมากได้ในอนาคต 

Pleonsil et al. (2013) ได้โคลนยีนและผลิตอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วย

ย่อยเบตา (apo-CpcB) จาก Spirulina platensis แล้วน าอะโพโปรตีนซ-ีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา

ที่ได้มาศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ABTS และการป้องกันความเสียหายจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ในเม็ดเลือดแดง ซึ่งพบว่าอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาสามารถยับยั งอนุมูลอิสระ 

ABTS ได้ แต่น้อยกว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ (native C-phycocyanin) และโทรล็อก 

(Trolox) ตามล าดับ และพบว่าทั งซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานิน
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หน่วยย่อยเบตา มีความสามารถในการปกป้องเม็ดเลือดแดงจากการถูกท าลายด้วยปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน 

Suphap (2009) โคลนยีนและแสดงออกโปรตีน CpcA และ CpcB จาก 
Anabaena siamensis TISTR8012 โดยออกแบบไพรเมอร์จากไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น 7 
สายพันธุ์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแล้วโคลนยีนเข้าสู่
เวกเตอร์ส าหรับผลิตโปรตีน จากนั นผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ในแบคทีเรีย E. coli และท า
ให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยโคบอลต์แอฟฟินิตี โครมาโทกราฟี (cobalt-aff inity 
chromatography) ต่อมาน ารีคอม-บิแนนท์โปรตีนที่ได้มาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS พบว่า 
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน CpcA และ CpcB มีสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ABTS แต่น้อยกว่าโทรล็อก 

Cherdkiatikul และ Suwanwong (2014) ได้โคลนยีนและแสดงออกโปรตีน
อัลโล-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (ApcA) อัลโลไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา (ApcB) ซี-ไฟโค-
ไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (CpcA) และซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา (CpcB) จาก Spirulina 
platensis ท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งมีแท็กฮิสทิดีน (Histidine tag) บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัล
แอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี (nickel metal affinity chromatography) แล้วน ามาศึกษาสมบัติการ
ต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีด้วยวิธีดีออกซีไรโบส (Deoxyribose assay) และทดสอบสมบัติการต้าน
อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี (peroxyl redical) ด้วยวิธีโออาร์เอซี-ฟลูออเรสซีน (Oxygen Radical 
Absorbance Capacity Fluorescein Assay: ORAC-Fluorescein) ซึ่งพบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน
ทั ง 4 ชนิดสามารถต้านทานอนุมูลอิสระไฮดรอกซีและเปอร์ออกซีได้ โดย CpcB สามารถต้านอนุมูล
อิสระไฮดรอกซีได้ดีกว่า CpcA, ApcB และ ApcA ตามล าดับ ส่วน CpcA สามารถต้านอนุมูลอิสระ
เปอร์ออกซีได้ดีกว่า CpcB, ApcA และ ApcB ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอะโพโปรตีนซี-ไฟโคไซยานิน
นั นมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระค่อนข้างสูงและอาจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารและยาได้ในอนาคต 

Guan et al. (2009) ได้สังเคราะห์โฮโลซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาจาก 
S. platensis และศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ โดยผู้วิจัยได้สร้างและทรานสฟอร์มเวกเตอร์สอง
วงเข้าสู่ E. coli BL21 วงแรกเป็นเวกเตอร์ที่มียีน hox1 และยีน pcyA ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์
เอนไซม์ฮีมออกซีจีเนส (heme oxygenase) และเอนไซม์เฟอรีดอกซินออกซิโดรีดักเทส (ferredoxin 
oxidoreductase) ตามล าดับ ซึ่งทั งสองเอนไซม์นี ท าหน้าที่ในการเปลี่ยนฮีม (Heme) ให้เป็นไฟโคไซยา-
โนบิลิน ส่วนเวกเตอร์อีกวงมียีน cpcA และ cpcE-cpcF ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานิน
หน่วยย่อยแอลฟา และเอนไซม์ CpcE/F บิลินไลเอส (CpcE/F bilin lyase) ตามล าดับ โดยเอนไซม์ 
CpcE/F บิลินไลเอสท าหน้าที่ในการเชื่อมไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากับโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อย



Ref. code: 25595709032055ZTP

14 
 

แอลฟา จากนั นผู้วิจัยได้สังเคราะห์โฮโลซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาใน E. coli BL21 และท าให้
บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี พบว่าโฮโลซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาที่ได้
สามารถดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคลื่น 621 นาโนเมตร และปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ที่ความ
ยาวคลื่น 650 นาโนเมตร เมื่อน ามาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีและเปอร์ออกซีพบว่า
มีค่า IC50 เท่ากับ 27.5 ± 25.8 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร และ 20.8 ± 2.2 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร 
ตามล าดับ 

Zhang et al. (2014) ได้โคลนยีน cpcT จาก Arthrospira platensis และ
ตรวจสอบการท างานของยีน cpcT ต่อต าแหน่งจับของไฟโคไซยาโนบิลินบนซี-ไฟโคไซยานินหน่วย
ย่อยเบตา โดยผู้วิจัยได้สร้างและทรานสฟอร์มเวกเตอร์สองวงเข้าสู่ E. coli BL21 วงแรกเป็นเวกเตอร์
ที่มียีน hox1 และยีน pcyA ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์เอนไซม์ฮีมออกซีจีเนส และเอนไซม์เฟอรีดอกซิน-
ออกซิโดรีดักเทส ตามล าดับ ซึ่งทั งสองเอนไซม์นี ท าหน้าที่ในการเปลี่ยนฮีมให้เป็นไฟโคไซยาโนบิลิน 
ส่วนเวกเตอร์อีกวงมียีน cpcB และยีน cpcT ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อย
แอลฟา และเอนไซม์ CpcT บิลินไลเอส (CpcT bilin lyase) ตามล าดับ โดยเอนไซม์ CpcT บิลินไลเอส
ท าหน้าที่ในการเชื่อมไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากับโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา ซึ่งพบว่าสาย
พันธุ์ที่ได้รับการทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด แสดงค่าการปลดปล่อยฟลูออเรสเซนต์ของ
ซี-ไฟโคไซยานินที่จ าเพาะ และมีค่าความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ปลดปล่อยสูงกว่าสายพันธุ์ที่ไม่ได้
รับยีน cpcT ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ CpcT บิลินไลเอสสามารถกระตุ้นการเชื่อมต่อของโปรตีน
ซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตากับไฟโคไซยาโนบิลินได้ ท าให้เกิดการปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์  
นอกจากนี ผู้วิจัยได้ท าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในบางต าแหน่ง เพ่ือตรวจสอบต าแหน่งกรดอะมิโน
บนโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาที่สามารถเชื่อมต่อกับไฟโคไซยาโนบิลินได้ด้วยเอนไซม์  
CpcT บิลินไลเอส โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนซิสเทอีนของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาใน
ต าแหน่งที่ 82 (Cys82) และ 153 (Cys153) เป็นกรดอะมิโนอะลานีน ซึ่งบริเวณทั งสองต าแหน่งนี 
เป็นบริเวณที่สามารถเชื่อมต่อกับไฟโคไซยาโนบิลินได้ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากรดอะมิโนซิสเทอีน
ในต าแหน่ง 153 บนโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาอาจเป็นต าแหน่งที่เหมาะสมในการจับกับ
ไฟโคไซยาโนบิลินซึ่งกระตุ้นโดยเอนไซม์ CpcT บิลินไลเอสใน A. platensis FACHB314  

2.3.5 การศึกษาซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียท่ีอาศัยในอุณหภูมิสูง 
Leu et al. (2013) ได้ศึกษาโครงสร้างทางผลึกศาสตร์และล าดับกรดอะมิโน

ของซี-ไฟโคไซยานินจาก S. vulcanus ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูง พบว่า
ซี-ไฟโคไซยานินชนิดนี มีกรดอะมิโนบางต าแหน่งที่อาจเกี่ยวข้องกับเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่
อุณหภูมิสูง เช่น กรดอะมิโนแอสพาเตทในต าแหน่งที่ 28 ของหน่วยย่อยแอลฟา (αAsp28) กรดอะมิโน
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เซอรีนในต าแหน่งที่ 72 ของหน่วยย่อยแอลฟา (αSer72) และกรดอะมิโนกลูตามีนในต าแหน่งที่ 68 
ของหน่วยย่อยเบตา (βGln68) เป็นต้น โดย αAsp28 สามารถสร้างปฏิสัมพันธ์กับโครโมฟอร์
ต าแหน่ง βCys153 ได้ ส่งผลให้โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินจับกับโครโมฟอร์ได้ดียิ่งขึ น อีกทั ง αAsp28 
ยังสามารถจับกับกรดอะมิโนแอสพาราจีนในต าแหน่งที่ 35 ของหน่วยย่อยเบตา (βAsn35) ได้ด้วย 
ซึ่งช่วยส่งเสริมให้การจับกันของซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาและเบตามีความเสถียรยิ่งขึ น 
แสดงดังภาพที่ 2.8 ส่วน αSer72 เป็นกรดอะมิโนที่มีขั วสามารถสร้างปฏิสัมพันธ์ได้กับกรดอะมิโน
อาร์จีนีนในต าแหน่งที่ 57 ของหน่วยย่อยเบตา (βArg57) ในอีกมอนอเมอร์หนึ่งได้ และ βGln68 
ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่มีขั วเช่นกันสามารถสร้างปฏิสัมพันธ์ได้กับกรดอะมิโนอาร์จีนีนในต าแหน่งที่ 86 
ของหน่วยย่อยแอลฟา (αArg86) ในมอนอเมอร์ใกล้เคียงได ้ซึ่งช่วยส่งเสริมความเสถียรของโครงสร้าง
ซี-ไฟโคไซยานินในระดับไตรเมอร์ให้ดียิ่งขึ น แสดงดังภาพที่ 2.9 ซึ่งสมบัติของกรดอะมิโนเหล่านี อาจ
เกี่ยวข้องกับสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิสูงด้วย 

 

 
ภาพที่ 2.8 การสร้างปฏิสัมพันธ์ของกรดอะมิโนภายในโครงสร้างมอนอเมอร์ของซี-ไฟโคไซยานินจาก 

S. vulcanus ซึ่งเป็นการสร้างปฏิสัมพันธ์ระหว่างกรดอะมิโนแอสพาเตทต าแหน่งที่ 28 กับกรดอะมิโน

แอสพาราจีนในต าแหน่งที่ 35 ของหน่วยย่อยเบตาและโครโมฟอร์ ซึ่งช่วยส่งเสริมความเสถียรของ

โครงสร้างซี-ไฟโคไซยานินในระดับมอนอเมอร์ จาก “Structure of C-phycocyanin from the 

thermophilic cyanobacterium Synechococcus vulcanus at 2.5 angstrom: structural 

implications for thermal stability in phycobilisome assembly,” โดย Adir, N., Dobrovetsky, 

Y., & Lerner, N., 2001, Journal of Molecular Biology, 313(1), p. 71-81. 
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ภาพที่ 2.9 การสร้างปฏิสัมพันธ์ของกรดอะมิโนภายในโครงสร้างไตรเมอร์ของซี -ไฟโคไซยานินจาก 

S. vulcanus ซึ่งเป็นการสร้างปฏิสัมพันธ์ของกรดอะมิเซอรีนในต าแหน่งที่ 72 และกรดอะมิโนอาร์จีนีน

ในต าแหน่งที่ 86 ของหน่วยย่อยแอลฟากับกรดอะมิโนอาร์จีนีนในต าแหน่งที่ 57 และกรดอะมิโน 

กลูตามีนในต าแหน่งที่ 68 ของหน่วยย่อยเบตาในมอนอเมอร์ถัดไป ตามล าดับ ซึ่งช่วยส่งเสริมความ

เสถียรของซี-ไฟโคไซยานินในระดับไตรเมอร์ จาก “Structure of C-phycocyanin from the 

thermophilic cyanobacterium Synechococcus vulcanus at 2.5 angstrom: structural 

implications for thermal stability in phycobilisome assembly,” โดย Adir, N., Dobrovetsky, 

Y., & Lerner, N., 2001, Journal of Molecular Biology, 313(1), p. 71-81. 

 

Leu et al., (2013) ได้ศึกษาเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงของซี-ไฟโคไซยานินจาก 

T. elongatus TA-1 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่เจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิสูง โดยจากการศึกษายีน 

16S rRNA พบว่า T. elongatus TA-1 มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้เคียงกับ T. elongatus 

BP-1 มากที่สุด ในการศึกษาเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิสูงผู้วิจัยได้วิเคราะห์กิจกรรม

หรือการท างานของซี-ไฟโคไซยานินจากการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และการ

ปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 642 นาโนเมตร ผลที่ได้พบว่าเมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่

อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ซี-ไฟโคไซยานินชนิดนี สามารถคง

สภาพการท างานได้ถึง 80.26 และ 65.65 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ซี-ไฟโคไซยานินจาก 

Spirulina sp. ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง พบว่าเมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่

อุณหภูมิ 59 และ 64 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7 เป็นเวลา 30 นาที ซี-ไฟโคไซยานินคงสภาพการ
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ท างานไว้ได้เพียง 52 และ 33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Chaiklahan et al., 2012) แสดงให้เห็นว่า

ซี-ไฟโคไซยานินที่สกัดจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูงสามารถคงเสถียรภาพการท างานที่

อุณหภูมิสูงได้ดีกว่าซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง 

คัทติยา (2558) ได้ศึกษาและเปรียบเทียบสมบัติการทนอุณหภูมิของซี-ไฟโคไซยานิน

ที่สกัดจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูง 

กับ S. cedrorum TISTR 8589 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง พบว่าซี-ไฟโคไซ-

ยานิน จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีเสถียรภาพสูงสุดที่พีเอชเท่ากับ 5 และเมื่อ

บ่มซ-ีไฟโค-ไซยานินที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าซี-ไฟโคไซยานิน

มีความเข้มข้นคงเหลือเท่ากับ 97.45 และ 90.04 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ซี-ไฟโคไซยานินจาก 

S. cedrorum TISTR 8589 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง ซี-ไฟโคไซยานินมี

เสถียรภาพสูงสุดที่พีเอชเท่ากับ 7 และเมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าซี-ไฟโคไซยานินมีความเข้มข้นคงเหลือเท่ากับ 74.54 เปอร์เซ็นต์ และไม่

สามารถหาเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นได้ ตามล าดับ อีกทั งซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus 

sp. TUBT-T01 ยังคงเสถียรภาพได้ดีกว่าซี-ไฟโคไซยานินจาก S. cedrorum TISTR 8589 ในทุกค่า

พีเอชและทุกอุณหภูมิที่ผู้วิจัยศึกษา ดังนั นซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในแหล่งที่มี

อุณหภูมิสูงจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่มีกระบวนการให้

ความร้อนเข้ามาเก่ียวข้อง 

2.3.6 การน าซี-ไฟโคไซยานนิมาใช้ประโยชน์ 
- ใช้เพ่ือเพ่ิมสีสันในอุตสาหกรรมอาหาร และเครื่องส าอาง อาทิ ไอศกรีม เจลลี่ 

ลูกกวาด และลิปสติก เป็นต้น ซึ่งเป็นการเพ่ิมมูลค่าของผลิตภัณฑ์ให้มีความสวยงาม และน่า
รับประทานแทนการใช้สารสีสังเคราะห์อื่น ๆ (Muthulakshmi et al., 2012) 

- ใช้เป็นสารฟลูออเรสเซนต์ เนื่องจากซี-ไฟโคไซยานิน สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด
ได้ที่ความยาวคลื่น 610-620 นาโนเมตร และปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุดได้ที่ความยาวคลื่น 
650 นาโนเมตร อีกทั งสามารถท างานได้ในช่วงพีเอชที่กว้าง จึงมีการน าซี -ไฟโคไซยานินมาติดฉลาก
โพลบเพ่ือเป็นตัวติดตามในงานทางด้านชีวโมเลกุล (Richa et al., 2011)   

- ใช้เป็นสารต้านการอักเสบและอาการเจ็บปวด มีการรายงานว่าซี -ไฟโคไซยานิน 
สามารถยับยั ง และชะลอการก่อตัวของสาร iNOS (inducible nitric oxide synthase) COX-2 
(Cyclooxygenase-2) PGE2 (prostaglandin E2) และสารที่ชักน าให้เกิดเนื อร้าย TNFa (tumor 
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necrosis factor-a) อีกทั งยังลดการแทรกซึมของนิวโทรฟิล (neutrophil) ซึ่งถูกเหนี่ยวน าด้วยสาร
คาราจีแนนบริเวณอุ้งเท้าหนูได้ โดยสารดังกล่าวนี เป็นสาเหตุที่ส่งผลให้เกิดการอักเสบ และความ
เจ็บปวด (Shih et al., 2009) 

- ใช้เป็นสารปกป้องเซลล์ประสาท มีการศึกษาบทบาทของซี-ไฟโคไซยานินในการ

ปกป้องเซลล์ประสาทหนู โดยชักน าให้เซลล์สมองหนูเกิดการตายโดยการขาดโพแทสเซียมและซีรัม 

(K/S) ส่งผลให้เกิดภาวะออกซิเดชันเกินสมดุล พบว่าซี-ไฟโคไซยานินสามารถป้องกันการตายของ

เซลล์สมองหนูได้ซึ่งอาจเกิดจากการยับยั งการก่อตัวของสารอนุมูลอิสระที่ส่งผลท าลายเซลล์ประสาท

ของหนู (Rimbau et al., 2001) 

- ใช้เป็นสารต้านทานอนุมูลอิสระ (antioxidant) มีการศึกษาพบว่าซี-ไฟโคไซยานิน

มีคุณสมบัติที่สามารถก าจัดสารอนุมูลอิสระได้ โดยการสร้างพันธะหรือให้อิเล็กตรอนกับโมเลกุลที่เป็น

อนุมูลอิสระ เช่น อนุมูลอิสระแอลคอกซี (alkoxy radical) อนุมูลอิสระไฮดรอกซี (hydroxyl radical) 

อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี (peroxyl radical) อนุมูลอิสระเปอร์ออกซีไนไตรท (peroxinitrite) อนุมูล

อิสระ DPPH และอนุมูลอิสระ ABTS เป็นต้น ส่งผลให้เกิดความเสถียรของอิเล็กตรอนช่วยปกป้อง

และลดความรุนแรงจากการท าปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระภายในเซลล์ได้ (Romay et al., 2003; Chu 

et al., 2010)  

Patel et al. (2006) ศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของซี-ไฟโคไซยานินที่

สกัดได้จากไซยาโนแบคทีเรีย 3 ชนิด ได้แก่ Lyngbya sp., Phormidium sp. และ Spirulina sp. 

พบว่าซี-ไฟโคไซยานินที่ได้สามารถต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี และอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้ โดย

ซี-ไฟโคไซยานินที่ได้จาก Phormidium sp. สามารถต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้ดีกว่าซี-ไฟโคไซยานิน 

จาก Lyngbya sp. และ Spirulina sp. ตามล าดับ และพบว่าซี-ไฟโคไซยานินที่ได้จาก Lyngbya sp. 

