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บทคัดย่อ 
ปัจจุบันอุตสาหกรรมด้านเชื้อเพลิงชีวภาพมีการขยายตัวอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้กลีเซอรอล ซ่ึงเป็นผลผลิตพลอยได้จากการผลิต

เชื้อเพลิงชีวภาพมีปริมาณเพ่ิมข้ึนอย่างมาก กลีเซอรอลสามารถเปลี่ยนเป็นสาร 1,3-Propanediol (1,3-PD) ซ่ึงเป็นสารเคมีพ้ืนฐานท่ีใช้
ในกระบวนการอุตสาหกรรมหลายชนิด งานวิจัยนี้ได้ทำการโคลนยีน dhaT ซึ่งถอดรหัสเป็นเอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydro-
genase (1,3-PDH) ซึ่งเป็นหนึ่งในเอนไซม์ในวิถีการเมแทบอลิซึมกลีเซอรอลไปเป็นสาร 1,3-PD โดยทำการเพิ่มปริมาณยีน dhaT จาก 
Lactobacillus buchneri ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) จากนั ้นเชื ่อมต่อชื ้นยีนเข้ากับ
เวคเตอร์พาหะ pET-28a(+) และนำเข้าสู่ Escherichia coli สายพันธ์ุ BL21 ทำการตรวจสอบโคลนด้วยเทคนิค colony PCR และ
สกัดพลาสมิดลูกผสมเพื ่อส่งวิเคราะห์ลำดับเบส ผลการทดลองพบว่า สามารถโคลนยีน dhaT ซึ ่งมีขนาด 1,200 คู ่เบส จาก  
L. buchneri ได้สำเร็จ จากการวัดกิจกรรมเอนไซม์ 1,3-PDH ของ E. coli ลูกผสมพบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 154.228 
mU/ml ในขณะท่ีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ดังกล่าวใน L. buchneri มีค่าเท่ากับ 208.793 mU/ml จากผลการทดลองเหล่านี้แสดงให้
เห็นว่างานวิจัยนี้สามารถแสดงออกโปรตีนจากยีน dhaT ที่โคลนเข้าไปได้สำเร็จ ซึ่งจะได้นำความรู้จากงานวิจัยนี้ไปศึกษาต่อยอดเพื่อ
พัฒนาการผลิตสาร 1,3-PD จากกลีเซอรอลต่อไป 
 

ABSTRACT 
Nowadays, Biofuel industry is growing rapidly, resulting in an increasing level of glycerol which is a 

byproduct from biofuel production. Glycerol can be converted to 1,3-Propanediol (1,3-PD) which is a chemical 
precursor presenting in many industrial applications. In microbial metabolic pathway, dhaT encodes 1,3-Propanediol 
dehydrogenase (1,3-PDH), which leads to synthesis of 1,3-PD. In this study, dhaT gene from Lactobacillus buchneri 
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was amplified by polymerase chain reaction (PCR), then inserted into expression vector pET-28a(+) and 
subsequently introduced into Escherichia coli BL21. The correct transformants were screened by colony PCR and 
recombinant plasmid was isolated and sequenced. The result showed that the dhaT gene from L. buchneri was 
successfully cloned. The activity of 1,3-PDH was 154.228 mU/ml in recombinant E. coli while the activity of the 
same enzyme was 208.793 mU/ml in L. buchneri. The results suggest that the dhaT gene was successfully expressed 
in this work and might provide further knowledge to develop genetically engineered Escherichia coli strain for 
producing 1,3-PD from glycerol in the future. 
 

คำสำคัญ: 1,3-Propanediol dehydrogenase  dhaT  Lactobacillus buchneri 
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บทนำ 
ในปัจจุบันอุตสาหกรรมด้านเชื ้อเพลิงชีวภาพมีการ

ขยายตัวอย่างรวดเร็ว ทำให้กลีเซอรอลซึ่งเป็นผลผลิตพลอยได้
จากกระบวนการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพมีปริมาณเพิ่มขึ้นอย่างมาก 
จึงต้องหาวิธีในการเพิ่มมูลค่าให้กับกลีเซอรอล ที่ผ่านมามีการนำ
กลีเซอรอลไปใช้ในการเปลี่ยนแปลงสสารโดยกระบวนการทาง
ชีวภาพหรือกระบวนการหมักโดยใช้จุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ โดย 
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานแทนการใช้
คาร์โบไฮเดรต (Maervoet et al., 2011) และมีแนวทางโดยนำ
กลีเซอรอลไปเพิ่มมูลค่าโดยเปลี่ยนเป็นสารเคมีต่าง ๆ เช่น สาร 
1,3-Propanediol เป็นต้น 

