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บทคัดย่อ 

 

แบคทีเรีย Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) เป็นสาเหตุหลกัของการติดเช้ือระบบ

ทางเดินปัสสาวะทั่วโลก โปรตีนสารพิษ Hemolysin A (HlyA) เป็น virulence factor ท่ีส าคัญต่อ

กลไกการติดเช้ือและสามารถบ่งบอกถึงระดบัความรุนแรงของโรคได ้โดยโปรตีน HlyA ท าลาย

เน้ือเยื่อภายในระบบทางเดินปัสสาวะดว้ยการสร้างรูพรุนบริเวณเยื้อหุ้มเซลล์ของเซลล์เป้าหมาย 

HlyA จะท างานได้ต้องอยู่ในรูป active form ซ่ึงจะถูกกระตุ้นด้วยโปรตีน HlyC งานวิจัยน้ีจึงมี

วตัถุประสงคห์ลกัในการผลิตและท าบริสุทธ์ิทั้งโปรตีน HlyA และ HlyC เพื่อน าไปศึกษาคุณสมบติั

เบ้ืองตน้ทางชีวเคมี โดยสร้างพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyA หรือ hlyC จากเช้ือแบคทีเรีย 

UPEC ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะในโรงพยาบาล

ทางภาคใตข้องประเทศไทย พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี hlyA และ hlyC ท่ีไดแ้ตกต่างจากของ 

UPEC สายพนัธุ์อ่ืน เช่น CFT073, J96 และ UTI89 โดยมีความคลา้ยคลึงกบัสายพนัธุ์ CFT073 มาก

ท่ีสุด คิดเป็น 99.2% และ 98.8% ตามล าดับ ผูว้ิจัยจึงก าหนดให้เช้ือท่ีแยกได้จากผูป่้วยท่ีใช้ใน

งานวิจัยน้ีเป็นสายพันธุ์  MNT08 จากนั้ นน ามาผลิตโปรตีนโดยแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์  

BL21(DE3) พบการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม HlyA และ HlyC ปริมาณมากในรูปของ 

insoluble protein ท่ีอุณหภูมิ 37 และ 25 องศาเซลเซียส ตามล าดบั เม่ือน าโปรตีนมาท าบริสุทธ์ิดว้ย

วิธี Ni-NTA affinity chromatography และตรวจสอบดว้ยวิธี SDS-PAGE พบโปรตีนลูกผสม HlyA 

ท่ีมีมวลโมเลกุลประมาณ 110 kDa ส่วนโปรตีนลูกผสม HlyC พบวา่มีมวลโมเลกุลประมาณ 19 kDa 

เม่ือตรวจสอบความถูกตอ้งของโปรตีนท่ีผลิตได้ด้วยเทคนิค mass spectrometry พบว่าเปปไทด์ท่ี

สกัดได้จากโปรตีนลูกผสม HlyA ซ่ึงคิดเป็น 55% ของล าดับกรดอะมิโนทั้งหมด ตรงกับโปรตีน 

hemolysin ท่ีแสดงออกโดยยีน hlyA จากเช้ือแบคทีเรีย UPEC (Accession number: P09983) ส่วน

โปรตีนลูกผสม HlyC ท่ีผลิตได้ตรงกันกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน hemolysin-activating 
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lysine-acyltransferase (HlyC) จากเช้ือแบคทีเรีย UPEC (Accession number: P09984) ซ่ึงคิดเป็น 

56% ของล าดับกรดอะมิโนทั้ งหมด เน่ืองจาก HlyA ท่ีผลิตได้เป็น pro-HlyA ท่ีอยู่ในรูปของ 

unfolded polypeptide จึงตอ้งน าไป refolding โดยการ folding จะเกิดได้ต้องมี Ca2+ มาจบับริเวณ 

RTX domain ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ โปรตีน HlyA สามารถเกิดการ folding ไดใ้นสารละลาย 

50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl, 20 mM CaCl2 นอกจากน้ี การศึกษาเบ้ืองต้นเ ก่ียวกับ

ความสัมพนัธ์ทางโครงสร้างและการท างานของโปรตีน  โดยสร้างแบบจ าลองโครงสร้างสามมิติ

ของโปรตีน HlyA ดว้ยโปรแกรม SWISS-MODEL พบว่าโครงสร้างสามมิติของโปรตีน CyaA จาก

เช้ือแบคทีเรีย Bordetella pertussis สามารถใช้เป็นแม่แบบท่ีเหมาะสมท่ีสุด ทั้งน้ีโปรตีน CyaA มี

ระบบการหลัง่ออกนอกเซลล์แบบ T1SS ท่ีคลา้ยกบั HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli แต่เน่ืองด้วย

ขอ้จ ากดัดา้นความยาวของแม่แบบดงักล่าว ท าให้แบบจ าลองท่ีสร้างขึ้นสามารถท านายโครงสร้าง