สามารถต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ดีกว่า Spirulina sp. และ Phormidium sp. ตามล าดับ โดย

รูปแบบในการยับยั งอนุมูลอิสระของซี-ไฟโคไซยานินแสดงดังนี   

ROO ̇ + C-PC              C-PC* + ROOH หรือ ROO- 

C-PC ̇ + ROO ̇              ผลิตภัณฑ์ที่ไม่เป็นอนุมูลอิสระ  

2 C-PC ̇                     ผลิตภัณฑ์ที่ไม่เป็นอนุมูลอิสระ  
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Bertolin et al. (2011) ได้ศึกษาผลของซี-ไฟโคไซยานินต่อภาวะออกซิเดชัน

เกินสมดุลในหนู ซึ่งถูกกระตุ้นด้วยมอนอโซเดียมกลูตาเมท (monosodium glutamate) พบว่า

ซี-ไฟโคไซยานินสามารถลดการเกิดภาวะออกซิเดชันเกินสมดุลในหนูได้ 

Kamble et al. (2013) ได้สกัดซี-ไฟโคไซยานินจาก S. platensis แล้วท าให้

บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate precipitation) ตาม

ด้วยการท าไดอะไลซิส (dialysis) และน ามาผ่านคอลัมน์เจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี (gel filtration 

chromatography) พบว่าซี-ไฟโคไซยานินที่ได้สามารถต้านอนุมูลอิสระไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) 

และสามารถต้านการแข็งตัวของเลือด  (anticoagulation) ได้ อีกทั งช่วยป้องกันดีเอ็นเอจากการถูก

ท าลายด้วย 

Deshmukh และ Puranik (2014) ได้สกัดและศึกษาสมบัติการต้านอนุมูล

อิสระของซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในทะเลสาบที่มีความเป็นด่างสูง พบว่า

ซี-ไฟโคไซยานินที่แยกได้จาก S. platensis, Synechocystis aquatilis และ P. laminosum มี

เปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 40.28, 36.32 และ 34.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

จากนั นผู้วิจัยได้ทดสอบผลของสภาวะที่เติมเกลือต่อการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของซี-ไฟโคไซยานิน 

โดยการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์  100-1000 มิลลิโมลาร์ พบว่าซี -ไฟโคไซยานินที่แยกได้จาก 

S. platensis มีเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH เพิ่มขึ น 22 เปอร์เซ็นต์ ส่วน S. aquatilis 

และ P. laminosum เพ่ิมขึ น 16 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นสภาวะของเกลือที่เหมาะสมมีผลต่อการต้าน

อนุมูลอิสระของซ-ีไฟโคไซยานินด้วย 

Jerley และ Prabu (2015) ได้สกัดซี-ไฟโคไซยานินจาก S. platensis แล้ว

ท าให้บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate precipitation) 

ตามด้วยการท าไดอะไลซิส (dialysis) และน ามาผ่านคอลัมน์โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

(ion-exchanger chromatography) จากนั นน าซี-ไฟโคไซยานินที่ได้มาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูล

อิสระ DPPH เปรียบเทียบกับวิตามินซีพบว่าซี-ไฟโคไซยานินสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 

25.21 เปอร์เซ็นต ์
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2.4 อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ 

 
2.4.1 อนุมูลอิสระ (Free radicals) 

อนุมูลอิสระ คืออะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนไม่เป็นคู่อยู่ในวงแหวน

อิเล็กตรอนวงนอกสุด ท าให้โมเลกุลเกิดความไม่เสถียรและมีความไวในการท าปฏิกิริยากับสารอื่น

ค่อนข้างสูง โดยอนุมูลอิสระจะไปแย่งจับอิเล็กตรอนโมเลกุลอ่ืนเพ่ือให้โมเลกุลตัวเองเสถียร ท าให้

โมเลกุลอ่ืนกลายเป็นอนุมูลอิสระชนิดใหม่และจะไปท าปฏิกิริยากับสารโมเลกุลอ่ืนต่อไป เกิดเป็น

ปฏิกิริยาลูกโซ่ โดยอนุมูลอิสระภายในเซลล์สิ่งมีชีวิตอาจเกิดได้จากปัจจัยภายนอก เช่น การได้รับรังสี

ยูวี รังสีเอ็ก หรือสารเคมีต่าง ๆ เป็นต้น หรืออาจเกิดจากปัจจัยภายใน เช่น เกิดจากกระบวนการ

หายใจของสิ่งมีชีวิต และกระบวนการรับส่งสัญญาณของเซลล์ เป็นต้น ตัวอย่างอนุมูลอิสระที่ส าคัญ

ภายในสิ่งมีชีวิต เช่น อนุมูลอิสระไฮดรอกซี (OH·) อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2
-·) 

อนุมูลอิสระอัลคอกซี (RO·) และอนุมูลอิสระเปอร์ไฮดรอกซี (HO2·) เป็นต้น ซึ่งอนุมูลอิสระเหล่านี 

จัดเป็นอนุมูลอิสระที่มีความว่องไวมากในการท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยกลไกการเกิด

อนุมูลอิสระมีได้หลายลักษณะดังนี  (โอภา, 2550) 

1) พันธะโควาเลนท์เกิดการแตกแบบโฮโมไลซิส 

A : B  A· +  B· 

2) อะตอมที่เป็นกลางทางไฟฟ้าได้รับอิเล็กตรอนเพ่ิมเข้ามา 1 ตัว  

A + e-  A-· 

3) อะตอมที่เป็นกลางทางไฟฟ้าสูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัว  

A  A+· +  e- 

2.4.2 การป้องกันความเสียหายจากอนุมูลอิสระ (Antioxidants) 
อนุมูลอิสระในร่างกายและภายในเซลล์มีมากมายหลายชนิด ทั งที่เป็นประโยชน์

และเป็นโทษ โดยอนุมูลอิสระที่มีประโยชน์ เช่น อนุมูลอิสระที่ช่วยในการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์  

เป็นต้น ซึ่งต้องออกฤทธิ์ในปริมาณที่ต่ ามาก หากมีอนุมูลอิสระต่าง ๆ มากเกินไปอาจเป็นอันตรายต่อ

เซลล์ได้ ร่างกายจึงมีกลไกที่สามารถควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให้อยู่ในสภาวะที่ไม่เกิดอันตรายต่อ

เซลล์ โดยกลไกที่ส าคัญได้แก่ 
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2.4.2.1 เอนไซม์ควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระ 
ในการควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระภายในร่างกายอาศัยการท างานร่วมกันของ 

3 เอนไซม์ที่ส าคัญ ได้แก่ เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (Superoxide Dismutase: SOD) 

เอนไซม์คาตาเลส (Catalase: CAT) และเอนไซม์กลูตาไทโอนเปอร์ออกซิเดส  (Glutathione 

Peroxidase: GPx) โดยเอนไซม์ SOD เป็นกลไกอันดับแรกที่ป้องกันร่างกายจากสารอนุมูลอิสระ 

เอนไซม์ SOD สามารถก าจัดอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนได้ โดยการเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน

อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนให้เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จากนั นเอนไซม์คาตาเลสหรือ

เอนไซม์กลูตาไทโอนเปอร์ออกซิเดสจะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้กลายเป็นน  า ท า

ให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไม่สามารถเกิดเป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซีในปฏิกิริยาลูกโซ่ เฟนตอน 

(Fenton) และเฮเบอร์ไวส์ (Haber-weiss) ได้ ดังสมการ (โอภา, 2550; Lobo, 2010)   

2O2
-· +  2H+      H2O2  +  O2           H2O 

2.4.2.2 สารต้านอนุมูลอิสระ 
สารต้านอนุมูลอิสระ เป็นสารที่สามารถป้องกันยับยั งหรือท าลายอนุมูลอิสระ

ให้หมดไปหรือหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ไม่ให้เกิดต่อไปได้ โดยอาจมีการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระเพ่ือให้

อนุมูลอิสระเกิดความเสถียรได้ สารต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกายที่ท าหน้าที่ก าจัดอนุมูลอิสระ เช่น 

กรดยูริก และบิลิรูบิน เป็นต้น และสารต้านอนุมูลอิสระที่ท าหน้าที่หยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ เช่น วิตามินซี  

วิตามินอี และกลูตาไทโอน เป็นต้น ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระแต่ละชนิดมีสมบัติที่แตกต่างกันไป เช่น  

วิตามินอีละลายได้ดีในไขมันจึงสามารถต้านอนุมูลอิสระหรือป้องกันการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน

บริเวณทรานส์เมมเบรนได้ วิตามินซีละลายได้ดีในน  าจึงสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ภายในเซลล์ 

และกลูตาไทโอนซึ่งเป็นเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 3 ตัวเป็นองค์ประกอบ คือ กลูตามีน ซิสเทอีน และ

ไกลซีน กลูตาไทโอนสามารถก าจัดอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้โดยตรง และเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์

ที่ท าหน้าที่ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเกินสมดุล เช่น เอนไซม์กลูตาไทโอนเปอร์ออกซิเดส 

เป็นต้น อีกทั งยังสามารถรีดิวซ์อนุมูลวิตามินซี และอนุมูลวิตามินอีให้อยู่ในรูปดั งเดิมที่สามารถก าจัด

อนุมูลอิสระได้ (โอภา, 2550; Lobo, 2010) 

2.4.2.3 สารก าจัดโลหะ (Metal chelator) 
โลหะทรานซิชัน เช่น เหล็ก และทองแดง สามารถเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเกิด

อนุมูลอิสระในปฏิกิริยาเฟนตอนและเฮเบอร์ไวส์ได้ โดยสารที่ท าหน้าที่ก าจัดโลหะในร่างกายส่วนใหญ่

SOD CAT, GPx 
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เป็นโปรตีนที่สามารถจับกับโลหะได้และกลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อน เช่น อัลบูมิน (albumin) 

ทรานเฟอร์ริน (tranferin) และ เฟอร์ริติน (ferritin) เป็นต้น โดยในร่างกายธาตุเหล็กจะถูกเก็บอยู่ใน

รูปของเฟอร์ริติน และจะถูกเคลื่อนย้ายไปส่วนต่าง ๆ ของร่างกายในรูปของทรานเฟอร์ริน (โอภา, 

2550) 

ในสภาวะที่ร่างกายเกิดการออกซิเดชันเกินสมดุลอาจเป็นสาเหตุให้เกิดโรคต่าง ๆ 

ตามมา โดยการเกิดสภาวะออกซิเดชันเกินสมดุลอาจเป็นผลมาจากสารต้านอนุมูลอิสระหรือสาร

ควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระมีปริมาณลดน้อยลง ซึ่งอาจเกิดจากการกลายพันธุ์ของยีนที่ผลิตเอนไซม์

คาตาเลส เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส และเอนไซม์กลูตาไทโอนเปอร์ออกซิเดส ส่งผลให้

เอนไซม์เหล่านี ท างานผิดปกติ หรืออาจเกิดจากการเพ่ิมขึ นของสารอนุมูลอิสระภายในร่างกาย ซึ่งเป็น

ผลมาจากการที่ร่างกายถูกกระตุ้นให้เกิดอนุมูลอิสระมากเกินไป เช่น การถูกกระตุ้นจากรังสี การสูบ

บุหรี่ และการเผชิญกับมลภาวะ เป็นต้น ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อสารชีวโมเลกุลได้ น าไปสู่การ

เกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคข้ออักเสบ โรคอัลไซเมอร์ เป็นต้น การรับประทานยาหรือสารต้าน

อนุมูลอิสระจากอาหารต่าง ๆ จึงเป็นวิธีหนึ่งที่สามารถช่วยควบคุมสภาวะออกซิเดชันเกินสมดุลได้  

โดยสารต้านอนุมูลอิสระสามารถพบได้จาก พืช ผัก และผลไม้ ซึ่งมีสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น แคโรทีนอยด์ 

(carotenoids) เบตา-แคโรทีน (β-carotene) ฟลาโวนอยด์ (flavoniods) และฟีนิลโปรพานอยด์ 

(phenylpropanoids) เป็นต้น หรือเซลล์ของสิ่งมีชีวิตบางชนิด เช่น ไซยาโนแบคทีเรีย ซึ่งมีรงควัตถุที่

มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระและช่วยลดสภาวะออกซิเดชันเกินสมดุล เช่น ซี -ไฟโคไซยานิน และ

ซี-อัลโลไฟโคไซยานิน เป็นต้น (บุหรัน, 2556; โอภา, 2550; Cherdkiatikul et al., 2014; Lobo, 

2010)  

2.4.3 วิธีการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
ในการวิเคราะห์ความสามารถของสารทดสอบในการต้านอนุมูลอิสระมีหลักการ

ส าคัญ คือ การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระจากการถ่ายโอนอิเล็กตรอนของ

ไฮโดรเจน (hydrogen atom transfer: HAT) และการการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระจากการถ่ายโอนอิเล็กตรอนเดี่ยว (sigle electron transfer: SET) ซึ่งสุดท้ายแล้วทั งสอง

หลักการจะให้ผลิตภัณฑ์ที่เหมือนกันดังสมการ (โอภา, 2550; Gupta, 2015) 
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ROO·  +    AH      ROOH  +  A·        (HAT) 

ROO·  +    AH     ROO- + AH·
+ 

AH·
+    +     H2O  A·. + H3O

+                 (SET) 

ROO-   +    H3O
+  ROOH + H2O 

2.4.3.1 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี (Hydroxyl radical 
scavenging activity)  

อนุมูลอิสระไฮดรอกซี เป็นอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งที่มีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ 

(Reactive oxygen species: ROS) ซึ่งพบมากในสิ่งมีชีวิต และมีความว่องไวสูงในการจู่โจมสาร

ชีวโมเลกุลต่าง ๆ ในสิ่งมีชีวิต การเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซีสามารถเกิดได้จากหลายปฏิกิริยาโดย

กลไกการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังนี   

 

H2O2  2HO· 

H2O2 + Fe2+ 
 Fe3+ +  HO· +  HO- (Fenton) 

O2
-
· + H2O2       O2  +  HO· +  HO-  (Haber-weiss) 

โดยการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีด้วยวิธีดีออกซีไรโบส  

(deoxyribose  assay) มีหลักการ คือการสังเคราะห์อนุมูลอิสระไฮดรอกซีจากการท าปฏิกิริยาของ

เฟอร์ริกคลอไรด์ (ferric chloride) กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(hydrogen peroxide) จากนั นน  าตาลดีออกซีไรโบสจะท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระไฮดรอกซี เมื่อเติม

กรดไทโอบาร์บิทูริก (thiobarbituric acid) จะเกิดสารประกอบสีชมพูของโครโมเจน (chromogen) 

ในปฏิกิริยาที่มีการเติมสารทดสอบซึ่งมีความสามารถในการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีจะท าให้สีชมพู

ของสารละลายจางลง โดยสามารถตรวจสอบได้จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 

นาโนเมตร (โอภา, 2550 และ Halliwell et al., 1987) 

2.4.3.2 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน  
(Superoxide radical scavenging activity)  

อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2
-·) เป็นอนุมูลอิสระในกลุ่ม ROS 

ที่พบมากที่สุดในเซลล์สิ่งมีชีวิต แม้ความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาไม่สูงมากแต่อนุมูลอิสระซุปเปอร์

พลังงาน 
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ออกไซด์แอนอิออนเป็นสารตั งต้นที่สามารถเปลี่ยนไปเป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซีที่มีความว่องไวในการ

เกิดปฏิกิริยาสูงได้ โดยกลไกการเกิดอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนแสดงดังนี   

O2  +  e-   O2
-
· 

O2
-
·  +  O2

-
·  H2O2 +  O2  

ในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนสามารถ

ทดสอบได้ด้วยวิธีสังเคราะห์อนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ในระบบ Phenazine Methosulphate (PMS)–NADH จากนั นอนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยากับสาร

ไนโตรบลูเตตระโซเลียม (nitroblue tetrazolium) ได้เป็นสารประกอบสีน  าเงินของไดฟอร์มาซาน 

(diformazan) โดยสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ในปฏิกิริยาที่มี

การเติมสารทดสอบซึ่งมีความสามารถในการยับยั งอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนลงไป 

จะท าให้สีน  าเงินของสารละลายจางลง (โอภา, 2550; Gupta, 2015; Nikishimi et al., 1972) 

2.4.3.3 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี (peroxyl radical 
scavenging activity)  

อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี (HO2·) เป็นอนุมูลอิสระที่พบได้มากในสิ่งมีชีวิต แต่มี

ความคงตัวต่ า เนื่องจากอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีสามารถเกิดการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอนกันเองได้ท าให้

ได้เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับออกซิเจนซึ่งแสดงดังสมการ 

2 HO2·         2 H2O2 + O2 

ในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีสามารถท าได้ด้วยวิธี ORAC 

(Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay) วิธีการนี เป็นการวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระใน

กลไกแบบ HAT โดยจะประเมินความสามารถในการต้านทานอนุมูลอิสระจากการเรืองแสงของสาร

ฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งได้แก่ ฟลูออเรสซีน (fluorescein) ในปฏิกิริยาจะสังเคราะห์อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี

จาก AAPH (2,2′azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride) เมื่อเกิดอนุมูลอิสระ

เปอร์ออกซีจะท าให้การเรืองแสงของสารฟลูออเรสซีนลดลง ในปฏิกิริยาที่มีการเติมสารต้านอนุมูล

อิสระเปอร์ออกซีลงไปจะช่วยชะลอการลดลงของแสงฟลูออเรสเซนต์ตามประสิทธิภาพของสาร

ทดสอบ ในการวิเคราะห์ผลจะค านวณจากพื นที่ใต้กราฟความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลงเทียบกับ

เวลา ระหว่างสารตัวอย่างที่ใช้ทดสอบซึ่งมีสารต้านอนุมูลอิสระกับสารทดสอบที่ไม่มีสารต้านอนุมูล
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อิสระ (net area under the fluorescence decay curve: net AUC) (โอภา, 2550; Dávalos et al., 

2004) 

2.4.3.4 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS (ABTS radical scavenging 
activity)  

อนุมูลอิสระ ABTS หรือ 2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 

acid) เป็นอนุมูลอิสระที่เกิดจากการสังเคราะห์และไม่พบในธรรมชาติ ซึ่งวิธีการนี เป็นการวิเคราะห์

การต้านอนุมูลอิสระในกลไกแบบ SET โดยในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS สามารถท าได้

โดยสังเคราะห์อนุมูลอิสระจากการท าปฏิกิริยาของ ABTS กับโพแทสเซียมเปอรซัลเฟต ซึ่งอนุมูลอิสระ 

ABTS จะมีสีเขียว และมีค่าการดูดกลืนแสงค่อนข้างสูง ดังนั นจึงต้องมีการเจือจางด้วยฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ก่อนการเติมสารทดสอบ ในปฏิกิริยาที่มีการเติมสารทดสอบซึ่งมีสมบัติในการต้านอนุมูล

อิสระ ABTS ลงไปจะท าให้สีเขียวของสารละลายจางลง ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความ

ยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ข้อดีของวิธีนี คืออนุมูลอิสระ ABTS ละลายได้ดีในน  าและสามารถทดสอบได้

ในช่วงพีเอชที่กว้าง (บุหรัน, 2556; โอภา, 2550; Re et al., 1999)  

2.4.3.5 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging 
activity)  

อนุมูลอิสระ DPPH หรือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เป็นอนุมูลอิสระ

ไนโตรเจนที่มีความคงตัว ไม่ค่อยว่องไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระชนิดอ่ืนและมีสีม่วง วิธีการนี 

เป็นการวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระในกลไกแบบ SET โดยในการวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH จะวัดจากความสามารถในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลสระ DPPH ซึ่งจะส่งผลให้สีม่วงจางลง 

โดยตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของสีจากการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร 

(บุหรัน, 2556; โอภา, 2550) 
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ภาพที่ 2.10 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างอนุมูลอิสระ DPPH กับสารต้านอนุมูลอิสระ โดยสารต้าน

อนุมูลอิสระจะสามารถให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ DPPH ได้ ท าให้อนุมูลอิสระเกิดความเสถียร 

จาก “Antioxidant property of coffee components: assessment of methods that define 

mechanisms of action,” โดย Liang, N., & Kitts, D. D., 2014, Molecules, 19(1), p. 19180-

19208. 