สาร 1,3-Propanediol มักถูกนำไปใช้เป็นโมเลกุล
หน่วยย่อย (monomers) เพื่อสังเคราะห์โพลีเอสเตอร์ (poly-
esters) ในอุตสาหกรรมสิ่งทอและการผลิตเสื ่อ (Biebl et al., 
1999) นอกจากนี้ยังมีการนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอื่น ๆ 
เช่น ใช้เป็นสารยึดเกาะ สารลดแรงตึงผิว สารหล่อลื่น หรือนำมา
ผล ิตเป ็นพลาสต ิกย ่อยสลายได้  (biodegradable plastic)  
เป็นต้น (Liu et al., 2009) การสังเคราะห์สาร 1,3-Propanediol 
ด้วยวิธีการทางเคมีต้องใช้ต้นทุนสูง และก่อให้เกิดสารพิษซึ่งอาจ
เป็นอันตรายต่อสิ ่งแวดล้อม ดังนั ้น กระบวนการผลิตสาร  
1,3-Propanediol ด้วยวิธีการทางชีวภาพโดยอาศัยกระบวนการ
หมักกลีเซอรอลของจุลินทรีย์จึงได้รับความสนใจเพิ่มมากข้ึน 
เนื่องจากไม่ก่อให้เกิดสารพิษที่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม และ
สามารถใช้กลีเซอรอลซึ่งเป็นทรัพยากรที่สามารถนำกลับมาใช้
ใหม่ (renewable resources) เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมัก
อีกด้วย 

โดยทั่วไปเมื่อกลีเซอรอลอยู่ในเซลล์จุลินทรีย์ จะเข้าสู่
วิถีเมแทบอลิซึมซึ่งแบ่งเป็น 2 แบบ ได้แก่ oxidative pathway 
และ  reductive pathway ซ ึ ่ งกระบวนการสร ้างสาร  1 ,3-
Propanediol ท่ี เ ก ิ ด ข ึ ้ น ใ น  reductive pathway จะอ าศั ย
เ อน ไ ซ ม์  vitamin B12  co-enzyme dependent glycerol 
dehydratase (DhaB) ซ ึ ่ งจะไปด ึ งน ้ ำออกจากกล ี เซอรอล
เปลี ่ยนเป็น 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) จากนั้น
เอนไซม์ 1,3-propanediol dehydrogenase (DhaT) หรือเรียก
อีกชื่อหนึ่งว่า 1,3-Propanediol oxidoreductase (yqhD) จะ
รีดิวซ์ 3-HPA ได้เป็นผลิตภัณฑ์ คือ 1,3-Propanediol ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์สุดท้ายในการหมักกลีเซอรอล (Ahrens et al., 1998; 
Skraly et al., 1998; Maervoet et al., 2011) 

จุลินทรีย์ในกลุ่ม Klebsiella, Clostridia และ Lacto-
bacilli มีกระบวนการเมแทบอลิซึมของกลีเซอรอล สามารถ
เปลี่ยนกลีเซอรอลให้เป็น 3-HPA และ 1,3-Propanediol ดังนั้น
จุลินทรีย์ดังกล่าวจึงน่าจะมีการแสดงออกของยีนที ่กำหนด 
การสร้างเอนไซม์ glycerol dehydratase (DhaB) และ 1,3-
Propanediol dehydrogenase (DhaT) ในปริมาณสูง แต่การ
นำจุลินทรีย์เหล่านี ้ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมมีข้อจำกัด 
เนื่องจากแบคทีเรียบางชนิดจัดเป็นแบคทีเรียก่อโรคและบางชนิด
สามารถเจริญได้ในสภาวะไร้อากาศเท่านั้น (strict anaerobes) 
ต้องใช้ต้นทุนในการผลิตสูง 