ของ HlyA ได้เพียงหน่ึงในสามเท่านั้ น โดยแสดงโครงสร้าง monomer ของโปรตีน HlyA ท่ี

ครอบคลุมกรดอะมิโนเพียง 339 ตัว ท่ีอยู่บริเวณ C-terminal (residues 612-950) ในส่วนของ

แบบจ าลองโครงสร้างโปรตีน HlyC นั้ นพบว่าโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน ApxC จากเช้ือ 

Actinobacillus pleuropneumoniae เป็นแม่แบบท่ีเหมาะสมท าให้ได้โครงสร้างจ าลองของ HlyC ท่ี

เป็น homodimer ซ่ึงครอบคลุมกรดอะมิโน 167 ตวั (residues 3-169) คิดเป็น 98.2% ของกรดอะมิโน

ทั้งหมด โดยสรุป ผลการศึกษาจากงานวิจยัน้ีสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในการศึกษาเชิงลึกเก่ียวกบั

การท างานของโปรตีน HlyA และการศึกษาโครงสร้างของโปรตีน HlyA แบบเต็มความยาว โดยใช้

เทคนิค X-ray crystallography เพื่อท าความเข้าใจในการสร้างรูพรุนในกลไกการติดเช้ือระบบ

ทางเดินปัสสาวะไดใ้นอนาคต 
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Abstract 

 Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the main cause of urinary tract infection (UTI) 

worldwide. The exotoxin hemolysin A (HlyA) is a virulence factor that plays important role in the 

mechanism of UTI and indicates the severity of UTI symptoms. HlyA induces the pore formation 

in membrane of the host cells. It functions as the active HlyA which is activated by HlyC in the 

acylation reaction. The main objective of this research is to express and purify both HlyA and HlyC 

proteins as well as to preliminary study the biochemical properties. Constructing the recombinant 

plasmids pET17b-hlyA encoding HlyA and pET17b-hlyC encoding HlyC by using UPEC genomics 

isolated from UTI patients admitted to the hospital in southern Thailand as a template revealed that 

nucleotide sequences of hlyA and hlyC genes were different from other UPEC strains i.e. CFT073, 

J96 and UTI89, with the most similarity to CFT073 corresponding to 99.2% and 98.8%, 

respectively. The UPEC strain of this research was therefore designated as strain MNT08. Both 

HlyA and HlyC proteins were overexpressed as insoluble proteins at 37 °C and 25 °C respectively 

in E. coli strain BL21(DE3). After a single-step purification using Ni-NTA affinity chromatography 

, the purified HlyA and HlyC proteins were analysed by SDS-PAGE revealing a molar mass of 

approximately 110 kDa and 19 kDa, respectively. Based on mass spectrometry, the purified HlyA 

protein was identified as hemolysin with 55% similarity to hemolysin encoded by hlyA gene from 

UPEC (Accession number: P09983) while HlyC had 56% similarity to hemolysin-activating lysine-

acyltransferase HlyC from UPEC (Accession number: P09984). HlyA is expressed as an unfolded 

protein called pro-HlyA. Normally, pro-HlyA can folding in the condition with Ca2+, which is 

interaction on the RTX domain. HlyA was successfully folded in a buffer containing 50 mM Tris-

HCl pH 7.4, 50 mM NaCl, and 20 mM CaCl2. A preliminary study on the structural and functional 

relationships of proteins. The three-dimensional structural of the HlyA protein was created using 
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SWISS-MODEL. A homology model of HlyA protein was generated using the structure of CyaA 

from Bordetella pertussis, which has a T1SS secretion system like HlyA from E. coli, as the most 

suitable template. The model was predicted as a monomer covering 339 amino acids at the C-

terminus (residues 612-950). Due to the limitation of short-length template, the model in this 

research was able to predict only one-third portion of HlyA structure. Meanwhile, ApxC of 

Actinobacillus pleuropneumoniae was used as a template for homology modeling of HlyC. The 

HlyC model was built as a homodimer covering 167 amino acids (residues 3-169), accounting for 

98.2% of the total amino acid residues. To sum up, this research is only a preliminary study 

providing useful information for further functional and structural studies of the full length HlyA 

using X-ray crystallography in order to acquire a better understanding of the pore formation in UTI 

mechanism. 
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บทที่ 1 

บทน า 

การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ (urinary tract infection หรือ UTI) เป็นโรคติดเช้ือท่ีท า

ให้เกิดการอกัเสบของอวยัวะภายในระบบทางเดินปัสสาวะ  การติดเช้ือแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ       

1) การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะตอนล่าง (lower urinary tract infection หรือ lower UTI) การ