 ข้อเสียของวิธีนี  คือ อนุมูลอิสระ DPPH มีอิเล็กตรอนเดี่ยวของไนโตรเจนที่ถูก

ล้อมรอบด้วยวงแหวนเบนซีน 3 วง ซึ่งอาจส่งผลให้สารต้านอนุมูลอิสระที่มีขนาดใหญ่เข้าท าปฏิกิริยา

กับอิเล็กตรอนเดี่ยวได้ยาก (โอภา, 2550) 

2.4.3.6 การทดสอบความสามารถในการก าจัดกับโลหะ (Metal chelating 
activity assay) 

โลหะทรานสิชัน เช่น ธาตุเหล็ก เป็นโลหะที่มีความส าคัญต่อการเกิดอนุมูล

อิสระ เนื่องจากเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาเฟนตอนและเฮเบอร์ไวส์ท าให้เกิด

อนุมูลอิสระไฮดรอกซีซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มีความว่องไวในการท าปฏิกิริยาสูง สารที่มีความสามารถใน

การจับกับธาตุเหล็กได้ก็จะช่วยยับยั งการเกิดอนุมูลอิสระได้เช่นกัน โดยในการทดสอบความสามารถ

ในการจับกับธาตุเหล็กสามารถท าได้โดยอาศัยการท าปฏิกิริยาระหว่างธาตุเหล็กในรูปเฟอร์รัสกับ

เฟอร์โรซีน ท าให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น  

562 นาโนเมตร ในปฏิกิริยาที่มีการเติมสารทดสอบซึ่งมีความสามารถในการจับกับธาตุเหล็กลงไปจะ

ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายลดลง (โอภา, 2550; Wong et al., 2014) 
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2.5 การผลิตโปรตีนในระบบ E. coli และการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ 

 
การผลิตโปรตีนในระบบ E. coli เป็นหนึ่งในวิธีที่สามารถลดกระบวนการและต้นทุนใน

การสกัดและการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ เนื่องจากสามารถออกแบบเวกเตอร์ให้มีการผลิตโปรตีนติดกับ

แท็ก (tags) ต่าง ๆ เพ่ือท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ได้ภายในขั นตอนเดียว เช่น การติดแท็กฮิสทิดีนซึ่งท า

โปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยการใช้นิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี เป็นต้น อีกทั งระบบ E. coli 

สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมากและรวดเร็ว เนื่องจากแบคทีเรียมีระยะการเจริญเติบโตที่รวดเร็ว

และสามารถชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีนได้ตลอดเวลา (Rosano et al., 2014; Bornhorst et al., 

2000) 

 
2.5.1 พลาสมิดส าหรับผลิตโปรตีน 

พลาสมิดที่นิยมใช้ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เช่น พลาสมิดในกลุ่ม pET ซึ่ง

ผลิตโดยบริษัท Novagen พลาสมิดกลุ่มนี จะมีโปรโมเตอร์ T7 (T7 ptomoter) ซึ่งสามารถแสดงออก

ยีนในระดับทรานสคริปชัน (transcription) ได้ในปริมาณมาก โดยปัจจุบันมีพลาสมิด pET หลายชนิด

ที่ได้รับการดัดแปลงให้เอื อต่อการโคลนยีน การผลิตและการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ เช่น พลาสมิด 

pET28a-c ซึ่งมีจุดเด่นที่ต่างจากพลาสมิด pET ชนิดอ่ืน คือ พลาสมิด pET28a ออกแบบให้สามารถ

เลือกติดแท็กฮิสทิดีนได้ทั งที่ปลาย N-terminus และ C-terminus ของโปรตีน ซึ่งสามารถท าโปรตีน

ให้บริสุทธิ์ได้โดยการใช้นิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี และสามารถตัดแท็กฮิสทิดีนแบบ 

C-terminus ออกจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ด้วยเอนไซม์ทรอมบิน (thrombin) ในกรณีที่แท็กไป

รบกวนการม้วนพับหรือรบกวนกิจกรรมของโปรตีน นอกจากนี พลาสมิด pET28a ยังมีแท็ก T7 ให้

เลือกใช้ซึ่งสามารถท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ได้โดยการจับกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal 

antibody) ต่อแท็ก T7 พลาสมิด pET28a มีโปรโมเตอร์ T7 ซึ่งสามารถแสดงออกยีนได้โดยการชัก

น าด้วยสาร IPTG อีกยังมีจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะหลายชนิดให้เลือกใช้ในการโคลนยีนตามความ

ต้องการ โดยยีนเครื่องหมายในการคัดเลือก (selectable marker gene) ส าหรับพลาสมิด pET28a 

คือ ยีนต้านยาปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin resistant gene) แผนที่พลาสมิด pET28a แสดง

ดังภาพที่ 2.11  

 



Ref. code: 25595709032055ZTP

28 
 

 

 
ภาพที่ 2.11 แผนที่พลาสมิด pET28a   

จ าก  http://www.emdmillipore.com/PR/en/product/pET-28a(%2B)-DNA---Novagen,EMD_ 

BIO-69864. สืบค้นวันที่ 3 มีนาคม 2560. 
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2.5.2 แบคทีเรีย E. coli ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
แบคทีเรียที่ใช้ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เช่น E. coli BL21(DE3), E. coli 

BL21trxB(DE3) และ E. coli Rosetta(DE3) เป็นต้น ซึ่งพัฒนาโดยบริษท Novagen โดยเซลล์เจ้า

บ้านเหล่านี จะถูกดัดแปลงจีโนมเพ่ือให้เอื อต่อการสังเคราะห์โปรตีนในระบบ E. coli เช่น มีการ

ดัดแปลงให้เกิดการกลายพันธุ์ที่เอนไซม์ lon protease และ outer membrane protease ท าให้

โปรตีนที่ผลิตได้มีอัตราการถูกย่อยสลายน้อยลง โดยกลไกการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนในเซลล์

เจ้าบ้านโดยทั่วไปแสดงดังภาพที่ 2.12 ในสภาวะปกติที่ไม่มีการเติมสาร IPTG จีโนมของ E. coli จะ

สังเคราะห์แล็กรีเพรสเซอร์ (lac repressor) ไปจับที่แล็กโอเปอเรเตอร์ (lac operator) ท าให้อาร์เอ็นเอ

พอลิเมอเรส E. coli (E. coli RNA polymerase) ไม่สามารถเข้าจับที่แล็กโปรโมเตอร์ (lac 

promoteor) ได้ ส่งผลให้ไม่เกิดการสร้างอาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส T7 (T7 RNA polymerase) ต่อมา

เมื่อมีการเติมสาร IPTG ลงไปในอาหารเลี ยงเชื อ IPTG จะไปเหนี่ยวน าให้แล็กรีเพรสเซอร์หลุดออก

จากแล็กโอเปอเรเตอร์ ท าให้อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส E. coli สามารถเข้าจับที่แล็กโปรโมเตอร์ได้ ส่งผล

ให้เกิดการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส T7 จากนั นอาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส T7 จะไปจับบริเวณ

โปรโมเตอร์ T7 บนพลาสมิด pET ส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนและผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน

เป้าหมาย 

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ต่าง ๆ ที่บริษัท Novagen พัฒนาเพื่อให้เหมาะกับ

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่หลากหลาย เช่น E. coli BL21(DE3) เป็นสายพันธุ์ทั่วไปที่ใช้ในการ

ผลิต รีคอมบิแนนท์โปรตีน E. coli BL21trxB(DE3) เป็นสายพันธุ์ที่มีการพัฒนาให้รีคอมบิแนนท์

โปรตีนสามารถสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ได้ที่ไซโตพลาสซึมภายในเซลล์ ส่วน E. coli 

Rosetta(DE3) เป็นสายพันธุ์ที่มีการพัฒนาเพื่อแก้ปัญหาในเรื่องของ codon bias โดย E. coli 

Rosetta จะมีการเพิ่มพลาสมิด pRare เข้าภายในเซลล์พลาสมิด pRare ออกแบบให้มีการ

สังเคราะห์ tRNA ซึ่งมีแอนติโคดอนที่จ าเพาะกับโคดอนที่พบได้น้อยใน E. coli ส่งผลให้ยีนที่มีโคดอน

ดังกล่าวมีประสิทธิภาพการแสดงออกดีขึ น ดังนั น E. coli Rosetta จึงเป็นประโยชน์อย่างมากในการ

น ายีนจากสิ่งมีชีวิตอื่นมาสังเคราะห์โปรตีนใน E. coli โดยยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกส าหรับ 

พลาสมิด pRare คือ ยีนต้านยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol resistant gene) 

(Novy et al.., 2001; Rosano, 2014) 
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ภาพที่ 2.12 กลไกการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนในระบบ E. coli  

จาก http://www.emdmillipore.com/PR/en/product/pET-28a(%2B)-DNA---Novagen,EMD_ 

BIO-69864. สืบค้นวันที่ 3 มีนาคม 2560. 

 

 
ภาพที่ 2.13 พลาสมิด pRare จาก “Overcoming the codon bias of E. coli for enhanced 

protein expression,” โดย Novy, R., Drott, D., Yaeger, K., & Mierendorf, R. , 2001, 

Innovations, 12, p. 1-3. 
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2.5.3 การท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี 

โปรตีนซึ่งติดแท็กฮิสทิดีนสามารถท าให้บริสุทธิ์ได้ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตี

โครมาโทกราฟี โดยแท็กฮิสทิดีนสามารถจับกับนิกเกิลอิออนบนเม็ดบีด (beads) ภายในคอลัมน์ได้ 

เนื่องจากอะตอมไนโตรเจนในวงแหวนอิมิดาโซล (imidazole) ของกรดอะมิโนฮิสทิดีนมีความสามารถ

ในการแชร์อิเล็กตรอนให้กับนิกเกิลอิออน ท าให้โปรตีนอื่น ๆ ที่ไม่ได้จับกับเม็ดบีดหลุดออกมาจาก

คอลัมน์ สามารถล้างโปรตีนส่วนเกินออกจากคอลัมน์ด้วยสารละลายเกลือ และชะโปรตีนที่ต้องการ

ออกจากคอลัมน์ด้วยสารละลายอิมิดาโซลที่มีความเข้มข้นสูง ซึ่งอิมิดาโซลจะไปแย่งโปรตีนจับกับ

เม็ดบีด ท าให้โปรตีนที่ต้องการหลุดออกมากับสารละลาย โดยทั่วไปคอลัมน์ที่นิยมใช้มี 2 ชนิด คือ 

Ni2+-NTA (nitrilotriacetic acid) และ Ni2+-IDA (iminodiacetic acid) โดยคอลัมน์แบบ Ni2+-IDA 

อะตอมของนิกเกิลจะถูกตรึงอยู่บนเม็ดบีด 3 วาเลนซ์ซี ในขณะที่ Ni2+-NTA อะตอมของนิกเกิลจะถูก

ตรึงอยู่บนเม็ดบีด 4 วาเลนซ์ซี ดังภาพที่ 2.14 โดยในงานวิจัยนี ได้ใช้คอลัมน์แบบ Ni2+-IDA ซึ่งมีข้อดี

คือ ท าให้ได้โปรตีนจากการท าให้บริสุทธิ์ในปริมาณมาก และสามารถชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ด้วย

สารละลายอิมิดาโซลที่มีความเข้มข้นไม่สูงมากนัก อย่างไรก็ตามคอลัมน์ชนิดนี อาจมีความจ าเพาะใน

การจับกับโปรตีนทีต่่ ากว่าคอลัมน์แบบ Ni2+-NTA และมีการสูญเสียโลหะนิกเกิลออกมากับสารละลาย

ที่ผ่านคอลัมน์ในปริมาณมากกว่า (Bornhorst et al., 2000) 
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ภาพที่ 2.14 การจับของโปรตีนที่มีแท็กฮิสทิดีนบนคอลัมน์แบบ Ni2+-IDA และ Ni2+-NTA จาก 

“Immobilized-metal affinity chromatography (IMAC): a review,” โดย Block, H., Maertens, 

B., Spriestersbach, A., Brinker, N., Kubicek, J., Fabis, R., Labahn, J., & Schäfer, F., 2009, 

Methods in enzymology, 463, p. 439-473. 
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บทที่ 3 

วิธีการวิจัย 

 

3.1 ไซยาโนแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 

 
ตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนแยกได้จากน  าพุร้อนบ่อกรัง หมู่ 6 ต าบลท่าสะท้อน 

อ าเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎร์ธานี ซึ่งแยกโดย นางสาวคัทติยา สุวรรณมณี (คัทติยา, 2558) 
ต่อมาได้มีการศึกษาทางสัณฐานวิทยาและระบุให้ไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนนี  จ ัดอยู ่ในสกุล 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ซึ่งมีลักษณะสัญฐานวิทยาดังภาพที่ 3.1 

 

 
ภาพที่ 3.1 ไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
 

3.2 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 

 
- แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α ใช้ส าหรับเพ่ิมปริมาณรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

- แบคทีเรีย E. coli Rosetta(DE3) ใช้ส าหรับผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน  
 
 
 
 



Ref. code: 25595709032055ZTP

34 
 

3.3 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทเีรียน  าพุร้อน 

 
ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน 

Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 โดยอ้างอิงข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cpcA และ 
cpcB จากงานวิจัยโครงการปัญหาพิเศษของ สิชล (2556) โดยเพิ่มจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ปลาย 
5’-ฟอสเฟตของฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ (forward primer) และรีเวิร์สไพรเมอร์ (reverse primer) เพื่อ
ประโยชน์ในการโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด pET28a จากนั นน าไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบมาค านวณ
ค่าต่าง ๆ ได้แก่ ค่า Tm (melting temperature), เปอร์เซ็นต์ GC และไพรเมอร์ไดเมอร์ (primer 
dimer) โดยใช้โปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, Inc) เพื่อ
ตรวจสอบความเหมาะสมในการน าไพรเมอร์มาเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB ต่อไป 

 
3.4 การเพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน 

 
เพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) โดยดีเอ็นเอแม่แบบที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB ได้มาจากงานวิจัย
โครงการปัญหาพิเศษของ สิชล (2556) ซึ่งเป็นพลาสมิด pGEM-T easy ที่มียีน cpcA และ cpcB 
แทรกอยู่ ส่วนประกอบและสภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแสดงดังตารางที่ 3.1 และ 3.2 
ตามล าดับ และตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางที่ 3.1 ส่วนประกอบที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB 

 ส่วนประกอบ  ความเข้มข้น  ปริมาณที่ใช้ 
 10X Ex Taq™ buffer  1x  10.0 µl

 2.5 mM dNTP  200 µl  8.0 µl

* 10 µM NcoI-cpcA-F หรือ NcoI-cpcB-F  0.2 µl  2.0 µl
* 10 µM XhoI-cpcA-R หรือ XhoI-cpcB-R  0.2 µl  2.0 µl

 5 U/µl TaKaRa Ex Taq™ DNA polymerase (TaKaRa Bio, Japan)  2.5 U/µl  0.5 µl

DNA Tamplate 100 ng/µl  200 ng/µl  1.0 µl
 น  าปราศจากไอออน  -  76.5 µl

* NcoI-cpcA-F และ NcoI-cpcA-R เป็นไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มปริมาณยีน cpcA  
* XhoI-cpcB-F และ XhoI-cpcB-R เป็นไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มปริมาณยีน cpcB  
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ตารางท่ี 3.2 สภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB  

 ขั นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  เวลา  จ านวนรอบ
 initial denaturation 94  3 นาที  1

 denaturation 94  30 วินาที  
5  annealing 45  30 วินาที

 extension 72  1 นาที

 denaturation 94  30 วินาที  
30  annealing 66  30 วินาที

 extension 72  1 นาที

 final extension 72  7 นาที  1
  

3.5 การโคลนผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
3.5.1 การท าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิ์  

น าผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมารันบนเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ด้วย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส น าเจลที่ได้ไปย้อมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร 15 นาที และแช่ในน  ากลั่น 15 นาทีแล้วตัดเจลบริเวณท่ีมีชิ นดีเอ็นเอท่ีต้องการภายใต้แสงยูวี 
จากนั นท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์โดยใช้ Gel/PCR Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, 
Taiwan) (ภาคผนวก 5) เก็บผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอในน  าปราศจากไอออน 50 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 

3.5.2 การสกัดพลาสมิด pET28a จาก E. coli DH5α  

น าโคโลนีเดี่ยว E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pET28a มาเลี ยงในอาหารเหลว LB 
5 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยกานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12-16 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
สกัดพลาสมิดโดยใช้ QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ค) เก็บเซลล์ในน  า
ปราศจากไอออน 50 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดด้วย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ และตรวจสอบปริมาณของพลาสมิดด้วยเครื่องวัด
การดูดกลืนแสงช่วงรังสียูวี (UV spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  
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3.5.3 การตัดผลิตจากภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและพลาสมิด pET28a ด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ส าหรับการตัดยีน cpcA น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ผ่านการท า
ให้บริสุทธิ์และพลาสมิด pET28a มาเติมส่วนประกอบในปฏิกิริยาการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
XhoI (Promega, USA) ดังตารางที่ 3.3 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 ชั่วโมง หยุด
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าผลิตภัณฑ์จากการตัดให้บริสุทธิ์ด้วย  
QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ค) จากนั นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาเติม
ส่วนประกอบในปฏิกิริยาการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI (Vivantis, Malaysia) ดังตารางที่ 3.4 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที น าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปรันอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส และท าให้บริสุทธิ์โดยใช้  
Gel/PCR Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) (ภาคผนวก ค) 

ส าหรับการตัดยีน cpcB น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ผ่านการท า
ให้บริสุทธิ์และพลาสมิด pET28a มาเติมส่วนประกอบในปฏิกิริยาการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
XhoI (Promega, USA) และ NcoI (Promega, USA) ดังตารางที่ 3.5 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าผลิตภัณฑ์ที่
ได้ไปรันอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส และท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ Gel/PCR Fragments Extraction 
Kit (RBC Bioscience, Taiwan) (ภาคผนวก ค) 

 
ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบในการตัดยีน cpcA และพลาสมิด pET28a ด้วยเอนไซม์ XhoI 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดยีน cpcA ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดพลาสมิด pET28a 

10X D buffer 4   µl 5   µl
10µg/µl BSA  0.4   µl 0.5   µl

500 ng/µl pET28a  10   µl - 

cpcA DNA fragment - 30   µl
10 µg/µl XhoI  2.5   µl 3   µl

น  าปราศจากไอออน 14.6   µl 11.5   µl
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ตารางที่ 3.4 ส่วนประกอบในการตัดยีน cpcA และพลาสมิด pET28a ด้วยเอนไซม์ NdeI 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดยีน cpcA ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดพลาสมิด pET28a 
10X V5 buffer (1µg/µl BSA) 4  µl 5  µl

500 ng/µl pET28a  15  µl - 

cpcA DNA fragment - 30  µl
10 µg/µl NdeI  2.5   µl 3   µl

น  าปราศจากไอออน 18.5   µl 12   µl
 

ตารางที่ 3.5 ส่วนประกอบในการตัดยีน cpcB และพลาสมิด pET28a ด้วยเอนไซม์ XhoI และ NcoI 

ส่วนประกอบ ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดยีน cpcB ปริมาณที่ใช้ส าหรับตัดพลาสมิด pET28a 
10X A buffer 4   µl 5   µl

10µg/µl BSA  0.4   µl 0.5   µl
835 ng/µl pET28a  6   µl - 

cpcB DNA fragment - 30   µl

10 µg/µl XhoI  2.5   µl 3   µl
10 µg/µl NcoI  2.5   µl 3   µl

น  าปราศจากไอออน 8.5   µl 3   µl

  

3.5.4 การเชื่อมผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาจากลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้าสู่พลาสมิด pET28a   
ผสมสารต่าง ๆ ดังนี บัฟเฟอร์ 5X Rapid ligation 1 ไมโครลิตร ผลิตภัณฑ์จาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะในขั นตอน 3.5.3 (14 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร พลาสมิด pET28a (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร เอนไซม์ T4 
DNA ligase (Fermentas, USA) (5 ยูนิต/ไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร เติมน  าปราศจากไอออนที่ผ่าน
การฆ่าเชื อให้ได้ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร จากนั นน าไปบ่มในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12-16 ชั่วโมง 

3.5.5 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ E. coli DH5α  
เตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ 200 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค) น าเซลล์คอมพีเทนต์มาใส่กระบะน  าแข็ง แล้วเติมผลิตภัณฑ์จากการไลเกชัน 3 
ไมโครลิตร และทิ งไว้ในน  าแข็ง 45 นาที เลื่อนกระบะน  าแข็งไปมาเบา ๆ ทุก 5-10 นาที ท า Heat 
shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ในอ่างน  าควบคุมอุณหภูมิ 45 วินาที แล้วน าไปใส่ในกระบะ
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น  าแข็งทีนที 30 นาที เติมอาหารเหลว LB 800 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1.30 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่า 200 รอบ/นาที จากนั นกระจายเซลล์ด้วยวิธี spread plate ลงบน
อาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วยกานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ต่อมาคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมา streak บนอาหารแข็ง LB 
เพลทใหม่ที่ประกอบด้วยกานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีหมายเลขก ากับแต่ละโคโลนีไว้  
แล้วจึงคัดเลือกโคโลนีที่ได้มาท าโคโลนีพีซีอาร์ (Colony PCR) ต่อไป 

3.5.6 การท าโคโลนีพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบชิ นดีเอ็นเอที่แทรกในเวกเตอร์  
เติมส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดังตารางที่ 3.6 โดยสภาวะที่ใช้

ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแสดงดังตารางที่ 3.7 แล้วตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยวิธี  
อิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั นเลือกโคโลนีที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมา
เลี ยงในอาหารเหลว LB ที่ประกอบด้วย กานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และน ามาสกัดพลาสมิด
ต่อไป 