Escherichia coli เป็นแบคทีเรียที ่ม ีโครงสร้างที ่ไม่
ซับซ้อน สามารถเจริญได้เร็วในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ มีการศึกษา
เกี่ยวกับการแสดงออกของยีนจากต่างสายพันธุ์มากมาย และมี
เวคเตอร์ให้เลือกใช้หลายชนิด จึงนิยมใช้เป็นจุลินทรีย์ต้นแบบใน
การทดลองเกี่ยวกับพันธุกรรมและการดัดแปลงกระบวนการสร้าง
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และสลายของเซลล์ในการสังเคราะห์สารเมแทบอไลต์ อย่างไรก็
ตาม ถึงแม้ว่าสายพันธุ์ของ E. coli ในธรรมชาตินั้นสามารถใช้ 
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนได้โดยเอนไซม์ glycerol kinase 
และ glycerol-3-phosphate dehydrogenase แต่ไม่สามารถ
ผลิต 1,3-Propanediol จากกลีเซอรอลได้ (Przystałowska et 
al., 2015) โครงการว ิจ ัยน ี ้จ ึ งม ี เป ้าหมายในการด ัดแปลง
พันธุกรรมของ E. coli โดย การโคลนยีน dhaT ที่ถอดรหัสให้
เอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase จาก Lactobacilli 
buchneri แล้วส่งถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์ E. coli ซึ่งข้อมูลดังกล่าวจะ
เป็นข้อมูลพ้ืนฐานสำคัญเพ่ือประยุกต์ใช้การดัดแปลงสายพันธ์ุของ 
E. coli ด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อให้สามารถผลิต 1,3-
Propanediol จากกลีเซอรอลในอนาคตต่อไป 
 

วิธีการดำเนินการวิจัย 
1. เชื้อจุลินทรีย์และการเตรียมกล้าเชื้อ 

Lactobacilli buchneri (TISTR 048) สั่งซื้อจากศูนย์
ความหลากหลายทางชีวภาพ สถาบันวิจ ัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ีแห ่งประเทศไทย  Escherichia coli BL21 (DE3) 
สั่งซ้ือจากบริษัท Thermo Fisher Scientific (USA) 

เจริญ L. buchneri ในอาหารเหลว de Man, Rogosa 
and Sharpe (MRS) (de Man et al, 1960) และ  E. coli สาย
พันธ์ุ BL21(DE3) เจริญในอาหารเหลว Lysogeny broth (LB) E. 
coli สายพันธ์ุ BL21(DE3) เจริญในอาหาร LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะ 
kanamycin ความเข้มข้น 50 μg/ml ที่อุณหภูมิ 37 ºC บ่มเขย่า
ท่ีความเร็ว 150 rpm เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
2. การเพ่ิมจำนวนยีน dhaT 

ทำการสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอจาก L. buchneri ด้วยวิธี 
Rapid method (Rodriguez et al., 2014) จากนั้นนำจีโนมิกส์
ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาใช้เป็นแม่แบบในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ-
มอเรส (polymerase chain reaction, PCR) โดยใช ้ เอนไซม์ 
KOD One™ PCR master Mix (Toyobo, Japan) และใช้ไพร์-
เมอร์ที ่ออกแบบให้จำเพาะกับยีน dhaT ดังนี้ dhaT forward 
primer ซึ ่งมีจุดตัดของเอนไซม์ตัดจำเพาะ HindIII (ขีดเส้นใต้
ตัวหนา) (5-CGCCGAAGCTTATGAAAGAAAATTTTGATTTTT 
TAATGCC-3)  และ dhaT reverse primer ซ ึ ่ งม ีจ ุดต ัดของ
เอนไซม์ตัดจำเพาะ XhoI (ขีดเส้นใต้ตัวหนา) (5-GGGGCGCT 
CGAGCTACTTCATGTCATAAGCTTTCTG-3) โดยทำปฏิกิริยา