อกัเสบเกิดท่ีบริเวณกระเพาะปัสสาวะ (cystitis) หรือท่อปัสสาวะ (urethritis)  และ 2) การติดเช้ือ

ระบบทางเดินปัสสาวะตอนบน (upper urinary tract infection หรือ upper UTI) เป็นชนิดท่ีเกิดได้

ยากกว่า มีการติดเช้ือท่ีบริเวณกรวยไตส่งผลให้เป็นโรคกรวยไตอกัเสบ (pyelonephritis) (Flores-

Mireles et al., 2015) 

การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะเป็นหน่ึงในโรคติดเช้ือท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรียท่ีพบมาก

ท่ีสุดทัว่โลก ในแต่ละปีจะมีผูติ้ดเช้ือโดยประมาณ 150 ลา้นคนทัว่โลก (Terlizzi et al., 2017) และ

สามารถเกิดไดใ้นทุกเพศทุกวยั แต่จะพบมากในผูสู้งอายุ เน่ืองดว้ยร่างกายของผูสู้งอายุส่วนใหญ่มี

ภาวะภูมิต้านทานโรคต ่า โดยปัจจัยเส่ียงท่ีท าให้เกิดการติดเช้ือมีได้หลายสาเหตุ เช่น การกลั้น

ปัสสาวะนาน ๆ การใช้สายสวนปัสสาวะในผูป่้วยท่ีเป็นโรคอมัพฤกษ์ อมัพาต ซ่ึงมกัเกิดกบัเพศ

หญิงมากกว่าเพศชายและเกิดซ ้ าไดบ้่อยคร้ัง เน่ืองจากลกัษณะทางกายภาพของท่อปัสสาวะในเพศ

หญิงเปิดออกสู่ภายนอกบริเวณใกลเ้คียงปากช่องคลอดและรอบปากทวารหนกัท่ีเป็นแหล่งของเช้ือ

โรค รวมถึงขนาดของท่อปัสสาวะของเพศหญิงท่ีสั้นกว่าของเพศชายมากท าให้เช้ือสามารถเดินทาง

จากปากท่อไปยงักระเพาะปัสสาวะได้ง่าย (Mody & Juthani-Mehta, 2014) อาการของการติดเช้ือ

ระบบทางเดินปัสสาวะท่ีพบไดบ้่อย ไดแ้ก่ ปัสสาวะคร้ังละน้อย ๆ แต่บ่อยคร้ังโดยเฉพาะในเวลา

กลางคืนและอาจมีอาการปวดแสบในช่วงท้ายของการปัสสาวะ ในบางรายอาจมีปัญหากลั้น

ปัสสาวะไม่อยู ่โดยปัสสาวะมีลกัษณะขุ่นหรือมีกล่ินแรงผิดปกติ นอกจากน้ีอาจมีอาการอ่ืนร่วมดว้ย 

เช่น มีไข ้ปวดเม่ือยกลา้มเน้ือช่วงเอว รู้สึกอ่อนเพลีย คล่ืนไส้ เป็นตน้ การวินิจฉัยการติดเช้ือท าได้

โดยดูประวติัอาการ การตรวจปัสสาวะเพื่อดูเม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดง การเอกซเรยช่์องทอ้ง

และอุง้เชิงกราน การส่องกลอ้งตรวจระบบทางเดินปัสสาวะ การตรวจทางห้องปฏิบติัการเพิ่มเติม 

เช่น การตรวจยอ้มเช้ือ การเพาะเช้ือจากปัสสาวะ ร่วมกบัตรวจหาชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีจะใช้ฆ่า

เช้ือ (Mehnert-Kay, 2005) ถึงแมว้่าในปัจจุบันจะมีแถบตรวจหาสารไนไตรท์ในปัสสาวะ (urine 

nitrite test strip) ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีรวดเร็วท่ีใช้ในการตรวจหาการติดเช้ือของแบคทีเรียในกลุ่ม 
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Enterobacteriaceae ได้แก่ Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae และ Proteus mirabilis ยกเว้น 

Candida, Streptococci และ Enterococci (Mehnert-Kay, 2005) เน่ืองจากแบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถ

ผลิตเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียนสารไนเตรต (nitrate) ให้เป็นสารไนไตรท์ (nitrite) ซ่ึงการ

ตรวจด้วยวิธีน้ีจะต้องท าโดยผูเ้ช่ียวชาญทางห้องปฏิบัติการและพบว่ายงัมีข้อบกพร่องอยู่มาก 

เน่ืองจากมกัให้ผลการทดสอบเป็นลบโดยไม่สามารถระบุไดช้ดัเจนว่าเป็นเพราะไม่มีการติดเช้ือใน

ตวัอย่างปัสสาวะจริง ๆ หรือเกิดขอ้ผิดพลาดจากสาเหตุอ่ืน ดงันั้นจากขอ้พบพร่องด้านการตรวจ