 
ตารางที่ 3.6 ส่วนประกอบที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับ  
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 ส่วนประกอบ  ความเข้มข้น  ปริมาณที่ใช้ 
 10X buffer A  1x  2.5 µl

250 mM MgCl  2mM 1.0 µl 

 2.5 mM dNTP  200 µM  1.0 µl
 * 10 µM cpcA-F หรือ cpcB-F  0.2 µM  0.5 µl

 * 10 µM cpcA-R หรือ cpcB-R  0.2 µM  0.5 µl

 5 U/µl Taq DNA Polymerase (Vivantis, Malaysia)  1.25 U/µl  0.5 µl
 น  าปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื อ  -  19 µl

*cpcA-F (5’-ATGAAAACCCCGATTACTGAAGC-3’) และ cpcA-R (5’-CTAGCTGAGGGCGTTGAT 
GG-3’) เป็นไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีน cpcA แทรกอยู่  
*cpcB-F (5’-ATGCTAGATGCATTTGCCAAAGTTG-3’) และ cpcB-R (5’-TTAGGCAACAGCGGCA 
GCGGC-3’) เป็นไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีน cpcB แทรกอยู่ 
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ตารางที่ 3.7 สภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพ่ือตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด 

 ขั นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  เวลา  จ านวนรอบ

 initial denaturation 94  5 นาที  1
 denaturation 94  30 วินาที  

35  annealing 50  30 วินาที

 extension 72  30 นาที
 final extension 72  7 นาที  1

 

3.5.7 การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจาก E. coli DH5α 
น าเซลล์ E. coli DH5α ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาเลี ยงในอาหารเหลว LB ที่

ประกอบด้วยกานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 
ชั่วโมง จากนั นสกัดพลาสมิดโดยใช้ QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ค) 
ตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ และตรวจสอบ
ปริมาณของพลาสมิดด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงช่วงรังสียูวีที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

3.5.8 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ส่งพลาสมิดที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen ประเทศ

เกาหลี โดยใช้คู่ไพรเมอร์โปรโมเตอร์ T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) และเทอมิเนเตอร์ T7 
(5’-GCTAGT TATTGCTCAGCGG-3’) ในการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งไพรเมอร์โปรโมเตอร์ 
T7 และเทอร์มิเนเตอร์ T7 สามารถจับได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์บนพลาสมิด pET28a และวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ผ่านชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่แทรกในพลาสมิด เพ่ือตรวจสอบว่าชิ นดีเอ็นเอที่แทรก
ในพลาสมิดนี คือยีน cpcA และ cpcB ที่ต้องการ 
 
3.6 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli Rosetta(DE3)  

 
เตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ E. coli Rosetta(DE3) 200 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) น าเซลล์คอมพีเทนต์มาใส่กระบะน  าแข็ง แล้วเติมรีคอมบิแนนท์  
พลาสมิด pET28a-cpcA หรือ pET28a-cpcB ให้ทั่วเซลล์คอมพีเทนต์ และทิ งไว้ในน  าแข็ง 30 นาที 
เลื่อนกระบะน  าแข็งไปมาเบา ๆ ทุก 5-10 นาที ท า Heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ใน
อ่างน  าควบคุมอุณหภูมิ 1 นาที แล้วน าไปใส่ในกระบะน  าแข็ง 30 นาที เติมอาหารเหลว LB 800 
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ไมโครลิตร แล้วบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่า 200 รอบ/นาที 
จากนั นกระจายเซลล์ด้วยวิธี spread plate ลงบนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วย กานามัยซิน 30 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั นบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ต่อมาคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมา streak บนอาหารแข็ง LB ใหม่ที่ประกอบด้วย
กานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีหมายเลข
ก ากับแต่ละโคโลนีไว้ แล้วจึงคัดเลือกโคโลนีที่ได้มาท าการผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ต่อไป 

 

3.7 การผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ใน E. coli Rosetta(DE3) 

 
น าโคโลนีเดี่ยวของ E. coli Rosetta(DE3) ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA 

หรือ pET28a-cpcB มาเลี ยงในอาหารเหลว LB ซึ่งประกอบด้วยกานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่า 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 12-16 
ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นเชื อเริ่มต้น จากนั นน าเชื อเริ่มต้น 400 ไมโครลิตร มาเลี ยงในอาหารเหลว LB 40 
มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่า 200 รอบ/นาที จนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรอยู่
ในช่วง 0.5-0.6 จากนั นท าการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB โดยการ
เติม IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ และ 1 มิลลิโมลาร์ แล้วน ามาเลี ยงที่อุณหภูมิ 20, 25, 30 
และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นมาตรวจสอบโปรตีนที่ได้ด้วย SDS-PAGE เพ่ือหา
สภาวะที่สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมากและเสียสภาพน้อยที่สุด 

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB แล้ว จึงขยายขนาดการ
ผลิตโปรตีนโดยน าเชื อเริ่มต้น 5 มิลลิลิตร มาเลี ยงในอาหารเหลว LB 200 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย
กานามัยซิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั นปั่น
เหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 6000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าเซลล์ที่ได้มาท าให้แตกและ
ท าให้โปรตีน CpcA และ CpcB บริสุทธิ์ ต่อไป  
 

3.8 การท าโปรตีน CpcA และ CpcB ให้บริสุทธิ์ 

 

ท าโปรตีน CpcA และ CpcB ให้บริสุทธิ์ด้วย PrepEaseTM His-Tagged Proteins 
Purification Kits (Affymetrix USB, USA) โดยน าเซลล์ที่ได้มาเติมบัฟเฟอร์ 1X LEW (โซเดียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ และโซเดียมคลอไรด์ 300 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4) 6 มิลลิลิตร ท า
ให้เซลล์แตกโดยใช้คลื่นความถี่สูง (Sonication) บนน  าแข็ง ด้วยค่า duty cycle 0.5 วินาที เปิด



Ref. code: 25595709032055ZTP

41 
 

เครื่อง 2 นาที และปิดเครื่อง 2 นาที จ านวน 10 ครั ง แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บส่วนสารละลายและน าตะกอนเซลล์ออก 
ต่อมาเตรียมคอลัมน์ใส่บนหลอด 15 มิลลิลิตร แล้วเติมบัฟเฟอร์  1X LEW 2 มิลลิลิตร เพื่อ 
equilibrate คอลัมน์ จากนั นเติมส่วนสารละลายที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงใส่ลงในคอลัมน์ แล้วล้าง
คอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ 1X LEW 1.5 มิลลิลิตร 2 ครั ง ต่อมาชะโปรตีนที่ต้องการออกจากคอลัมน์ด้วย
บัฟเฟอร์ 1X Elution (อิมิดาโซล 250 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ และ
โซเดียมคลอไรด์ 300 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4) 1.5 มิลลิลิตร 2-3 ครั ง เก็บสารละลายที่ผ่านคอลัมน์ใส่
หลอด 1.5 มิลลิลิตร น าสารละลายที่ผ่านคอลัมน์มาตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

 

3.9 การท าไดอะไลซิส (Dialysis)  

 
ท าไดอะไลซิสด้วย Maxi Pur–A–Lyzer (Sigma-Aldrich, USA) โดยน าโปรตีนที่ได้จาก

การท าให้บริสุทธิ์ในสารละลายอิมิดาโซล 250 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 
50 มิลลิโมลาร์ และโซเดียมคลอไรด์ 300 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เติมลงในหลอด
ไดอะไลซิส จากนั นน าหลอดไดอะไลซิสไปใส่ไว้ในบีกเกอ์ซึ่งบรรจุบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 
(Na2HPO4-NaH2PO4) 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาณ 1 ลิตร คนสารละลายภายในบีกเกอร์ด้วย
แท่งแม่เหล็กภายในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส และเปลี่ยนบัฟเฟอร์ใหม่ทุก ๆ 10-15 ชั่วโมง จ านวน 
6 ครั ง 
 

3.10 การเตรียมสารละลายสกัดหยาบ (crude extraction) 

   
เลี ยงเซลล์ E. coli Rosetta (pET28a-cpcA) หรือ E. coli Rosetta (pET28a-cpcB) 

หรือ E. coli Rosetta (pET28a) ในอาหารเหลว LB 200 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วยกานามัยซิน 30 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่า 200 รอบ/นาที จนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อยู่ในช่วง 0.5-0.6 
จากนั นเติม IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ แล้วน าเชื อมาเลี ยงต่อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขย่า 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ขั่วโมง ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เป็น
เวลา 10 นาที เทสารละลายทิ งไปแล้วเติมน  าปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื อ 6 มิลลิลิตร น ามาท า
ให้เซลล์แตกด้วยคลื่นความถ่ีสูงบนน  าแข็ง ด้วยค่า duty cycle 0.5 วินาที เปิดเครื่อง 2 นาที และปิด
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เครื่อง 2 นาที จ านวน 10 ครั ง แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนสารละลาย (soluble fraction) มาใช้ในการทดลองต่อไป 
 

3.11 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวีธี Lowry (Lowry et al., 1951) 

 
เตรียมสารละลาย A (คอปเปอร์ซัลเฟต 0.25 กรัม และโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 

0.5 กรัม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) สารละลาย B (โซเดียมคาร์บอเนต 1 กรัม และ โซเดียมไฮดรอกไซ 
0.2 กรัม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) สารละลาย C (สารละลาย A 1 มิลลิลิตร และสารละลาย B 50 
มิลลิลิตร) โดยการทดสอบเริ่มจากผสมโปรตีนตัวอย่าง 200 ไมโครลิลิตร กับสารละลาย C 1 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที จากนั นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent ความ
เข้มข้น 1 นอร์มอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายผสมไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้ว
น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ในการค านวณปริมาณของโปรตีน
ตัวอย่างจะค านวณโดยแทนค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน BSA 
(Bovine serum albumin) ปริมาณ 10, 20, 30, 40, 50, 60, และ 70 ไมโครกรัม 

 

3.12 การทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน CpcA และ CpcB 

 

3.12.1 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ด้วยวิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระ ABTS 
(ABTS radical cation decolorization assay) (Re et al., 1999) 

ผสมส่วนประกอบในปฏิกิริยาทดสอบให้มีความเข้มข้นสุดท้ายดังนี  ABTS 7 
มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 2.5 มิลลิโมลาร์ และบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4-
Na2HPO4) 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 น าสารละลายผสมมาเก็บไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12-16 
ชั่วโมง เพ่ือสังเคราะห์อนุมูลอิสระ ABTS (ภาคผนวก ข) ต่อมาน าสารละลาย ABTS มาเจือจางด้วย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 จนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 
นาโนเมตร มีค่าเท่ากับ 0.7±0.02 จากนั นน าสารละลายผสมมา 900 ไมโครลิตร เติมสารทดสอบซึ่ง
ได้แก่ CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ (Native Cpc) และโทรล็อก (trolox) ความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80 และ 160 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ตั ง
สารผสมไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยใช้
บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ตั งค่าการดูดกลืนแสงให้เป็น 0.000 ส าหรับสาร
ตัวอย่างบางชนิดอาจสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ได้ ซึ่งในการทดลองนี ได้แก่ 
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ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ จึงอาจส่งผลให้ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่มีการเติมซี-ไฟโคไซยานิน 
จากธรรมชาติเพ่ิมขึ นด้วย ดังนั นอาจต้องมีการน าค่าการดูดกลืนแสงของซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ
มาลบออกจากค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่มีการเติมซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติด้วย โดยน า
ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80 และ 160 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร มาผสมกับบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 
900 ไมโครลิตร ตั งสารผสมไว้ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
734 นาโนเมตร ต่อมาน าค่าที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS ของสารตัวอย่าง
จากสมการ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS = [Acontrol - (Asample – Ablank )]/ Acontrol x 100 
โดย Ablank คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เติม
สารตัวอย่าง และ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ไม่เติมสารตัวอย่าง จากนั นสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง เพ่ือหา
ค่า IC50 (Inhibitory Concentration 50%) หรือปริมาณของสารทดสอบที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระ
ได้ 50 เปอร์เซ็นต ์โดยใช้โปรแกรม Sigma Plot 12.0 

3.12.2 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี ด้วยวิธีโออาร์เอซี-ฟลูออเรสซีน 
(ORAC− Fluorescein Assay) (Dávalos et al., 2004) 

เตรียมสารละลาย APPH 40 มิลลิโมลาร์ ในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 
(NaH2PO4-NaHPO4) 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 และเตรียมฟลูออเรสซีน 583 ไมโครโมลาร์ ใน
สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 จากนั นเก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสในที่มืด ต่อมาน าสารละลายฟลูออเรสซีนมาเจือจาง 1: 5,000 เท่า ด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 จากนั นน าสารละลายฟลูออเรสซีนที่เจือจาง 120 
ไมโครลิตร มาผสมกับสารทดสอบ (CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก) ความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 ไมโครโมลาร์ 20 ไมโครลิตร ใน 96-well plate 
(Nunclon) ชนิดโพลีสไตรีน (polystyrene) สีด า น ามาบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที แล้วเติม APPH 40 มิลลิโมลาร์ 60 ไมโครลิตร จากนั นน า 96- well plate เข้าเครื่อง 
Microplate reader รุ่น Varioskan Flash (Thermo Scientific, USA) ในทันที วัดความเข้มแสง
ฟลูออเรสเซนต์โดยกระตุ้นให้เกิดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร และวัดค่าการ
ปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร วัดผลทุก ๆ 1 นาที เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ส าหรับสารตัวอย่างบางชนิดที่สามารถปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ ซึ่งในการทดลองนี 
ได้แก่ ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ อาจท าให้ค่าการปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์ของปฏิกิริยา
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เพ่ิมขึ นได้ ดังนั นจึงต้องมีการน าผลการปลดปล่อยฟลูออเรสเซนต์ของซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ
มาลบออกจากปฏิกิริยาที่มีการเติมซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติด้วย โดยน าซี-ไฟโคไซยานินจาก
ธรรมชาติทีมี่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 ไมโครโมลาร์ 20 ไมโครลิตร มา
ผสมกับบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 120 ไมโครลิตร น ามาบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 20 
ไมโครลิตร จากนั นน าสารละลายมาวัดความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ทุก ๆ 1 นาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
เช่นกัน ต่อมาน าผลที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลง
เทียบกับเวลา แล้วค านวณค่าพื นที่ใต้กราฟหรือค่า AUC (area under the fluorescence decay 
curve) จากสมการ  

AUC = 1 + ∑ 𝑓𝑖

𝑓0

𝑖=60
𝑖=1   

โดย AUC คือพื นที่ใต้กราฟระหว่างความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลงเทียบกับเวลา f1 คือ ค่า
ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่เวลา i นาที และ f0 คือ ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่
เวลา 0 นาท ีในการวิเคราะห์ผลจะค านวณจากพื นที่ใต้เส้นกราฟระหว่างปฏิกิริยาที่มีการเติมสารต้าน
อนุมูลอิสระกับปฏิกิริยาที่ไม่มีการเติมสารต้านอนุมูลอิสระหรือค่า net AUC ซึ่งค านวณจากสมการ 

net AUC = (AUCsample - AUCblank) - AUCcontrol 
โดย AUCblank คือ ค่าพื นที่ใต้กราฟของสารตัวอย่าง AUCsample คือ ค่าพื นที่ใต้กราฟของปฏิกิริยาที่มี
การเติมสารตัวอย่าง และ AUCcontrol คือ ค่าพื นที่ใต้กราฟของปฏิกิริยาที่ไม่มีการเติมสารตัวอย่าง 
จากนั นน าค่า net AUC ที่ค านวณได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง net AUC กับความเข้มข้น
ของสารตัวอย่างโดยใช้โปรแกรม Sigma Plot 12.0 และรายงานผลเป็นค่าสมมูลกับสารมาตรฐาน
โทรล็อก (trolox equivalent values) โดยน าค่าความชันจากสมการ linear regression ของสาร
ตัวอย่างหารด้วยโทรล็อก 

3.12.3 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี ด้วยวิธีดีออกซีไรโบส (Deoxyribose 
Assay) (Halliwell et al., 1987) 

ผสมส่วนประกอบในปฏิกิริยาทดสอบดังนี  บัฟเฟอร์โพแทสเซียมฟอสเฟต 
(KH2PO4-KOH) 200 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 50 ไมโครลิตร ดีออกซีไรโบส 28 มิลลิโมลาร์ 50 
ไมโครลิตร ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 10 มิลลิโมลาร์ 50 ไมโครลิตร EDTA 10.4 ไมโครโมลาร์ 50 
ไมโครลิตร เฟอร์ริกคลอไรด์ 10 ไมโครโมลาร์ 50 ไมโครลิตร และเติมสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ 
(CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก) ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 25, 50, 
100, 200, 400, 800 และ 1,600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 200 ไมโครลิตร เริ่มต้นปฏิกิริยาโดยการเติม
กรดแอสคอร์บิก 1 มิลลิโมลาร์ 50 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมของสารผสมจะเท่ากับ 500 ไมโครลิตร น า
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สารผสมมาบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วท าให้เกิดสีโดยการเติมกรด
ไทโอบาร์บิทูริก (1 เปอร์เซ็นต์ มวล/ปริมาตร ในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 50 มิลลิโมลาร์) 250 ไมโครลิตร 
และกรดไตรคลอโรอะซีติก (2.8 เปอร์เซ็นต์ มวล/ปริมาตร ในน  าปราศจากไอออน) 250 ไมโครลิตร 
น ามาต้มให้เดือดเป็นเวลา 30 นาที รอให้สารละลายเย็นแล้วเจือจางด้วยบัฟเฟอร์โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาณ 3 มิลลิลิตร จากนั นน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 532 นาโนเมตร โดยใช้บัฟเฟอร์โพแทสเซียมฟอสเฟต 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ตั งค่าการ
ดูดกลืนแสงให้เป็น 0.000 ส าหรับสารตัวอย่างบางชนิดอาจสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 
นาโนเมตร ได้ ซึ่งในการทดลองนี ได้แก่ ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ จึงอาจส่งผลให้ค่าการดูดกลืน
แสงของปฏิกิริยาที่มีการเติมซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติเพิ่มขึ นด้วย ดังนั นจึงอาจต้องมีการน าค่า
การดูดกลืนแสงของซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติมาลบออกจากค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่มี
การเติมซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติด้วย โดยน าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติที่มีความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 25, 50, 100, 200, 400, 800 และ 1,600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 200 ไมโครลิตร มา
ผสมกับบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 300 ไมโครลิตร น าสารผสมมาบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเติมบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 20 มิลลิโมลาร์ 
พีเอช 7.4 500 ไมโครลิตร น ามาต้มให้เดือดเป็นเวลา 30 นาที รอให้สารละลายเย็นแล้วเติมบัฟเฟอร์
โพแทสเซียมฟอสเฟต 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 3 มิลลิลิตร จากนั นน าสารละลายมาวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูล
อิสระไฮดรอกซีของสารตัวอย่างจากสมการ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซี = [Acontrol - (Asample – Ablank )]/ Acontrol x 100 
โดย Ablank คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เติม
สารตัวอย่าง และ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ไม่เติมสารตัวอย่าง จากนั นสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีกับความเข้มข้นของสารตัวอย่างเพ่ือ
หาค่า IC50 โดยใช้โปรแกรม Sigma Plot 12.0 

3.12.4 การทดสอบความสามารถในการก าจัดกับโลหะ (Metal chelating activity 
assay) (Wong et al., 2014) 

ผสมส่วนประกอบในปฏิกิริยาทดสอบดังนี  สารทดสอบ (CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซ-
ยานินจากธรรมชาติ และ EDTA) ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 80, 160 
และ 320 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 250 ไมโครลิตร และเฟอร์รัสซัลเฟต 0.1 มิลลิโมลาร์ 250 ไมโครลิตร 
ตั งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนั นเติมเฟอร์โรซีน 0.25 มิลลิโมลาร์ 500 ไมโครลิตร ตั งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยใช้บัฟเฟอร์
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โซเดียมฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ตั งค่าการดูดกลืนแสงให้เป็น 0.000 ส าหรับสารตัวอย่าง
บางชนิดอาจสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ได้ ซึ่งในการทดลองนี ได้แก่ 
ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ จึงอาจส่งผลให้ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาเพิ่มขึ นด้วย ดังนั นจึง
อาจต้องมีการน าค่าการดูดกลืนแสงของซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติมาลบออกจากค่าการดูดกลืน
แสงของปฏิกิริยาที่มีการเติมซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติด้วย โดยน าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติที่
มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 80, 160 และ 320 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
250 ไมโครลิตร มาผสมกับบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 250 ไมโครลิตร ตั งไว้
ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 500 ไมโครลิตร 
ตั งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มา
ค านวณเปอร์เซ็นต์การแย่งจับกับโลหะของสารตัวอย่างจากสมการ 