ในเคร่ือง thermal cycler โดยตั ้งโปรแกรมให้เครื ่องพีซีอาร์
ทำงานที ่อ ุณหภูมิและเวลาดังต่อไปนี ้: initial denaturation  
ท่ี 98 ºC เป็นเวลา 30 วินาที denaturation ท่ี 90 ºC เป็นเวลา 
10 วินาที annealing ท่ี 55 ºC เป็นเวลา 5 วินาที extension ท่ี 
68 ºC เป็นเวลา 5 วินาที ซึ ่งจะทำทั ้งหมด 35 รอบ และใน 
ข้ันสุดท้าย final extension ท่ี 68 ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
นำผลิตภัณฑ์ที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพและขนาดของดีเอ็นเอที่ได้
โดยเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRuler 1 
kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA) ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis 
3. การโคลนยีน dhaT เข้าสู่เซลล์ E. coli 
 นำชิ้นส่วนของยีน dhaT และนำเวคเตอร์พาหะ pET-
28(a)+ (Novagen, Germany) มาบ่มก ับเอนไซม์ต ัดจำเพาะ 
HindIII และ  XhoI (Thermo Fisher Scientific, USA) ต าม
สภาวะที ่ระบุไว้ในคู ่ม ือสินค้า จากนั ้นนำดีเอ็นเอทั ้งสองมา
เช ื ่ อมต ่ อก ันด ้ วย เอนไซม์  T4-DNA ligase (New England 
Biolabs, USA) และนำเข้าสู่เซลล์ E. coli ด้วยวิธี heat shock 
(Froger and Hall, 2007) และคัดเลือกเซลล์ลูกผสมโดยการ
เกล ี ่ย เช ื ้อ  E. coli บนจานอาหาร  LB ท ี ่ผสมยาปฏ ิช ีวนะ 
kanamycin ความเข้มข้น 50 μg/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็น
เวลา 16-18 ชั่วโมง 
4. การตรวจสอบการมีอยู ่ของยีน dhaT ในเซลล์ E. coli 
ลูกผสม 
 ทำการตรวจสอบด้วยวิธี colony PCR และ การสกัด 
พลาสมิดลูกผสมมาวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ โดยใน
เทคนิค colony PCR นั้นจะนำโคโลนีของเซลล์ E. coli ที่ปรากฏ
บนจานอาหารคัดเลือกจากข้อ 3 มาต้มในน้ำกลั่น 100 μl เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงและนำส่วนใสมาเป็นแม่แบบใน
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์และปฏิกิริยาเหมือนในข้อ 2 

ในการตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิดลูกผสมด้วยการ
สกัดพลาสมิดและตัดโดยเอนไซม์ตัดจำเพาะนั้น จะนำเซลล์ที่มี
ผลบวกจาก colony PCR มาเจริญแบบบ่มเขย่าในอาหารเลี้ยง
เชื้อ แล้วนำเซลล์มาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยชุดสกัด GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 
จากนั้นนำพลาสมิดท่ีสกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ HindIII 
และ XhoI วิเคราะห์ผลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
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จากนั้นส่งพลาสมิดลูกผสมไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
dhaT ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
5. การตรวจวัดก ิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-Propanediol 
dehydrogenase (1,3-PDH) 
 เจริญเซลล์ E. coli ลูกผสม และ E. coli ที่บรรจุเพียง
เวคเตอร์พาหะเปล่า (ชุดควบคุมลบ) ในอาหาร LB ที่ผสมยา
ปฏิชีวนะ kanamycin ความเข้มข้น 50 μg/ml ที ่มี 0.1 mM 
Isopropyl ß- d-1-thiogalacto pyranoside (IPTG) จากนั้นนำ
เซลล์ไปปั ่นเหวี ่ยงเพื ่อเก็บตะกอนเซลล์และล้างตะกอนเซลล์  
2 รอบด ้วย  0.1 M Potassium phosphate buffer จากนั้น
แขวนลอยเซลล์ใน 0.1 M Potassium phosphate buffer และ
นำไปทำให ้ เซลล ์แตกด ้ วย เคร ื ่ อ ง  sonicator โดยต ั ้ งค่ า 
amplitude 30% ใช้ pulse on 10 วินาที สลับกับ pulse off 
20 วินาที รวมเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำเซลล์ไปปั่นเหว่ียง นำ
ส่วนใสไปทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ 1,3-PDH ตามวิธีของ Veiga-
da-Cunha (1992) ) โดยคร่าวคือ นำส่วนใส ปริมาตร 0.5 ml 
ผสมกับ 10 mM dithiothreitol (DTT) บ่มท่ี 37 ºC เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนผสมดังกล่าวมาปริมาตร 50 μl ลงไป
ผสมใน reaction mixture ปริมาตร 1 ml ที ่มี 100 mM-Tris 
HCl pH 9 . 0   1  mM Nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD) และ 155 mM 1,3-Propanediol จากนั้นวัดค่าดูดกลืน
แสง ท่ี 340 nm ทุก ๆ 30 วินาที เป็นเวลา 300 วินาที นำข้อมูล
มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างการดูดกลืนแสงกับระยะเวลา 
โดย 1 หน่วย (Unit, U) ของเอนไซม์เท่ากับปริมาณสาร NADH ท่ี
เกิดขึ้นในหน่วยไมโครโมลาร์ต่อเวลา 1 นาที (μM/min) (Skraly, 
1998) การคำนวณกิจกรรมเอนไซม์เป็นดังสมการ 