เปอร์เซ็นต์การแย่งจับกับโลหะ = [Acontrol - (Asample – Ablank )]/ Acontrol x 100 
โดย Ablank คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เติม
สารตัวอย่าง และ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่ไม่เติมสารตัวอย่าง จากนั นสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การแย่งจับกับโลหะกับความเข้มข้นของสารตัวอย่างเพื่อหาค่า IC50 
โดยใช้โปรแกรม Sigma Plot 12.0 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

4.1 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทเีรียน  าพุร้อน 
 

ในการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรีย

น  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ได้มีการเติมจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะเข้าที่

ปลาย 5’ ของฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ และรีเวิร์สไพรเมอร์ เพ่ือช่วยในการโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด pET28a 

ดังตารางที่ 4.1 โดยบริเวณที่ขีดเส้นใต้คือล าดับนิวคลีโอไทด์ของจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะ นอกจากนี 

ยังมีการเติมล าดับนิวคลีโอไทด์จ านวน 3-4 นิวคลีโอไทด์เพ่ิมเข้าที่ปลาย 5’ ของไพรเมอร์ซึ่งอยู่ถัดจาก

จุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในขั นตอนการตัดผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่

พอลิเมอเรสด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
ตารางท่ี 4.1 ไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ Tm %CG จุดตัดเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ 

NdeI-cpcA-F 5’-CATGCATATGAAAACCCCGATTACTGAAGC-3’ 57.9 41.4 % NdeI 
XhoI-cpcA-R 5’- CGGCTCGAGGCTGAGGGCGTTGATGG-3’ 68.6 69.2 % XhoI 

NcoI-cpcB-F 5’-CATGCCATGGCCCTAGATGCATTTGCC-3’ 64.1 55.6 % NcoI 

XhoI-cpcB-R 5’-CGGCTCGAGGGCAACAGCGGCAGCG-3’ 71.8 76.0 % XhoI 
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4.2 การเพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน 

 
ในการเพิ่มปริมาณยีน cpcA และ cpcB ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส มีการใช้ 

TaKaRa Ex Taq™ DNA Polymerase (TaKaRa Bio, Japan) ซึ่งมีสมบัติ 3’5’ exonuclease 

(proof reading) สามารถตรวจสอบแก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ผิดพลาดได้ เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑ์

จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่า

ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส แสดงดังภาพที่ 4.1 ซึ่งตรงกับขนาดของยีน cpcA และยีน 

cpcB ที่ได้คาดการณ์ไว้ โดยมีแถบดีเอ็นเออ่ืนปนมาบ้างเล็กน้อยซึ่งสามารถท าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิ์ได้โดยการตัดเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ต้องการขนาดประมาณ 500 คู่เบส 

และน าผลิตภัณฑ์ที่ได้โคลนเข้าสู่พลาสมิด pET28a ต่อไป 

 

 
ภาพที่ 4.1 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยหมายเลข 1 คือ VC 100bp 

Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia) หมายเลข 2 คือ ยีน cpcA หมายเลข 3 คือ ยีน cpcB 

หมายเลข 4 คือ ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่มีไพรเมอร์ NdeI-cpcA-F และ XhoI-cpcA-R แต่ไม่เติม

ดีเอ็นเอแม่แบบ และหมายเลข 5 คือ ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่มีไพรเมอร์ NcoI-cpcB-F และ 

XhoI-cpcB-R แต่ไม่เติมดีเอ็นเอแม่แบบ 

 

 



Ref. code: 25595709032055ZTP

49 
 

4.3 การโคลนผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
ผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์จะถูกโคลนเข้า

สู่พลาสมิด pET28a โดยโคลนยีน cpcA เข้าสู่พลาสมิด pET28a ระหว่างต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ 

NdeI และ XhoI ซึ่งจะท าให้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็กฮิสทิดีน (ฮิสทิดีน 6 โมเลกุล) ติดอยู่ทั งที่

ปลาย 5’ และ 3’ ของยีน ส่วนยีน cpcB โคลนเข้าสู่พลาสมิด pET28a ระหว่างจุดตัดเอนไซม์ NcoI 

และ XhoI ซึ่งปลาย 3’ ของยีนจะติดกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็กฮิสทิดีน ดังภาพที่ 4.2 เพื่อ

ประโยชน์ในการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB ให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโคร-

มาโทกราฟี ต่อมาทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB เข้าสู่ 

E. coli DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อ

ตรวจสอบและยืนยันว่ามียีน cpcA หรือ cpcB แทรกอยู่ในพลาสมิด pET28a และยีนดังกล่าวแทรก

อยู่ในต าแหน่งที่ถูกต้อง เมื่อทราบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cpcA และ cpcB แล้วแปลรหัสเป็น

ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน CpcA และ CpcB ได้ดังภาพที่ 4.3 และ 4.4 จากการค านวณค่า pI 

(Isoelectric Point) และมวลโมเลกุลโปรตีนด้วยโปรแกรม ProtParam (Gasteiger et al., 2005) 

พบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB ซึ่งมีแท็กฮิสมีดีนมีขนาดมวลโมเลกุล 20.66 และ 19.32 กิโลดาลตัน 

ตามล าดับ และมีค่า pI เท่ากับ 6.69 และ 6.04 ตามล าดับ 

 

 

ภาพที่ 4.2 แผนภาพพลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB  
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ภาพที่ 4.3 ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสได้จากยีน cpcA ที่โคลนเข้าสู่พลาสมิด 
pET28a โดยบริเวณเส้นใต้ทึบคือต าแหน่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็กฮิสทิดีน  
 

 
ภาพที่ 4.4 ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนที่แปลหัสได้จากยีน cpcB ที่โคลนเข้าสู่พลาสมิด 
pET28a โดยบริเวณเส้นใต้ทึบคือต าแหน่งล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็กฮิสทิดีน  
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4.4 การผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ใน E. coli Rosetta(DE3) 

 
ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB เข้าสู่ E. coli 

Rosetta(DE3) เพ่ือผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB โดยโปรตีน CpcA ที่ผลิตได้จะมีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่

ที่ปลาย N-terminus และ C-terminus ของโปรตีน ส่วนโปรตีน CpcB จะมีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่ที่

ปลาย C-terminus ของโปรตีน ในการชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนจะต้องใช้ความเข้มข้นของ 

IPTG และอุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อให้ได้โปรตีนในปริมาณมากและเกิดการเสียสภาพในปริมาณน้อย 

โดยในงานวิจัยนี ได้ทดลองชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ 

ที่อุณหภูมิ 20, 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส จากนั นตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี  

SDS-PAGE  

 

4.4.1 การผลิตโปรตีน CpcB  
ในการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ได้ทดลองโดยใช้ IPTG 

ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 20, 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่าที่อุณหภูมิ 

20 องศาเซลเซียส IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ เซลล์มีการผลิตโปรตีน CpcB ใน

ปริมาณที่ต่ ามาก ท าให้ไม่พบแถบของโปรตีน CpcB ซึ่งมีขนาดประมาณ 19 กิโลดาลตัน ทั งใน 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB), E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) และ E. coli Rostta(DE3) 

ดังภาพที่ 4.5 ต่อมาเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิการผลิตโปรตีน CpcB เป็น 25 องศาเซลเซียส พบแถบขนาด

ประมาณ 19 กิโลดาลตัน ทั งที่ IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ ใน Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcB) ขณะที่ใน E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) และ E. coli Rosetta(DE3) ไม่พบแถบ

โปรตีนดังกล่าว อย่างไรก็ตามโปรตีนที่ได้มีปริมาณน้อยมาก ดังภาพที่ 4.6 ต่อมาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใน

การผลิตโปรตีนเป็น 30 และ 37 องศาเซลเซียส IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ พบว่าปรากฎ

แถบโปรตีนซึ่งมีขนาดตรงกับมวลโมเลกุลของโปรตีน CpcB ปริมาณมากใน E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcB) ขณะที่ใน E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) และ E. coli Rosetta(DE3) ไม่พบแถบ

โปรตีนดังกล่าว ดังภาพที่ 4.7 ผู้วิจัยจึงได้เลือกสภาวะในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ที่

อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ มาตรวจสอบโปรตีน CpcB 

ที่สามารถละลายน  าได้ (soluble protein) โดยหลังท าให้เซลล์แตกแล้วน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
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สูง โปรตีนที่สามารถละลายน  าได้จะอยู่ในส่วนของสารละลาย ส่วนโปรตีนที่ถูกแยกออกมาอยู่ในส่วน

ของตะกอนเซลล์คาดว่าจะเป็นโปรตีนที่ไม่สามารถละลายน  าได้  (insoluble protein) ซึ่งพบว่าที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ มีโปรตีน CpcB บางส่วนที่ไม่สามารถ

ละลายน  าได้ แต่ก็ยังพบโปรตีน CpcB ที่ละลายน  าได้ในปริมาณมาก ในขณะที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส พบว่าโปรตีน CpcB ส่วนใหญ่ไม่สามารถละลายน  าได้ และพบโปรตีน CpcB ที่ละลาย

น  าได้ในปริมาณน้อยมาก ดังภาพที่ 4.8 ดังนั นจึงได้เลือกสภาวะการผลิตโปรตีน CpcB ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส และ IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ในการชักน าการผลิตโปรตีน CpcB ต่อไป 

 

  
ภาพที่ 4.5 การตรวจสอบการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยการชัก

น าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Prestained protein ladder (vivantis , Malaysia) 

หมายเลข 2 และ 5 คือ E. coli Rosetta(DE3) หมายเลข 3 และ 6 คือ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) และหมายเลข 4 และ 7 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) 
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ภาพที่ 4.6 การตรวจสอบการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยการชัก

น าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Prestained protein ladder (vivantis , Malaysia) 

หมายเลข 2 และ 5 คือ E. coli Rosetta(DE3) หมายเลข 3 และ 6 คือ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) และหมายเลข 4 และ 7 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) และลูกศรแสดง

ต าแหน่งที่คาดว่าจะเป็นโปรตีน CpcB 
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ภาพที่ 4.7 การตรวจสอบการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยการชัก

น าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Prestained protein ladder (vivantis , Malaysia) 

หมายเลข 2 และ 5 คือ E. coli Rosetta(DE3) หมายเลข 3 และ 6 คือ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) และหมายเลข 4 และ 7 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) และลูกศรแสดง

ต าแหน่งทีค่าดว่าจะเป็นโปรตีน CpcB 
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ภาพที่ 4.8 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ในส่วนที่ละลายและไม่ละลายน  าด้วยวิธี 

SDS-PAGE โดยการชักน าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 

30 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein 

ladder (Genedirex , Taiwan) หมายเลข 2 และ 6 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ที่

ไม่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB หมายเลข 3 และ 7 คือ E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ที่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB หมายเลข 

4 และ 8 คือ โปรตีนในส่วนตะกอนเซลล์หลังท าให้เซลล์แตก หมายเลข 5 และ 9 คือ โปรตีนในส่วน

สารละลายหลังท าให้เซลล์แตก และลูกศรแสดงต าแหน่งทีค่าดว่าจะเป็นโปรตีน CpcB 
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4.4.2 การผลิตโปรตีน CpcA  
เนื่องจากสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB คือ อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส และ IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ผู้วิจัยจึงได้ทดลองใช้สภาวะดังกล่าวใน

การผลิตโปรตีน CpcA เช่นกัน โดยผลจากการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE ภาพที่ 4.9 แสดง

ให้เห็นแถบโปรตีนขนาดใหญ่ซึ่งมีมวลโมเลกุลประมาณ 20 กิโลดาลตัน ใน E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcA) ซึ่งตรงกับขนาดของโปรตีน CpcA ที่ได้ค านวณไว้ ในขณะที่ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) และ E. coli Rosetta(DE3) ไม่มีแถบโปรตีนดังกล่าว เมื่อตรวจสอบโปรตีน CpcA ที่

สามารถละลายน  าได้ พบว่ามีโปรตีน CpcA ที่ละลายน  าได้ในปริมาณมาก แต่ก็มีโปรตีน CpcA 

บางส่วนที่ไม่สามารถละลายน  าได้และถูกปั่นเหวี่ยงแยกออกมาอยู่ในส่วนของตะกอนเซลล์ ดังภาพที่ 

4.10 ดังนั นจึงได้เลือกสภาวะที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ 

ในการชักน าการผลิตโปรตีน CpcA ต่อไปเช่นเดียวกับการผลิตโปรตีน CpcB 

 

 
ภาพที่ 4.9 การตรวจสอบการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยการชัก
น าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein ladder (Genedirex, Taiwan) 
หมายเลข 2 คือ E. coli Rosetta(DE3) หมายเลข 3 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) และ
หมายเลข 4-7 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และลูกศรแสดงต าแหน่งที่คาดว่าจะเป็น
โปรตีน CpcA 
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ภาพที่ 4.10 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA ในส่วนที่ละลายและไม่ละลายน  าด้วยวิธี 

SDS-PAGE ซึ่งถูกชักน าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยหมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein ladder 

(Genedirex, Taiwan) หมายเลข 2 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) ที่ไม่มีการชักน าให้

เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA หมายเลข 3 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) ที่

มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA หมายเลข 4 คือ โปรตีนในส่วนตะกอนเซลล์

หลังท าให้เซลล์แตก หมายเลข 5 คือ โปรตีนในส่วนสารละลายหลังท าให้เซลล์แตก และลูกศรแสดง

ต าแหน่งทีค่าดว่าจะเป็นโปรตีน CpcA 
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4.5 การท าโปรตีน CpcA และ CpcB ใหบ้ริสุทธิ์ 

 
จากการเลี ยงเซลล์ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcB) ในอาหาร LB 200 มิลลิลิตร ชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ด้วย 

IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แล้วน ามาท าให้บริสุทธ์ด้วย 

PrepEaseTM His-Tagged Proteins Purification Kits (Affymetrix USB, USA) ซึ่งเป็นคอลัมน์

แบบ Ni2+-IDA โปรตีน CpcA และ CpcB ซ่ึงมีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่จะสามารถจับกับเม็ดบีดภายใน

คอลัมน์ได้ ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ออกด้วยสารละลายอิมิดาโซลความเข้มข้น 250 มิลลิโมลาร์ 

ครั งละ 1.5 มิลลิลิตร 2 ครั ง จากนั นตรวจสอบโปรตีนที่ได้ด้วยวิธี SDS-PAGE ผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 

4.11-4.12 พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA ที่ได้มีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตัน ซึ่งตรงกับขนาด

ของโปรตีน CpcA ที่คาดการณ์ไว้ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ได้ด้วยวิธี Lowry พบว่ามีโปรตีน 

CpcA ประมาณ 6.21 มิลลิกรัม ส่วนโปรตีน CpcB ที่ได้มีขนาดประมาณ 19 กิโลดาลตัน ซึ่งตรงกับ

ขนาดของโปรตีน CpcB ที่คาดการณ์ไว้ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ได้ด้วยวิธี Lowry พบว่ามี

โปรตีน CpcB ประมาณ 6.61 มิลลิกรัม จากนั นเมื่อน าโปรตีน CpcA และ CpcB ที่ได้มาท าไดอะไลซิส

เพ่ือเปลี่ยนบัฟเฟอร์ และน าอิมิดาโซลออกจากสารละลายโปรตีน พบว่ามีปริมาณโปรตีน CpcA และ 

CpcB เท่ากับ 6.01 และ 6.30 มิลลิกรัม ตามล าดับ ต่อไปจะน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ 

CpcB ที่ได้นี มาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ โดยในการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของ

โปรตีน CpcA และ CpcB จะมีการน าสารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์ (eluted fraction) จาก 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่านการชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการ

ท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน CpcA และ CpcB มาเป็นตัวควบคุม (Control) ในการทดสอบ โดย

ผลการน าโปรตีนจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มาผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA แสดงดังภาพที่ 

4.13 ซ่ึงพบแถบโปรตีนบาง ๆ ในส่วนสารละลายที่ชะคอลัมน์ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ได้ด้วยวิธี 

Lowry พบว่ามีโปรตีนที่ได้จากการชะคอลัมน์ประมาณ 1.33 มิลลิกรัม และหลังจากท าไดอะไลซิส

พบว่ามีโปรตีนเหลืออยู่ประมาณ 1.16 มิลลิกรัม  
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ภาพที่ 4.11 การตรวจสอบการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE โดย
หมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein ladder (Genedirex, Taiwan) หมายเลข 2 คือ 
E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) ที่ไม่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA 
หมายเลข 3 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) ที่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีน CpcA หมายเลข 4 คือ โปรตีนในส่วนสารละลายหลังท าให้เซลล์แตก หมายเลข 5 คือ 
สารละลายในส่วนของการผ่านคอลัมน์ หมายเลข 6-7 คือ สารละลายในส่วนของการล้างคอลัมน์ครั ง
ที่ 1-2 ตามล าดับ หมายเลข 8-9 คือ สารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์ครั งที่ 1-2 ตามล าดับ และ
ลูกศรแสดงต าแหน่งที่คาดว่าเป็นโปรตีน CpcA 
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ภาพที่ 4.12 การตรวจสอบการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE โดย
หมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein ladder (Genedirex, Taiwan) หมายเลข 2 คือ 
E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ที่ไม่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB 
หมายเลข 3 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ที่มีการชักน าให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีน CpcB หมายเลข 4 คือ โปรตีนในส่วนสารละลายหลังท าให้เซลล์แตก หมายเลข 5 คือ 
สารละลายในส่วนของการผ่านคอลัมน์ หมายเลข 6-7 คือ สารละลายในส่วนของการล้างคอลัมน์ครั ง
ที่ 1-2 ตามล าดับ หมายเลข 8-9 คือ สารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์ครั งที่ 1-2 ตามล าดับ และ
ลูกศรแสดงต าแหน่งที่คาดว่าเป็นโปรตีน CpcB 
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ภาพที่ 4.13 การตรวจสอบสารละลายจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA 

ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยหมายเลข 1 คือ Blueye prestained protein ladder (Genedirex, Taiwan) 

หมายเลข 2 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ไม่มีการชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีน หมายเลข 

3 คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่มีการชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีน หมายเลข 4 คือ โปรตีน

ในส่วนสารละลายหลังท าให้เซลล์แตก หมายเลข 5 คือ สารละลายในส่วนของการผ่านคอลัมน์ 

หมายเลข 6-7 คือ สารละลายในส่วนของการล้างคอลัมน์ครั งที่ 1-2 ตามล าดับ หมายเลข 8-9 คือ 

สารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์ครั งที่ 1-2 ตามล าดับ 
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4.6 การทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน CpcA และ CpcB 

 

ในการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน CpcA และโปรตีน CpcB ได้

ทดสอบโดยใช้ 4 วิธีการ  

 

4.6.1 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ด้วยวิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระ ABTS 
(ABTS radical cation decolorization assay)  

การทดสอบการก าจัดอนุมูลอิสระ ABTS เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถศึกษาสมบัติการ

ต้านอนุมูลอิสระในระบบ SET (Single-Electron Transfer) โดยสารทดสอบที่สามารถก าจัดอนุมูล

อิสระ ABTS ได้จะต้องสามารถให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ ABTS ในการทดสอบการต้านอนุมูล

อิสระ ABTS ได้ท าตามวิธีของ Re et al. (1999) โดยเตรียมอนุมูลอิสระ ABTS จากการท าปฏิกิริยา

ระหว่างโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต และสาร ABTS โดยในปฏิกิริยาที่มีการเติมสารตัวอย่างที่มี

ความสามารถให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ ABTS ได้จะท าให้สีเขียวของสารละลายจางลง วัดค่า

ดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร และน าค่าที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS ส าหรับการศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ของโปรตีน CpcA และ 

CpcB ได้มีการน าสารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์จาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่าน

การชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน CpcA 

และ CpcB มาเป็นตัวควบคุมในการวิเคราะห์ผล เพื่อตรวจสอบว่าสารละลายจากเซลล์ E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a) หรือสารละลายจากการชะคอลัมน์ส่งผลต่อการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ของ

โปรตีน CpcA และ CpcB หรือไม่ ในการวิเคราะห์ผลได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์

การยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS กับความเข้มข้นของสารตัวอย่างซึ่งผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 4.14 จากนั น

น ากราฟที่ได้มาค านวณค่า IC50 ด้วยโปรแกรม Sigma plot 12.0 พบว่าโปรตีน CpcA, CpcB, 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก มีค่า IC50 เท่ากับ 22.35±0.19, 21.50±0.11, 18.65± 0.19 

และ 2.80±0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าโทรล็อกสามารถต้านอนุมูลอิสระ 

ไฮดรอกซีได้ดีที่สุด รองมาเป็นซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ, CpcB และ CpcA ตามล าดับ ส่วน

สารละลายที่ใช้เป็นตัวควบคุมของโปรตีน CpcA และ CpcB ไม่สามารถค านวณค่า IC50 ได้ เนื่องจาก

มีเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่ค่อนข้างต่ า 
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ภาพที่ 4.14 เปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระ ABTS ของโปรตีน CpcA และ CpcB ที่ผ่านการท าให้

บริสุทธิ์ ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก โดยตัวควบคุมของโปรตีน CpcA (control of 

CpcA) และตัวควบคุมของโปรตีน CpcB (control of CpcB) คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) 

ที่ผ่านการชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน 

CpcA และ CpcB ตามล าดับ 

 

4.6.2 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี ด้วยวิธีโออาร์เอซี-ฟลูออเรสซีน 
(ORAC− Fluorescein Assay)  

การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีด้วยวิธีโออาร์เอซี -ฟลูออเรสซีน 

เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถศึกษาความสามารถการต้านอนุมูลอิสระในระบบ HAT (Hydrogen-Atom 

Transfer) โดยสารที่สามารถก าจัดอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้จะต้องสามารถให้ไฮโดรเจนอะตอมกับ

อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี ในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ท าตามวิธีของ Dávalos 

et al. (2004) ซึ่งใช้อนุมูลอิสระ AAPH เป็นแบบจ าลองในการทดสอบ โดยเมื่อเติมสารละลาย AAPH 

เข้ากับสารฟลูออเรสซีน อนุมูลอิสระ AAPH จะท าให้การเรืองแสงของสารฟลูออเรสซีนลดลง ใน

ปฏิกิริยาที่มีการเติมสารที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ AAPH ได้จะช่วยบรรเทาการลดลงของแสง

ฟลูออเรสเซนต์ สามารถตรวจวัดความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์โดยการกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 

485 นาโนเมตร และวัดค่าการเรืองแสงของสารฟลูออเรสซีนที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร แล้วน า
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ผลที่ได้มาค านวณค่า net AUC ส าหรับการศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีของโปรตีน 

CpcA และ CpcB ได้มีการน าสารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์จาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) ที่ผ่านการชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการท าไดอะไลซิส

เช่นเดียวกับโปรตีน CpcA และ CpcB มาเป็นตัวควบคุมในการวิเคราะห์ผลด้วย จากนั นใช้โปรแกรม 

Sigma plot 12.0 สร้างกราฟระหว่างค่า net AUC กับความเข้มข้นของสารตัวอย่าง กราฟที่ได้แสดง

ดังภาพที่ 4.15 ซึ่งพบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB สามารถต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ดีกว่า

โทรล็อก แต่ยังน้อยกว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ จากนั นน ากราฟที่ได้มาก าหนดจุดสร้าง cruve 

fit ด้วยสมการเส้นตรง (linear regression) เพ่ือหาค่าความชันของกราฟ โดยจะค านวณค่าความชัน

จากจุดที่ความเข้มข้นของสารตัวอย่างเท่ากับ 0-0.6 ไมโครโมลาร์ เนื่องจากเมื่อซี-ไฟโคไซยานินจาก

ธรรมชาติมีความเข้มข้นมากกว่า 0.6 ไมโครโมลาร์ เริ่มมีค่า net AUC ที่ค่อนข้างคงที่ จึงไม่เหมาะใน

การน ามาหาค่าความชันของกราฟ อย่างไรก็ตามพบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB ที่ความเข้มข้น 0-0.2 

ไมโครโมลาร์ มีค่า net AUC เพ่ิมขึ นช้ากว่าปกติ จึงอาจท าให้ค่าความชันที่ค านวณได้มีความ

คลาดเคลื่อนไปบ้าง จากการหาค่าความชันของกราฟพบว่า CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจาก

ธรรมชาติ และโทรล็อก มีค่าความชันเท่ากับ 22.83, 36.29, 48.37 และ 14.62 จากนั นค านวณค่า

สมมูลกับสารมาตรฐานโทรล็อก โดยน าค่าความชันของสารตัวอย่างมาหารด้วยค่าความชันของ

โทรล็อก พบว่าค่าสมมูลกับสารมาตรฐานโทรล็อกของ CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ 

และโทรล็อก เท่ากับ 1.56±0.08, 2.48±0.02, 3.31±0.04 และ 1.00 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ แสดง

ให้เห็นว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติสามารถต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ดีที่สุด รองมาเป็น 

CpcB, CpcA และโทรล็อก ตามล าดับ ส่วนสารละลายที่ใช้เป็นตัวควบคุมของโปรตีน CpcA และ 

CpcB ไม่สามารถค านวณค่าสมมูลกับสารมาตรฐานโทรล็อกได้ เนื่องจากมีค่าความชันของกราฟ

ในช่วงความเข้มข้น 0-0.6 ไมโคโมลาร์เท่ากับ 0  
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ภาพที่ 4.15 การยับยั งอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก โดยตัวควบคุมของโปรตีน CpcA (control of CpcA) 

และตัวควบคุมของโปรตีน CpcB (control of CpcB) คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่าน

การชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน CpcA 

และ CpcB ตามล าดับ 

 

4.6.3 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี ด้วยวิธีดีออกซีไรโบส (Deoxyribose 
Assay)  

อนุมูลอิสระไฮดรอกซีเป็นอนุมูลอิสระที่พบได้มากในสิ่งมีชีวิต และมีความว่องไว

ในการจู่โจมสารชีวโมเลกุลสูง สารที่สามารถต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้จึงมีความส าคัญในทางเภสัช

กรรม โดยในการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีจะท าตามวิธีของ Halliwell et al. (1987) ซึ่ง

จะสังเคราะห์อนุมูลอิสระไฮดรอกซีจากการท าปฏิกิริยาของเฟอร์ริกคลอไรด์ กรดแอสคอร์บิก และ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จากนั นน  าตาลดีออกซีไรโบสจะท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระไฮดรอกซี เมื่อเติม

กรดไทโอบาร์บิทูริกร่วมกับกรดไตรคลอโรอะซิติกและให้ความร้อนจะเกิดสารประกอบสีชมพู ส าหรับ

ปฏิกิริยาที่มีการเติมสารตัวอย่างที่สามารถต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้ลงไป จะส่งผลให้การเกิดสี

ชมพูในปฏิกิริยาลดลง สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร แล้วน าค่าที่

ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซี ส าหรับการศึกษาสมบัติการต้านอนุมูล
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อิสระไฮดรอกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB ได้มีการน าสารละลายในส่วนของการชะคอลัมน์จาก 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่านการชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการ

ท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน CpcA และ CpcB มาเป็นตัวควบคุมในการวิเคราะห์ผลด้วย ผลที่ได้

แสดงดังภาพที่ 4.16 ซึ่งพบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB มีสมบัติการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซี แต่

ค่าการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีที่ได้ยังน้อยกว่าโทรล็อกและซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ อย่างไร

ก็ตามพบว่ากราฟการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซขีองตัวควบคุมของโปรตีน CpcA และ CpcB มีค่าสูง

กว่ากราฟการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB ท าให้ไม่สามารถสรุปผลการ

ทดลองของโปรตีน CpcA และ CpcB ในวิธีการนี ได้ ต่อมาจึงได้ทดลองใช้สารละลายสกัดหยาบ 

(crude extraction) จาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcB) มาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีแทนโปรตีน CpcA และ CpcB และ

ใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มาเป็นตัวควบคุม ซึ่งเตรียมตัวอย่าง

ตามวิธีการวิจัยข้อ 3.9 โดยสารละลายสกัดหยาบจะละลายอยู่ในน  าปราศจากไอออน และเตรียมสาร

ตัวอย่างซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก ในน  าปราศจากไอออนเช่นกัน กราฟที่ได้แสดงดัง

ภาพที่ 4.17 พบว่าสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) มีสมบัติการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีมากกว่าโทรล็อก และ

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ เป็นอย่างมาก อย่างไรก็ตามพบว่าสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a) มีค่าการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีที่สูงกว่าสารละลายสกัดหยาบจาก 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ท าให้ผู้วิจัยไม่สามารถสรุปผลการทดลองของสารละลาย 

CpcA และ CpcB สกัดหยาบในวิธีการนี ได้เช่นกัน นอกจากนี ยังพบว่าผลที่ได้จากการทดสอบการ

ยับยั งการอนุมูลอิสระไฮดรอกซีทั งจากภาพที่ 4.16 และ 4.17 ทุกตัวอย่างมีค่าการยับยั งอนุมูล

อิสระไฮดรอกซีไม่ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ท าให้กราฟที่ได้ไม่เหมาะสมในการน ามาค านวณหาค่า IC50  
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ภาพที่ 4.16 การยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก โดยตัวควบคุมของโปรตีน CpcA (control of CpcA) 

และตัวควบคุมของโปรตีน CpcB (control of CpcB) คือ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ที่ผ่าน

การชักน าด้วยสาร IPTG ผ่านคอลัมน์ Ni2+-IDA และผ่านการท าไดอะไลซิสเช่นเดียวกับโปรตีน CpcA 

และ CpcB ตามล าดับ 
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ภาพที่ 4.17 การยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcA), E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก 

 

4.6.4 การทดสอบความสามารถในการก าจัดกับโลหะ (Metal chelating activity 
assay) 

เฟอร์รัสเป็นโลหะที่เก่ียวข้องกับการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซี เนื่องจากเป็นตัวเร่ง

ให้เกิดปฏิกิริยาเฟนตอน สารที่สามารถจับกับโลหะเฟอร์รัสได้จึงมีความส าคัญในทางเภสัชกรรม โดย

ในการทดสอบได้ท าตามวิธีของ Wong et al. (2014) ซึ่งอาศัยการท าปฏิกิริยาระหว่างเฟอร์รัสกับ

เฟอร์โรซีนได้สารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีม่วง ส าหรับปฏิกิริยาที่มีการเติมสารที่สามารถจับกับโลหะได้

ลงไปจะส่งผลให้การเกิดสีม่วงในปฏิกิริยาลดลง สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 532 

นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดโลหะเฟอร์รัส ซึ่งพบว่าโปรตีน CpcA, CpcB, 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และ EDTA ซึ่งละลายอยู่ในบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต ความเข้มข้น 

50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ไม่สามารถวิเคราะห์ผลโดยใช้วิธีการนี ได้ เนื่องจากเมื่อผสมบัฟเฟอร์โซเดียม

ฟอสเฟตร่วมกับเฟอร์รัสซัลเฟต ตั งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วเมื่อเติมเฟอร์โรซีนสารละลายผสม

ไม่เกิดสีม่วง จึงไม่สามารถทดสอบสารตัวอย่างที่ละลายอยู่ในบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต ความเข้มข้น 
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50 มิลลิโมลาร์  พีเอช 7.4 ได้ ต่อมาจึงได้ทดลองโดยใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) มาทดสอบการก าจัด

โลหะแทนโปรตีน CpcA และ CpcB และใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) มาเป็นตัวควบคุม ซึ่งเตรียมตัวอย่างตามวิธีการวิจัยข้อ 3.9 โดยสารละลายสกัดหยาบจะ

ละลายอยู่ในน  าปราศจากไอออน และเตรียมสารตัวอย่างซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และ EDTA 

ในน  าปราศจากไอออนเช่นกัน กราฟที่ได้แสดงดังภาพที่ 4.18 พบว่าสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) มีค่าการก าจัดโลหะที่

ต่ ากว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และ EDTA เป็นอย่างมาก อีกทั งพบว่าสารละลายสกัดหยาบ

จาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มีค่าการก าจัดกับโลหะที่สูงกว่าละลายสกัดหยาบจาก E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ท าให้ผู้วิจัยไม่สามารถสรุปผลการทดลองของสารละลาย CpcA และ 

CpcB สกัดหยาบในวิธีการนี ได้เช่นกัน  
     

 
ภาพที่ 4.18 การก าจัดโลหะเฟอร์รัสของสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcA), E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) 

ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และ EDTA  
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บทที่ 5 

อภิปรายผล 

  
ที่ผ่านมางานวิจัยที่เกี่ยวกับการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินส่วนใหญ่เป็น

การศึกษาจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง แต่การศึกษาซี -ไฟโคไซยานินจาก

ไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูงยังมีไม่มากนัก มีการศึกษาพบว่าซี-ไฟโคไซยานินที่สกัดจาก

ไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลางมีสมบัติที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้หลายชนิด เช่น 

อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี อนุมูลอิสระไฮดรอกซี อนุมูลอิสระ DPPH และอนุมูลอิสระ ABTS เป็นต้น 

(Patel et al., 2006; Deshmukh et al., 2014; Antonio-Marcos et al., 2015) และมีการศึกษา

ที่พบว่าไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิสูงผลิตซี-ไฟโคไซยานินที่สามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิสูง

ด้วย (Leu et al., 2013) งานวิจัยนี จึงได้ศึกษาและท าโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา 

(CpcA) และเบตา (CpcB) จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนให้บริสุทธิ์ และน าโปรตีนที่ได้มาทดสอบ

สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ 

จากโครงการปัญหาพิเศษของ สิชล (2556) ไดโ้คลนและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 

และพบว่ายีน cpcA และ cpcB นี มีกรดอะมิโนที่ส าคัญหลายต าแหน่งซึ่ง Adir et al. (2001) ได้

รายงานว่ากรดอะมิโนเหล่านี อาจเกี่ยวข้องกับเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิสูง อาทิเช่น 

กรดอะมิโนแอสพาเตสต าแหน่งที่ 28 กรดอะมิโนไลซีนต าแหน่งที่ 32 กรดอะมิโนเซอรีนต าแหน่งที่ 72 

ของโปรตีนซี-ไฟโคยานินหน่วยย่อยแอลฟา และกรดอะมิโนกลูตามีนต าแหน่งที่ 68 ของโปรตีน

ซี-ไฟโคยานินหหน่วยย่อยเบตา เป็นต้น โดยกรดอะมิโนเหล่านี มีการอนุรักษ์ไว้ในไซยาโนแบคทีเรียที่

อาศัยในอุณหภูมิสูง เช่น T. elongatus BP-1 และ S. vulcanus เป็นต้น แต่ไม่พบในไซยาโน

แบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง เช่น Tolypothrix sp. PCC 7601 และ A. platensis เป็นต้น 

ด้วยเหตุนี กรดอะมิโนดังกล่าวอาจส่งผลให้ซี -ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01 สามารถคงสภาพและท างานได้ดีที่อุณหภูมิสูง โดยต่อมาคัทติยา (2558) ได้ศึกษาและ

เปรียบเทียบสมบัติการทนอุณหภูมิสูงของซี-ไฟโคไซยานินที่สกัดจาก Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01 และจาก S. cedrorum TISTR 8589 ซึ่งรายงานว่าซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus 

sp. TUBT-T01 มีเสถียรภาพสูงสุดที่พีเอชเท่ากับ 5 และเมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิ 50 และ 
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60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าซี-ไฟโคไซยานินมีความเข้มข้นคงเหลือเท่ากับ 97.45 

และ 90.04 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ซี-ไฟโคไซยานินจาก S. cedrorum TISTR 8589 ซึ่งเป็น

ไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลาง ซี-ไฟโคไซยานินมีเสถียรภาพสูงสุดที่พีเอชเท่ากับ 7 

และเมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่า

ซี-ไฟโคไซยานินมีความเข้มข้นคงเหลือเท่ากับ 74.54 เปอร์เซ็นต์ และไม่สามารถหาเปอร์เซ็นต์ความ

เข้มข้นได้ ตามล าดับ อีกทั งซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ยัง

สามารถคงเสถียรภาพได้ดีกว่าซี-ไฟโคไซยานินจาก S. cedrorum TISTR 8589 ในทุกค่าพีเอชและ

ทุกอุณหภูมิที่ศึกษา แสดงให้เห็นว่าซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 

มีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงได้ดีกว่าซี-ไฟโคไซยานินจาก S. cedrorum TISTR 8589 ดังนั น

ซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อนจึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจในการน ามาประยุกต์ใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหารและยาที่มีกระบวนการให้ความร้อนเข้าเกี่ยวข้องได้ในอนาคต 

ในส่วนของการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน cpcA และ cpcB จากไซยาโน

แบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 และการโคลนยีน cpcA และ cpcB 

เข้าสู่พลาสมิด pET28a ผู้วิจัยได้ออกแบบไพรเมอร์โดยอ้างอิงข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากงานวิจัย

โครงการปัญหาพิเศษของ สิชล (2556) และได้มีการเพ่ิมจุดตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะเข้าที่ปลาย 5’ และ 

3’ ของไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการตัดและโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด pET28a โดยในตอนแรกผู้วิจัยมีความ

ต้องการโคลนยีนให้ติดกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็กฮิสทิดีนที่ปลาย 3’ ของยีนเพียงอย่างเดียว ซึ่ง

ต้องโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด pET28a ในต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ NcoI และ XhoI แต่เนื่องจากยีน 

cpcA มีจุดตัดเอนไซม์ NcoI ภายในยีน จึงส่งผลให้จ าเป็นต้องโคลนยีน cpcA เข้าสู่พลาสมิด pET28a 

ในต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ NdeI และ XhoI แทน ท าให้ยีน cpcA มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของแท็ก

ฮิสทิดีนทั งปลาย 3’ และ 5’ ของยีน ซึ่งเมื่อผลิตเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA ก็จะท าให้โปรตีน 

CpcA มีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่ทั งที่ปลาย N-terminus และ C-terminus ส่วนยีน cpcB ได้โคลนเข้า

สู่พลาสมิด pET28a ในต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ NcoI และ XhoI และเมื่อผลิตเป็นรีคอมบิแนนท์

โปรตีน CpcB ก็จะมีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่ท่ีปลาย C-terminus ของโปรตีนเพียงด้านเดียว มีการรายงาน

ว่าแท็กฮิสทิดีนเป็นแท็กที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธิ์ และ

สามารถติดได้ทั งท่ีปลาย N-terminus และ C-terminus แต่ในกรณีที่โปรตีนมีล าดับกรดอะมิโนซึ่งท า

หน้าที่ส่งสัญญาณเพ่ือหลั่งโปรตีนออกสู่ภายนอกเซลล์การติดแท็กที่ปลาย N-terminus อาจส่งผลให้
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การท างานของล าดับกรดอะมิโนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณดังกล่าวไม่สามารถท างานได้  (Terpe, 2003) 

ต่อมาผู้วิจัยได้เชื่อมผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้าสู่พลาสมิด pET28a ได้เป็น

รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB โดยพลาสมิด pET28a เป็นพลาสมิด

หนึ่งที่เหมาะส าหรับผลิตโปรตีนซึ่งออกแบบโดยบริษัท Novagen พลาสมิด pET28a จะมีจุดเด่นที่

ต่างจากพลาสมิดส าหรับผลิตโปรตีนชนิดอ่ืน คือ พลาสมิด pET28a มีทั งแท็กฮิสทิดีนแบบ N-terminus 

และ C-terminus ให้เลือกใช้ และในกรณีที่แท็กไปรบกวนการม้วนพับของโปรตีนหรือรบกวน

กิจกรรมของโปรตีนสามารถตัดแท็กฮิสทิดีนแบบ C-terminus ออกจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ด้วย

เอนไซม์ทรอมบิน และมีโปรโมเตอร์ T7 ซึ่งสามารถแสดงออกยีนในระดับทรานสคริปชันได้ในปริมาณ

มาก โดยสามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกด้วยสาร IPTG จากนั นผู้วิจัยได้ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์ 

พลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB เข้าสู่ E. coli DH5α เพื่อเพิ่มปริมาณรีคอมบิแนนท์ 