 
โดย ∆A = ค่าการเปลี ่ยนแปลงการดูดกลืนแสงต่อ

ระยะเวลา 1 นาที; TV = ค่าปริมารรวมของสารละลายในหลอด
ตรวจวัด (ml); SV = ค่าของสารตัวอย่างที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา
ตรวจวัด (ml); b = ค่าความกว้างของคิวเวตที่ใช้ใส่สารละลาย
ตรวจวัด (cm);  = ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงของผลลัพธ์
หรือสารตั้งต้นที่วัดการดูดกลืนแสง (6.22 x 103 lmol-1cm-1) 
ทำการทดลองตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์รวมท้ังหมด 3 ซ้ำ 
 
 
 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการวิจัย 
1. การโคลนยีน dhaT เข้าสู่ Escherichia coli 

ยีน  dhaT จาก  Lactobacillus buchneri สามารถ
เพ่ิมจำนวนได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 1.2 กิโลเบส (kb) เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose 
gel electrophoresis (ร ูปท่ี 1A) โดยหลังจากเช ื ่อมต่อสาย 
ดีเอ็นเอของยีน dhaT เข้ากับเวคเตอร์พาหะและนำเข้าสู่เซลล์ 
Escherichia coli แล้วพบว่ามีเซลล์ลูกผสมซึ่งมียีน dhaT อยู่
ภายในเซลล์ (รูปท่ี 1B และ 1C) โดยในรูป 1B จะเห็นแถบของ
ยีน dhaT เกิดข้ึนเม่ือนำโคโลนีท่ีข้ึนบนจานอาหารมาเป็นแม่แบบ
โดยตรงในการทำ PCR ส่วนในรูป 1C จะเห็นแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ
หลังจากการตัดพลาสมิดลูกผสมด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ HindIII 
และ XhoI โดยแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5.4 kb คือเวคเตอร์
พาหะ pET-28(a)+ ซึ่งมีขนาด 5.4 kb และแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1.1-1.2 kb ก็ค ือชิ ้นยีน dhaT ที ่แยกออกมาจาก
เวคเตอร์พาหะหลังจากถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะที่ใช้ในการ
เชื่อมต่อยีนเข้ากับเวคเตอร์พาหะนั่นเอง หลังจากได้รับผลการ
วิเคราะห์ลำดับเบสของยีน dhaT แล้วนำผลไปสืบค้นลำดับเบส
ของยีน dhaT จากเว ็บไซต ์ฐานข ้อม ูลย ีนของ NCBI พบว่า 
ขนาดของยีน dhaT ซึ่งถอดรหัสให้เอนไซม์ 1,3-Propanediol 
dehydrogenase จ า ก  Lacto- bacillus buchneri NRRL  
B-30929 (CP002652.1) โดยยีนมีขนาด 1,170 นิวคลีโอไทด์  
ซึ่งยีน dhaT ที่ถูกเพิ่มจำนวนในการทดลองนี้มีขนาดที่ใกล้เคียง
กับขนาดของยีน dhaT ในฐานข้อมูลเช่นกัน 
2. การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดลูกผสม 

เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดลูกผสมที่มีชิ้น
ยีน dhaT แทรกตัวอยู่ เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอด์ของยีน 
dhaT ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BlastN พบว่า ยีน
ที่ได้มีความเหมือนกันอย่างสูงกับยีน dhaT ของ Lactobacillus 
buchneri NRRL B-30929 (CP002652.1) โดยมีค่าความเหมือน 
(% max identity) เท่ากับ 99.88% และเมื่อเปรียบเทียบลำดับ
นิวคลีโอไทด์ท้ังสองด้วยโปรแกรม clustal W พบว่าลำดับมีความ
คล้ายกันอย่างสูง เม่ือนำลำดับข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
dhaT เปรียบเทียบกับลำดับกรดอะมิโนของยีน dhaT ด้วย
โปรแกรม BlastX พบว่า ยีนที่ได้มีความเหมือนกันอย่างสูงกับ
เอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase ของ Lactoba-
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cillus buchneri NRRL B-30929 CP002652.1 โดยมีค่าความ
เหมือน (% max identity) เท่ากับ 99.65% 
3. กิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase 
(1,3-PDH) ใน Escherichia coli ลูกผสม 