พลาสมิดและส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดย E. coli DH5α เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่นิยมใช้ใน

การเพิ่มปริมาณพลาสมิดเนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอ ทั งนี เพราะ E. coli 

DH5α มีการดัดแปลงให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีนที่ส าคัญ เช่น hsdR, recA1 และ endA1 เป็นต้น 

โดยยีน hsdR เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนย่อยดีเอ็นเอแปลกปลอมที่ไม่มีการเติมหมู่เมทิล 

(unmethylation) ยีน recA1 เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนที่ท าให้เกิดการรวมตัวใหม่ของ

ดีเอ็นเอ (recombination) และยีน endA1 เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เอนไซม์เอนโดนิวคลีเอส I 

(endonuclease I) ซึ่งการกลายพันธุ์ที่ยีนเหล่านี จะช่วยเพิ่มอัตราการจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอ ท าให้

ได้พลาสมิดที่มีคุณภาพดีและมีปริมาณมาก นอกจากนี  E. coli DH5α ยังมีการตัดต่อยีนให้มีจีโนไทป์ 

lacZΔM15 เพ่ือช่วยในการคัดเลือกโคโลนีที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยระบบแอลฟาคอมพลี -

เมนเทชัน (α-complementation) (Casali, 2003) ต่อมาผู้วิจัยได้ตรวจสอบผลการวิเคราะห์ล าดับ 

นิวคลีโอไทด์และพบว่ามียีน cpcA หรือ cpcB แทรกอยู่ในพลาสมิด pET28a ในต าแหน่งที่ถูกต้อง 

จากนั นจึงทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA และ pET28a-cpcB เข้าสู่ E. coli 

Rosetta(DE3) เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB โดยปัจจุบันมีเซลล์เจ้าบ้านหลาย

ชนิดที่ใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เช่น E. coli BL21(DE3) และ E. coli Rosetta(DE3) เป็น

ต้น โดยเซลล์เจ้าบ้านเหล่านี จะถูกดัดแปลงจีโนมเพ่ือให้เอื อต่อการสังเคราะห์โปรตีนในระบบ E. coli 

เช่น มีการดัดแปลงให้เกิดการกลายพันธุ์ที่เอนไซม์ lon protease และ outer membrane protease 

ท าให้โปรตีนที่ผลิตได้มีอัตราการถูกย่อยน้อยลง โดย E. coli Rosetta(DE3) จะแตกต่างจากเซลล์เจ้า
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บ้านส าหรับผลิตโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ คือ E. coli Rosetta(DE3) มีการเพ่ิมพลาสมิด pRare เข้าภายใน

เซลล์ พลาสมิด pRare ออกแบบให้มีการสังเคราะห์ tRNA ซึ่งมีแอนติโคดอนที่จ าเพาะกับโคดอนที่พบ

ได้น้อยใน E. coli (AUA, AGG, AGA, CUA, CCC และ GGA) ส่งผลให้ยีนที่มีโคดอนดังกล่าวมี

ประสิทธิภาพการแสดงออกดีขึ น ดังนั น E. coli Rosetta(DE3) จึงเป็นประโยชน์อย่างมากในการน า

ยีนจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนมาสังเคราะห์โปรตีนใน E. coli (Novy et al., 2001) 

ปัจจุบันการผลิตโปรตีนในระบบ E. coli เป็นวิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย เนื่องจาก

สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมาก รวดเร็ว และสามารถออกแบบการท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ได้ด้วย

วิธีที่ไม่ซับซ้อน ซึ่งเหมาะน ามาพัฒนาใช้ในการผลิตโปรตีนระดับขนาดใหญ่ได้ อย่างไรก็ตามการผลิต

โปรตีนในระบบ E. coli ก็ยังมีข้อจ ากัดอยู่บ้าง เนื่องจากโปรตีนที่ผลิตได้ใน E. coli อาจเกิดการจับตัว

รวมกลุ่ม (aggegration) เป็นโปรตีนที่ไม่ละลายน  าได้หากใช้สภาวะในการผลิตที่ไม่เหมาะสม มีการ

รายงานว่าการใช้ความเข้มข้นของ IPTG และอุณหภูมิต่ าในการชักน าให้เกิดการผลิตโปรตีนจะช่วยลด

การจับตัวรวมกลุ่มของโปรตีนได้ (Rosano et al., 2014) โดยในการทดลองนี ได้ทดลองปรับสภาวะ

การชักน าการแสดงออกโปรตีนในหลายสภาวะ ซึ่งพบว่าการใช้อุณหภูมิ 20 และ 25 องศาเซลเซียส 

IPTG ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้มีปริมาณน้อยมาก เมื่อปรับ

อุณหภูมิเป็น 30 และ 37 องศาเซลเซียส IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ เซลล์มีการผลิต

รีคอมบิแนนท์โปรตีนในปริมาณมาก อย่างไรก็ตามที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รีคอมบิแนนท์

โปรตีนส่วนใหญ่ถูกปั่นเหวี่ยงไปรวมอยู่กับส่วนตะกอนเซลล์ซึ่งคาดว่าเป็นโปรตีนที่ ไม่สามารถละลาย

น  าได ้ดังนั นผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้สภาวะที่ IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนต่อไป เนื่องจากมีรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่สามารถละลายน  าได้ใน

ปริมาณมาก และเพียงพอในการน ามาใช้งานต่อไปได้  

ในการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB จาก Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01 ให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี ที่ผ่านมามีหลายงานวิจัยได้ให้

ความส าคัญในการสกัดและการท าซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ โดยมีการปรับปรุง

และพัฒนากระบวนการในหลายวิธี ซึ่งให้คุณภาพและปริมาณของซี-ไฟโคไซยานินที่แตกต่างกัน เช่น 

การท าไดอะไลซิส (dialysis), การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium per sulphate 

precipitation), การใช้โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography) 

และการใช้โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน (gel filtration chromatography) เป็นต้น (Yan et al., 
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2011; Kumar et al., 2014; Patel et al., 2005; Sørensen et al., 2013; Minkova et al., 2003) 

หรืออาจใช้หลายวิธีร่วมกัน ซึ่งส่งผลให้ค่าใช้จ่ายสูงขึ นตามไปด้วย อย่างไรก็ตามในงานวิจัยนี ได้ติด

แท็กฮิสทิดีนที่โปรตีน CpcA และ CpcB ซึ่งสามารถท าโปรตีนให้มีความบริสุทธิ์ได้ในขั นตอนเดียวด้วย

การใช้นิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี วิธีการนี ช่วยลดกระบวนการและระยะเวลาในการท า

ซี-ไฟโคไซยานินให้บริสุทธิ์ได้เป็นอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการท าให้บริสุทธิ์โดยทั่วไป อีกทั ง

แท็กฮิสทิดีนมีขนาดเล็กจึงไม่น่าสงผลต่อการม้วนพับและการท ากิจกรรมของโปรตีนมากนัก 

(Bornhorst et al., 2000) หลังจากขั นตอนการท ารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธ์โปรตีนจะอยู่ใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซึ่งมีอิมิดาโซลเป็นองค์ประกอบ เนื่องจากอิมิดาโซลเป็นสารที่สามารถจับ

กับโลหะได้จึงอาจส่งผลต่อการน าโปรตีนมาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาที่มีโลหะเป็น

องค์ประกอบ ดังนั นจึงได้มีการเปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอร์เพื่อน าอิมิดาโซลออกจากสารละลายโปรตีน

ด้วยวิธีไดอะไลซิสโดยใช้ Maxi Pur–A–Lyzer (Sigma-Aldrich, USA) ซึ่งรูพรุนมีขนาดมวลโมเลกุล 

Cut off ประมาณ 6 กิโลดาลตัน โดยอิมิดาโซลมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 68 ดาลตัน ดังนั นอิมิดาโซล

จึงสามารถเกิดการแพร่ผ่านหลอดไดอะไลซิสได้ ส่วนโปรตีน CpcA และ CpcB ซึ่งมีมวลโมเลกุลขนาด

ประมาณ 20.6 และ 19.3 กิโลดาลตัน จึงไม่สามารถแพร่ผ่านหลอดไดอะไลซิสได้ อย่างไรก็ตามขนาด 

Cut off ของหลอดไดอะไลซิสมาจากการเฉลี่ยขนาดรูพรุนของทั งหลอดจึงอาจมีบางรูพรุนที่มีขนาด

ใหญ่กว่า 6 กิโลดาลตันได้ ซึ่งอาจส่งผลให้โปรตีนบางส่วนแพร่ออกไปนอกหลอดไดอะไลซิสได้ ท าให้

ปริมาณของโปรตีน CpcA และ CpcB อาจลดลงเล็กน้อย 

ในการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB 

จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ผู้วิจัยได้สนใจสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของ

ซี-ไฟโคไซยานิน เนื่องจากอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุของโรคหลายชนิด มีการศึกษาพบว่าซี-ไฟโคไซยานิน

ที่สกัดได้จากไซยาโนแบคทีเรียมีสมบัติที่ช่วยลดสภาวะออกซิเดชันเกินสมดุล (oxidative stress) 

(Rimbau et al., 2001; Lobo et al., 2010; Bertolin et al., 2011) และต้านอนุมูลอิสระได้หลาย

ชนิด เช่น อนุมูลอิสระเปอร์ออกซี อนุมูลอิสระไฮดรอกซี อนุมูลอิสระไนตริกออกไซด์ อนุมูลอิสระ

ซุปเปอร์ออกไซด์ อนุมูลอิสระ DPPH และอนุมูลอิสระ ABTS เป็นต้น (Patel et al., 2006 Kamble 

et al.; 2013, Deshmukh et al., 2014; Thangam et al., 2013; Antonio-Marcos et al., 

2015) โดยในงานวิจัยนี ได้เลือกศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ 4 วิธีการ คือ 1. การทดสอบการ
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ต้านอนุมูลอิสระ ABTS 2. การทดสอบอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี 3. การทดสอบอนุมูลอิสระไฮดรอกซี 

และ 4. การทดสอบการจับกับโลหะเฟอร์รัส  

ส าหรับการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ ABTS เป็นหนึ่งในวิธีที่สามารถตรวจสอบ

การต้านอนุมูลอิสระในกลไกแบบ SET ได้ โดยสารต้านอนุมูลอิสระจะมีการถ่ายโอนอิเล็กตรอนเดี่ยว

ให้กับอนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระเกิดความเสถียรของอิเล็อกตรอน จากผลการทดลองพบว่าโปรตีน 

CpcA และ CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระ ABTS ค่อนข้างดี ซึ่งมีค่าต่ ากว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติไม่มากนัก แต่ต่ ากว่าโทรล็อกที่

เป็นอนุพันธ์ของวิตามินอีเป็นอย่างมาก โดยผลการทดลองท่ีได้สอดคล้องกับวิทยานิพนธ์ของ Suphap 

(2009) ซึ่งพบว่าโปรตีน CpcA และ CpcB จาก Anabaena siamensis TISTR8012 มีสมบัติในการ

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่ค่อนข้างด ีแต่มีค่าน้อยกว่าโทรล็อกเป็นอย่างมาก ส าหรับการทดสอบสมบัติ

การต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีด้วยวิธีโออาร์เอซี-ฟลูออเรสซีน ซ่ึงเป็นวิธีที่สามารถตรวจสอบการต้าน

อนุมูลอิสระในกลไกแบบ HAT ได้ โดยสารต้านอนุมูลอิสระจะมีการถ่ายโอนอิเล็กตรอนของไฮโดรเจน

ให้กับอนุมูลอิสระ ท าให้อนุมูลอิสระเกิดความเสถียรของอิเล็กตรอน ผลการทดลองที่ได้พบว่าโปรตีน 

CpcA และ CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 สามารถต้านอนุมูลอิสระเปอร์

ออกซีได้ดีกว่าโทรล็อก แม้จะยังมีค่าต่ ากว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติก็ตาม โดยจากงานวิจัยของ 

Cherdkiatikul และ Suwanwong (2014) ได้รายงานว่าโปรตีน CpcB จาก S. platensis สามารถ

ต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ดีกว่าโทรล็อก ในขณะที่โปรตีน CpcA จาก S. platensis มีค่าการต้าน

อนุมูลอิสระเปอร์ออกซีที่ต่ ากว่าโทรล็อก อย่างไรก็ตามค่าที่ได้จากการทดลองทั ง 2 การศึกษาอาจไม่

เหมาะในการน ามาเปรียบเทียบกัน เนื่องจากอาจมีการใช้สภาวะในการทดลองและการค านวณผลที่

แตกต่างกันไปบ้าง ซึ่งอาจท าให้ผลการทดลองจากทั ง 2 การศึกษามีความคลาดเคลื่อนกัน ส่วนการที่

โปรตีน CpcA และ CpcB มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS และอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี

ต่ ากว่าซี-ไฟโคไซยานิน จากธรรมชาติอาจเนื่องมาจากซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติประกอบด้วย

โปรตีน CpcA และ CpcB ซึ่งจับอยู่กับโครโมฟอร์ จากการศึกษาของ Guan et al. (2009) พบว่า

โปรตีน CpcA ที่จับอยู่กับโครโมฟอร์มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ดีกว่าโปรตีน 

CpcA เพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นว่าโครโมฟอร์ก็มีส่วนส าคัญที่ช่วยเพ่ิมความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระของซ-ีไฟโคไซยานิน ด้วยเหตุนี จึงอาจส่งผลให้ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติมีผลการต้าน

อนุมูลอิสระ ABTS และอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีที่ดีกว่าโปรตีน CpcA และ CpcB เพียงอย่างเดียว 
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ส าหรับการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่พบ

ได้มากในสิ่งมีชีวิตและมีความว่องไวในการจู่โจมสารชีวโมเลกุล จากผลการทดลองพบว่าสารละลายใน

ส่วนของการชะคอลัมน์จาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมของโปรตีน CpcA 

และ CpcB มีค่าการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีที่สูงกว่าโปรตีน CpcA และ CpcB เป็นอย่างมาก ท า

ให้ไม่สามารถสรุปผลการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB ได้ ทั งนี 

อาจเป็นเพราะโปรตีนที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟีจ าเป็นต้องชะ

คอลัมน์ด้วยสารละลายอิมิดาโซลซึ่งอิมิดาโซลมีความสามารถในการจับกับโลหะ เช่น เหล็ก และ

ทองแดง เป็นต้น ได้ดี ซึ่งในปฏิกิริยาการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีก็มีการเติมโลหะเฟอร์ริก

ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นเฟอร์รัสในปฏิกิริยา จึงอาจท าให้ค่าการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน

ดังกล่าวสูงกว่าปกติ แม้ว่าสารละลายโปรตีนดังกล่าวจะผ่านขั นตอนการเปลี่ยนบัฟเฟอร์ด้วยวิธี

ไดอะไลซิสแล้ว แต่อาจเป็นไปได้ว่าจะก าจัดอิมิดาโซลออกจากสารละลายโปรตีนไม่หมด โดยเหตุที่ท า

ให้ตัวควบคุมของโปรตีน CpcA และ CpcB มีค่าการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซีที่สูงกว่าโปรตีน 

CpcA และ CpcB อาจเป็นเพราะสารละลายที่ใช้เป็นตัวควบคุมของโปรตีน CpcA และ CpcB มีความ

หนาแน่นของอิมิดาโซลที่สูงกว่าในสารละลายโปรตีน CpcA และ CpcB ก็เป็นได้ โดยแนวทางแก้ไข

ต่อไปอาจต้องเพ่ิมปริมาณและจ านวนครั งในการเปลี่ยนบัฟเฟอร์ในขั นตอนการท าไดอะไลซิสเพ่ือ

ก าจัดอิมิดาโซลออกจากสารละลายโปรตีนให้มากที่สุด และหลังจากการท าไดอะไลซิสอาจต้องแยก

โปรตีนออกจากอิมิดาโซลอีกครั งด้วยการท า HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) 

โดยใช้หลักการเจลฟิวเตรชัน (gel filtration) ซึ่งเป็นการแยกโมเลกุลของโปรตีนตามขนาด เพ่ือ

ก าจัดอิมิดาโซลออกจากสารละลายโปรตีนให้หมดก่อนน ามาใช้ทดสอบการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี

ต่อไป อย่างไรก็ตามต่อมาผู้วิจัยได้ทดลองใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a-cpcA) และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ซึ่งละลายอยู่ในน  าปราศจากไอออน

มาทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีแทนโปรตีน CpcA และ CpcB โดยใช้สารละลายสกัด

หยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มาเป็นตัวควบคุม และเตรียมตัวอย่างซี-ไฟโคไซยานินจาก

ธรรมชาติและโทรล็อกในน  าปราศจากไอออนเช่นกัน จากผลการทดลองที่ได้พบว่าสารละลายสกัด

หยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มีค่าการยับยั งอนุมุลอิสระไฮดรอกซีที่สูงกว่าสารละลาย

สกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ท าให้ไม่สามารถสรุปผลการทดสอบการต้าน

อนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน CpcA และ CpcB สกัดหยาบได้เช่นกัน อย่างไรก็ตามค่าการยับยั ง
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อนุมูลอิสระไฮดรอกซีของสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ 

E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ที่ได้มีค่าที่สูงกว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติและโทรล็อก

เป็นอย่างมาก ดังนั นหากท าโปรตีน CpcA และ CpcB ให้มีความบริสุทธิ์สูงโดยปราศจากอิมิดาโซล

และโปรตีนอ่ืน ๆ เจือปนก็อาจสามารถน ามาวิเคราะห์ค่าการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีของโปรตีน  

CpcA และ CpcB ได้ ส าหรับการทดสอบการก าจัดโลหะเฟอร์รัสซึ่งเป็นโลหะที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาให้

เกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซีในปฏิกิริยาเฟนตอนและเฮเบอร์ไวส์ สารที่สามารถก าจัดโลหะเฟอร์รัสได้จะ

ช่วยลดการเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซีได้เช่นกัน จากการทดลองพบว่าสารละลายตัวอย่างซึ่งเตรียมอยู่

ในบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตไม่สามารถน ามาวิเคราะห์ผลด้วยวิธีการนี ได้ เนื่องจากเมื่อผสมบัฟเฟอร์

โซเดียมฟอสเฟตกับส่วนประกอบในปฏิกิริยาแล้วท าให้สารละลายไม่เกิดสีม่วงจึงไม่สามารถตรวจวัด

ผลการทดลองได ้ต่อมาผู้วิจัยได้ทดลองใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) 

และ E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ซึ่งละลายอยู่ในน  าปราศจากไอออนมาทดสอบสมบัติ

การก าจัดโลหะแทนโปรตีน CpcA และ CpcB โดยใช้สารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) 

(pET28a) มาเป็นตัวควบคุมและเตรียมสารตัวอย่างซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติและ EDTA ในน  า

ปราศจากไอออนเช่นกัน พบว่าสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a) มีค่าการ

ก าจัดโลหะที่สูงกว่าสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) ท าให้ไม่

สามารถสรุปผลการทดสอบการก าจัดโลหะของโปรตีน CpcA และ CpcB สกัดหยาบได้ อีกทั งค่าการ

ก าจัดโลหะของสารละลายสกัดหยาบจาก E. coli Rosetta(DE3) (pET28a-cpcA) และ E. coli 

Rosetta(DE3) (pET28a-cpcB) มีค่าที่ต่ ากว่าซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติและโทรล็อกเป็นอย่าง

มาก แสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcA และ CpcB สกัดหยาบมีความสามารถในการจับกับโลหะที่ต่ ามาก 

ซึ่งอาจไม่เหมาะในการน ามาศึกษาด้วยวิธีการนี ต่อไป 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcA และ CpcB มีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ ABTS และอนุมุมูลอิสระเปอร์ออกซีได้ โดยความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

โปรตีน CpcA และ CpcB อาจเนื่องมาจากโครงสร้างของโปรตีนและคุณสมบัติของกรดอะมิโนบาง

ชนิด Atmaca (2004) รายงานว่ากรดอะมิโนเมทไทโอนีน และกรดอะมิโนซิสเทอีนซึ่งมีซัลเฟอร์เป็น

องค์ประกอบมีความส าคัญต่อการต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากสามารถส่งอิเล็กตรอนหรืออะตอม

ไฮโดรเจนที่บริเวณสายข้าง (side chain) ให้กับอนุมูลอิสระได้ นอกจากนี ยังมีการรายงานว่ากรดอะมิโน

ในกลุ่มที่มีวงแหวนอะโรมาติก ได้แก่ ไทโรซีน และทริปโตเฟน มีส่วนช่วยในการต้านอนุมูลอิสระ
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เช่นกัน (Meucci & Mele, 1997; Nimalaratne et al., 2011) ดังนั นหากโปรตีนมีกรดอะมิโน

ซิสเทอีน กรดอะมิโนเมทไทโอนีน กรดอะมิโนไทโรซีน และกรดอะมิโนทริปโตเฟนอยู่บริเวณผิวหน้า

ของโปรตีนก็จะช่วยให้โปรตีนนั นสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ โดยโปรตีน CpcA มีกรดอะมิโนซิสเทอีน 

2 ต าแหน่ง กรดอะมิโนเมทโอนีน 4 ต าแหน่ง กรดอะมิโนไทโรซีน 11 ต าแหน่ง และกรดอะมิโน 

ทริปโตเฟน 1 ต าแหน่ง ส่วนโปรตีน CpcB กรดอะมิโนซิสเทอีน 3 ต าแหน่ง กรดอะมิโนเมทโอนีน 5 

ต าแหน่ง และกรดอะมิโนไทโรซีน 5 ต าแหน่ง  

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcA และ CpcB จาก Thermosynechococcus 

sp. TUBT-T01 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ค่อนข้างสูงทั งกลไกแบบ SET และ HAT อีก

ทั ง คัทติยา (2558) ยังรายงานว่าซี-ไฟโคไซยานินที่จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 

สามารถคงเสถียรภาพได้ดีที่อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ที่พีเอชเท่ากับ 5 ดังนั นแนวทางในการ

พัฒนางานวิจัยต่อไป อาจเป็นการทดสอบเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงของโปรตีน CpcA และ CpcB และ

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB ให้มีสีน  าเงิน ซึ่งนอกจากโปรตีน CpcA และ CpcB 

จะมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดี หากมีสีน  าเงินและมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงด้วยจักเป็น

ประโยชน์อย่างยิ่งในการน าไปประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรมอาหารและทางเภสัชกรรมที่ต้องมี

กระบวนการให้ความร้อนเข้ามาเก่ียวข้องได้ในอนาคต  
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย 

 
งานวิจัยนี ได้โคลนยีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (cpcA) และเบตา (cpcB) จาก

ไซยาโนแบคทีเรียน  าพุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เข้าสู่พลาสมิด pET28a ได้
ส าเร็จ โดยยีน cpcA มีแท็กฮิสทิดีนติดอยู่ทั งที่ปลาย 5’ และ 3’ ของยีน ส่วนยีน cpcB มีแท็กฮิสทิดีน
ติดอยู่ที่ปลาย 3’ ของยีน ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB ในแบคทีเรีย E. coli 
Rosetta(DE3) พบว่า E. coli Rosetta(DE3) ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pET28a-cpcA และ 
pET28a-cpcB สามารถผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB ได้ดีเมื่อชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิโมลาร์ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และสามารถท าโปรตีน CpcA และ 
CpcB ให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลเมทัลแอฟฟินิตีโครมาโทกราฟีชนิดคอลัมน์ Ni2+-IDA เมื่อตรวจสอบด้วย
วิธี SDS-PAGE พบว่าโปรตีน CpcA มีขนาดประมาณ 20.6 กิโลดาลตัน และโปรตีน CpcB มีขนาด
ประมาณ 19.3 กิโลดาลตัน โดยจากการเลี ยงเซลล์ 200 มิลลิลิตร สามารถผลิตโปรตีน CpcA และ 
CpcB ได้ 6.21 และ 6.61 มิลลิกรัม ตามล าดับ ในการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ABTS 
พบว่าโปรตีน CpcA, CpcB, ซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ และโทรล็อก มีค่าการยับยั งอนุมูลอิสระที่ 
50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 22.35±0.19, 21.50±0.11, 18.65± 0.19 และ 2.80±0.02 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ ในการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระเปอร์ออกซีพบว่าโปรตีน CpcA, CpcB 
และซี-ไฟโคไซยานินจากธรรมชาติ มีค่าสมมูลกับสารมารตรฐานโทรล็อก เท่ากับ 1.56±0.08, 
2.48±0.02 และ 3.31±0.04 ไมโครโมลาร์ ส าหรับการทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซี
และสมบัติการก าจัดโลหะยังไม่สามารถสรุปผลการทดลองได้และอาจต้องมีการปรับปรุงวิธีการ
ทดสอบต่อไป จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcA และ CpcB มีสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระที่ค่อนข้างสูงทั งในกลไกแบบ SET และ HAT ซึ่งอาจน าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม
อาหารและยาที่มีกระบวนการให้ความร้อนเข้ามาเกี่ยวข้องได้ในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี ยงเชื อ 
 

1. อาหารเหลว LB (Luria-Bertani Medium) ปริมาตร 1 ลิตร 
อาหารผง LB     20 กรัม 

ละลายอาหารผง LB ในน  ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร จากนั นน าไปอบนึ่งฆ่าเชื อ

ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาท ี

2. อาหารแข็ง LB (Luria-Bertani agar) ผสมยาปฏิชีวนะ ปริมาตร 1 ลิตร 

อาหารเหลว LB     1 ลิตร 

ผงวุ้น      15 กรัม 

กานามัยซิน 30 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   30 ไมโครลิตร 

คลอแรมเฟนิคอล 34 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  34 ไมโครลิตร 

ผสมอาหารเหลว LB กับผงวุ้นให้เข้ากัน น าไปอบนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที เมื่ออาหารมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส 

แล้วจึงเติมกานามัยซินและคลอแรมเฟนิคอล ผสมสารให้เข้ากันแล้วเทลงบนจานเพาะเชื อ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี 
 
1. EDTA 0.5 โมลาร์ พีเอช 8.0 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

EDTA      37.22 กรัม 
ละลาย EDTA ในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับพีเอช เป็น 8.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

จากนั นปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร  
2. บัฟเฟอร์ TAE 50X ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

Tris       121 กรัม 

EDTA 0.5 โมลาร์ พีเอช 8.0    50 มิลลิลิตร    

กรดอะซีติกเข้มข้น     28.55 มิลลิลิตร 

ละลาย Tris ในน  าปราศจากไอออน จากนั นเติมกรดอะซีติกเข้มข้น และ EDTA ผสมสาร

ให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร  

3. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 1 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) 10.1655 กรัม 

ละลายแมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรตในน  าปราศจากไออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 

มิลลิลิตร จากนั นน าสารละลายมากรองผ่านแผ่นกรองที่ปราศจากเชื อ ( filter sterilization) ขนาด

รูพรุน 0.2 ไมครอน 

4. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 1 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)  7.3507 กรัม 

ละลายแคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรตในน  าปราศจากไออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 

มิลลิลิตร จากนั นน าสารละลายมากรองผ่านแผ่นกรองที่ปราศจากเชื อขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน 

5. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์-แคลเซียมคลอไรด์ (MgCl2-CaCl2 solution) 0.1 โมลาร์ 

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

แมกนีเซียมคลอไรด์ 1 โมลาร์    16 มิลลิลิตร 

แคลเซียมคลอไรด์ 1 โมลาร์    4 มิลลิลิตร 
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ผสมสารให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร ด้วยน  าปราศจากไอออน จากนั น

น าสารละลายมากรองผ่านแผ่นกรองที่ปราศจากเชื อขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน 

6. แคลเซียมคลอไรด์ 0.1 โมลาร์ ในกลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร   

แคลเซียมคลอไรด์ 1 โมลาร์    10 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร)  50 มิลลิลิตร 

น าสารละลายแคลซียมคลอไรด์ที่ผ่านการกรองปราศจากเชื อมาเติมกลีเซอรอลที่ผ่าน

การนึ่งฆ่าเชื อแล้วปรับปริมาตรด้วยน  าปราศจากไอออนเป็น 100 มิลลิลิตร   

7. IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

IPTG       2.38 กรัม 

ละลาย IPTG ในน  ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร กรองสารละลายผ่านแผ่น

กรองที่ปราศจากเชื อขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

8. กานามัยซิน (Kanamycin) 30 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

กานามัยซิน      0.30 กรัม  

ละลายกานามัยซินในน  ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร กรองสารละลายผ่าน

แผ่นกรองที่ปราศจากเชื อขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

9. คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) 34 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

คลอแรมเฟนิคอล     0.34 กรัม  

ละลายคลอแรมเฟนิคอลในเอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 

มิลลิลิตร กรองสารละลายผ่านแผ่นกรองที่ปราศจากเชื อขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส 

10. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

 เอธิเดียมโบรไมด์ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   25 ไมโครลิตร 

 บัฟเฟอร์ TAE 1X     500 มิลลิลิตร 

11. Tris-HCl 1.5 โมลาร์ พีเอช 8.8 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

Tris       9.0855 กรัม 

ละลาย Tris ในน  าปราศจากไอออน 30 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 8.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  
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12. Tris-HCl 0.5 โมลาร์ พีเอช 6.8 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

Tris       3.0285 กรัม 

ละลาย Tris ในน  าปราศจากไอออน 30 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 6.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

13. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate: SDS) 10 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต    10.0 กรัม 

ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  

14. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (Ammonium Per Sulfate: APS) 10 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต    0.5 กรัม 

ละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 5 

มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

15. บัฟเฟอร์ส าหรับรันโปรตีนในการท า SDS-PAGE 10X (protein running buffer) ปริมาตร 

500 มิลลิลิตร 

Tris       15.1 กรัม 

ไกลซีน (Glycine)     72.0 กรัม 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต    5.0 กรัม 

ละลายและผสมสารให้เข้ากันในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 500 

มิลลิลิตร 

16. บัฟเฟอร์ส าหรับโหลดโปรตีนในการท า SDS-PAGE 2X (SDS-PAGE sample loading 

buffer) ปริมาตร 10 มิลลลิิตร 

Tris-HCl 0.5 โมลาร์ พีเอช 6.8   2 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล 50 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร)  4 มิลลิลิตร 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) 4 มิลลิลิตร 

โบรโมฟีนอลบลู (Bromophenol blue)  0.001 กรัม  

น  าปราศจากไอออน     1 มิลลิลิตร 
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ผสมสารให้เข้ากันแล้วเติมเบตา-เมอแคปโตเอทานอล (β-mercaptoethanol) 1 

มิลลิลิตร ก่อนน าไปใช้ 

17. สารละลายคูแมสซี่บลู (coomassie staining solution) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

คูแมสซี่บลู อาร์-250 (Coomassie blue R-250) 1.25 กรัม 

เมทานอล (Methanol)    250 มิลลิลิตร 

กรดอะซิติก (Acetic acid)    50 มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร ด้วยน  ากลั่น 

18. สารละลายส าหรับล้างสีคูแมสซี่บลู (coomassie destaining solution) ปริมาตร 1 ลิตร 

เมทานอล      400 มิลลิลิตร 

กรดอะซิติก      100 มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน  ากลั่น 

19. บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4-NaH2PO4) 1 โมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    109.8980 กรัม 

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต    27.1022 กรัม 

ผสมสารให้เข้ากันในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

20. บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4-NaH2PO4) 75 มิลลโิมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 

  บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร์ พีเอช 7.4  50 มิลลิลิตร 

 น  าปราศจากไอออน     950 มิลลิลิตร   

21. บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4-NaH2PO4) 50 มิลลโิมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 

  บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร์ พีเอช 7.4  75 มิลลิลิตร 

  น  าปราศจากไอออน     925 มิลลิลิตร 

22. สารละลาย ABTS (2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร 

  ABTS (Sigma-Aldrich, USA)    0.0384 กรัม 

  โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 49 มิลลิโมลาร์    500 ไมโครลิตร 

  บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 2 มิลลิลิตร 
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  ผสมสารแล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ด้วยน  าปราศจากไอออน เก็บสารละลายใน

ความมืดเป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ก่อนน าไปใช้ 

23. โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) 49 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต    0.6623 กรัม 

ละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 

มิลลิลิตร 

24. AAPH (2,2′-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride) 40 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  AAPH (Merck, Germany )    0.0542 กรัม 

ละลาย AAPH และปรับปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตร ด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 75 

มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 เตรียมสารขณะจะใช้เท่านั น 

25. เกลือฟลูออเรสซีนโซเดียม (fluorescein sodium salt) 583 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 

  เกลือฟลูออเรสซีนโซเดียม (Merck, Germany)  0.0219 กรัม 

  ละลายเกลือฟลูออเรสซีนโซเดียม และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยบัฟเฟอร์

โซเดียมฟอสเฟต 75 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในที่มืด 

26. เฟอรร์ัสซัลเฟต (FeSO4) 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 เฟอรร์ัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7HO2)  0.0695 กรัม 

ละลายเฟอร์รัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 5 

มิลลิลิตร 

27. เฟอรร์ัสซัลเฟต (FeSO4) 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  เฟอรร์ัสซัลเฟต 50 มิลลิโมลาร์     200 ไมโครลิตร 

  เจือจางเฟอรร์ัสซัลเฟตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

28. เฟอร์โรซีน (ferrozine) 0.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

  เฟอร์โรซีน (Fluka , Germany)   0.0246 กรัม 

ละลายเฟอร์โรซีนในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร  
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29. ดีออกซีไรโบส (deoxyribose) 28 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

  ดีออกซีไรโบส (Sigma-Aldrich, USA)   0.0375 กรัม 

ละลายดีออกซีไรโบสในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

30. เฟอร์ริกคลอไรด์ (FeCl3) 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  เฟอร์ริกคลอไรด์     0.8110 กรัม 

  กรดไฮโดรคลอริก 2 นอร์มอล    2.5 มิลลิลิตร 

  ละลายและผสมสารในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

31. เฟอร์ริกคลอไรด์ (FeCl3) 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  เฟอร์ริกคลอไรด์ 0.1 โมลาร์    500 ไมโครลิตร 

  เจือจางเฟอร์ริกคลอไรด์ในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

เตรียมสารขณะจะใช้เท่านั น 

32. EDTA 1.04 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

  EDTA      0.0774 กรัม 

  ละลาย EDTA ในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร  

33. กรดแอสคอร์บิก (L-ascobic acid) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  กรดแอสคอร์บิก     0.0088 กรัม 

  ละลายกรดแอสคอร์บิกในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร   

34. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 30 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) 22.7 ไมโครลิตร 

  เจือจางไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 20 มิลลิลิตร 

เตรียมสารขณะจะใช้เท่านั น  

35. บัฟเฟอร์โพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4-KOH) 200 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร 

  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  13.6084 กรัม 
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  ละลายสารโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับพีเอชเป็น 

7.4 ด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) จากนั นปรับ

ปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

36. บัฟเฟอร์โพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4-KOH) 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร 

  บัฟเฟอร์โพแทสเซียมฟอสเฟต 200 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 50 มิลลิลิตร 

  น  าปราศจากไอออน 450 มิลลิลิตร 

37. กรดไทโอบาร์บิทูริก (thiobarbituric acid) 1 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร 

  กรดไทโอบาร์บิทูริก (Sigma-Aldrich, USA)  0.5 กรัม 

  ละลายกรดไทโอบาร์บิทูริกในโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ คนสาร

ด้วยแท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร เตรียมสารขณะจะใช้เท่านั น 

38. กรดไตรคลอโรอะซีติก (trichloroacetic acid) 2.8 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร 

 กรดไตรคลอโรอะซีติก     1.4 กรัม 

 ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกในน  าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

เตรียมสารขณะจะใช้เท่านั น 
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ภาคผนวก ค 
 

1. การเตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ จาก E. coli DH5α และ E. coli Rosetta(DE3) 

น า E. coli DH5α หรือ E. coli Rosetta(DE3) มา streak บนอาหารแข็ง LB แล้วบ่ม

ไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั นเลือกโคโลนีเดี่ยวของ E. coli DH5α 

หรือ E. coli Rosetta(DE3) มาเลี ยงในอาหารเหลว LB 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เขย่า 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นเซลล์เริ่มต้นในการเตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ 

ใช้เซลล์เริ่มต้น 0.5 มิลลิลิตร เลี ยงในอาหารเหลว LB 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เขย่า 250 รอบ/นาที จนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อยู่ในช่วง 0.4-0.6 

จากนั นเทเซลล์ลงหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วแช่น  าแข็งไว้ 30 นาที ต่อมาปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ที่

ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสารละลายทิ งไป แล้ว

เติมสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์-แคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่แช่เย็นประมาณ 

20-30 มิลลิลิตร เคาะหลอดในน  าแข็งเบา ๆ เพ่ือให้เซลล์กระจายทั่วสารละลาย แล้วแช่น  าแข็งไว้ 45 

นาที ต่อมาน าเซลล์มาปั่นเหวี่ยงที่ 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เทสารละลายทิ งไป แล้วเติมแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในกลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ 

ที่แช่เย็น 2 มิลลิลิตร จากนั นแบ่งเซลล์ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร น า

มาทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์ในทันที หรือเก็บเซลล์ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 

2. การท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์โดยใช้ Gel/PCR Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience)  

น าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะมารันด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส น าเจลที่ได้ไปย้อมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 

ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 15 นาที และแช่ในน  ากลั่น 15 นาที แล้วตัดเจลบริเวณที่มี

ชิ นดีเอ็นเอที่ต้องการภายใต้แสงยูวี น าเจลที่ตัดได้ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

หลอดละประมาณ 0.3 กรัม เติมบัฟเฟอร์ DF 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปแช่ในอ่างน  า

ควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที พลิกหลอดทุก 2-3 นาที จนเจลละลายดี 

ต่อมาดูดสารละลายทั งหมดใส่คอลัมน์ DF ครั งละ 800 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/
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นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ งแล้วเติมบัฟเฟอร์ส าหรับล้างคอลัมน์ 600 ไมโครลิตร ลง

ในคอลัมน์ DF จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ งแล้วปั่น

เหวี่ยงให้คอลัมน์แห้งที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายคอลัมน์  DF ไปใส่ในหลอดขนาด 

1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมน  าปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื อ 20-50 ไมโครลิตร ทิ งไว้ 5 นาที 

จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที เก็บผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 

องศาเซลเซียส 

 

3. การท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์โดยใช้ QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN) 

น าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะมาเติมบัฟเฟอร์ PB ในปริมาณ 1: 5 เท่า ผสมสารให้เข้ากันแล้วน ามาใส่ลงในคอลัมน์  

QIAquick spin ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลาที 30 วินาที เทสารละลายทิ ง 

แล้วเติมบัฟเฟอร์ PE ส าหรับล้างคอลัมน์ 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ QIAquick จากนั นปั่นเหวี่ยง

ที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายทิ ง แล้วปั่นเหวี่ยงให้คอลัมน์แห้งที่ 10,000 

รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เติมน  าปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื อ 30-50 ไมโครลิตร ทิ งไว้ 5 

นาที จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที เก็บผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 

องศาเซลเซียส 

 

4. การสกัดพลาสมิดโดยใช้ QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)  
น าเซลล์โคโลนีเดี่ยวมาเลี ยงในอาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 12-16 ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วน
สารละลายทิ งแล้วละลายเซลล์ในบัฟเฟอร์ P1 250 ไมโครลิตร จากนั นเติมบัฟเฟอร์ P2 250 
ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาอย่างช้า 3-4 ครั ง เพ่ือผสมสารให้เข้ากัน ต่อมาเติมบัฟเฟอร์ N3 350 
ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาอย่างช้า ๆ 4-6 ครั ง จนกระทั่งเกิดตะกอนสีขาวขุ่น จากนั นปั่นเหวี่ยง 
10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสที่ได้ใส่ในคอลัมน์ QiAprep Spin Miniprep 
ปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาเทสารละลายในหลอดทิ งไป แล้วเติมบัฟเฟอร์ 
PB 500 ไมโครลิตร น ามาปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายในหลอดทิ ง
ไป แล้วเติมบัฟเฟอร์ PE 750 ไมโครลิตร น ามาปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เท
สารละลายในหลอดทิ งไป แล้วปั่นเหวี่ยง 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้คอลัมน์แห้ง 



Ref. code: 25595709032055ZTP

100 
 

ต่อมาย้ายคอลัมน์มาใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมน  าปราศจากไอออน 30-50 
ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน์ ทิ งไว้ 5 นาที จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที 
เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส 
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