ยีน dhaT ที่แทรกตัวอยู่ในพลาสมิดลูกผสมสามารถ
ถอดรหัสให้เอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase (1,3-
PDH) ซึ่งสามารถทดสอบโดยการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-
PDH ในเซลล์ E. coli ลูกผสมเพื ่อยืนยันว่ายีนที ่โคลนเข้าไป
สามารถแสดงออกและสร้างโปรตีนลูกผสมได้ โดยการวัดการ
เพิ่มขึ้นของค่าดูดกลืนแสงของสาร NADH ที่ความยาวคลื่น 340
nm (ดังรูปท่ี 2 ซึ ่งจากการทดสอบพบว่า E. coli ลูกผสมมีค่า

ก ิจกรรมของ เอนไซม์  1,3-PDH เท ่ าก ับ  154.228 mU/ml 
ในขณะที่ L. buchneri ว ัดค ่าก ิจกรรมได้ 208.793 mU/ml  
ดังแสดงในตารางท่ี 1 ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีน dhaT ที่โคลนเข้าไป
สามารถแสดงออกเอนไซม์ได้ ทั้งนี้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-PDH ควรทำบริสุทธิ์เอนไซม์
ลูกผสม 1,3-PDH ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแอฟฟินิต้ี (affinity 
chromato graphy) เช่น การใช้คอลัมน์ nickel-nitrilo triacetic 
acid (Ni-NTA) ทำให้สามารถดักจับโปรตีน ลูกผสมซึ่งมีส่วนของ
ฉลากฮิสทิดีน (His-tag) อยู่ ซึ่งผู้วิจัยจะทำการศึกษาในอนาคต
ต่อไป 

 

 
รูปที่ 1 (A) แถบดีเอ็นเอยีน dhaT ท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR  

(B) ตัวอย่างผล colony PCR: หมายเลข 1-5 = โคโลนีเดี่ยวแต่ละโคโลนีที่คัดเลือกมาวิเคราะห์, N = negative control  
(ใช้น้ำกลั่นเป็นแม่แบบ), P = positive control (ใช้ชิ้นดีเอ็นเอของ dhaT เป็นแม่แบบ) 
(C) การวิเคราะห์พลาสมิดลูกผสมด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 1 = พลาสมิดลูกผสมท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ HindIII และ XhoI ในทุก
รูป M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

 
รูปที่ 2 การเปลี่ยนแปลงค่าดูดกลืนแสงของสาร NADH ท่ีความยาวคลื่น 340 nm ซ่ึงแสดงถึงกิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-Propanediol 

dehydrogenase 
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ตารางท่ี 1 กิจกรรมของเอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase (1,3-PDH) ของเซลล์แบคทีเรียในงานวิจัยนี้ 

Strains/Sample Activity of 1,3-PDH (mU/ml) 
Negative control 9.065 ± 0.431 

E. coli pET28 33.558 ± 1.529 
E. coli pET28+dhaT 154.228 ± .667 

L. buchneri 208.793 ± 0.557 
 

สรุปผลการวิจัย 
งานวิจัยนี้สามารถเพิ่มปริมาณช้ินยีน dhaT และนำเข้า

เซลล์ E. coli ได้สำเร็จ โดยเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาส-
มิดลูกผสมไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอด์ของยีน dhaT  
ในฐานข้อมูล NCBI พบว่ายีนที่ได้มีความเหมือน 99.88% กับยีน 
dhaT ข อ ง  Lactobacillus buchneri NRRL B-3 0 9 2 9 
(CP002652.1) มีลำดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกันอย่างสูงกับ
เอนไซม์ 1,3-Propanediol dehydrogenase (1,3-PDH) ของ 
Lactobacillus buchneri NRRL B-30929 (CP00265 2.1) โดย
มีค่าความเหมือน 99.65% เม่ือทดสอบการแสดงออกของเอนไซม์ 
1,3-PDH พบว่าเอนไซม์ลูกผสมจาก E. coli แสดงกิจกรรมของ
เอนไซม์ 1,3-PDH แสดงให้เห็นว่ายีน dhaT จาก L. buchneri 
สามารถแสดงออกใน E. coli ได้ 
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