วินิจฉัยการติดเช้ือ จึงน าไปสู่การศึกษาโดยมุ่งเนน้ให้เกิดการพฒันาต่อยอดเพื่อให้ไดว้ิธีการวินิจฉยั

การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะอยา่งง่าย 

การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะท่ีพบได้บ่อยมกัมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สาย

พนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ (Uropathogenic E. coli หรือ UPEC) คิดเป็น

ประมาณมากกว่า 80% ของการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ (Parvez & Rahman, 2018) ซ่ึงขั้นตอน

ส าคญัท่ีก่อใหเ้กิดโรค UTI คือ แบคทีเรียเขา้ไปยึดเกาะตรงบริเวณเซลลเ์ยื่อบุผนงักระเพาะปัสสาวะ 

(uroepithelial cell) โดยอาศยัการท างานของ virulence factor หลายชนิด ไดแ้ก่ โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ง

กับการยึดเกาะ เช่น tryp 1 pili, P (Pap) pili, S pili, F1C pili และ Afa/Dr adhesins โปรตีนสารพิษ 

(toxin) ท่ีท าหน้าท่ีท าลายการท างานและเน้ือเยื้อภายในระบบทางเดินปัสสาวะ เช่น โปรตีน α-

hemolysin หรือ hemolysin A (HlyA) และ cytotoxic necrotizing factor1 (CNF1) (Flores-Mireles et 

al., 2015) จากรายงานการศึกษาการตรวจหายีนท่ีแสดงออกไปเป็นโปรตีนก่อโรคของเช้ือ UPEC 

จากผูป่้วยจ านวน 254 คน ท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ ในภาคใตข้อง

ประเทศไทย ณ โรงพยาบาลมหาราชจงัหวดันครศรีธรรมราช พบว่า 33.5% ของผูป่้วยมีการตรวจ

พบยีนอย่างน้อยหน่ึงยีน ซ่ึงยีนท่ีพบมากในผูป่้วยท่ีติดเช้ือโดยมีการตรวจพบในอตัราท่ีเท่ากนัมี

ทั้งหมด 3 ยีน คือ ยีนท่ีสังเคราะห์โปรตีน P pili, CNF1 และ HlyA (Sukhumungoon et al., 2015)      

แต่เน่ืองจาก P pili จะมีบทบาทท่ีส าคญัและมีการแสดงออกในระยะท่ีมีการติดเช้ือตรงบริเวณไต 

และ CNF1 สามารถแสดงออกไดใ้นแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์อ่ืน ๆ ซ่ึงไม่จ าเพาะกบัเช้ือแบคทีเรีย 

UPEC (Kaper et al., 2004) นอกจากน้ี พบการรายงานว่าระดับความรุนแรงของโรคจะขึ้นอยู่กับ

ระดบัการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีน HlyA (O’Hanley et al., 1991) ซ่ึงโปรตีน HlyA น้ี

จะไม่สามารถพบไดใ้นเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค (nonpathogenic strains) 

แต่จะพบได้เฉพาะในเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดิน

ปัสสาวะเท่านั้น (Kerényi et al., 2005) ดงันั้นโปรตีน HlyA จึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจเป็นอย่างมาก โดย
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การน าโปรตีน HlyA น้ีมาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีเพื่อระบุการติดเช้ือ แลว้น าไปสู่เป้าหมายในการพฒันาแถบ

ตรวจการติดเช้ือแบบใหม่ไดใ้นอนาคต  

โปรตีน HlyA เป็นโปรตีนสารพิษชนิดหน่ึงถูกจดัให้อยู่ในกลุ่มโปรตีน repeats in toxin 

หรือ RTX ท่ีถูกหลัง่ออกนอกเซลล์แบคทีเรีย E. coli ผ่านกระบวนการหลัง่แบบ Type 1 secretion 

system (T1SS) โดยการสังเคราะห์ (synthesis), การกระตุ้น (activation) และการหลั่ง (secretion) 

ของโปรตีน HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย UPEC จะถูกก าหนดดว้ยการแสดงออกของ hlyCABD operon 

ท่ีอยู่บนโครโมโซม (chromosome) (Gentschev et al., 2002) ซ่ึงโปรตีน HlyA ท่ีถูกสังเคราะห์ขึ้น

ในตอนแรกจะอยู่ในรูปของ pro-HlyA ท่ียงัไม่สามารถท างานได ้โปรตีนจะถูกเปลี่ยนให้อยูใ่นรูปท่ี

สามารถท างานได้ (active form) ก็ต่อเม่ือถูกกระตุ้นด้วยโปรตีน hemolysin-activating lysine -

acyltransferase (HlyC) ผ่านปฏิกิริยา acylation ด้วยการยา้ย (transfer) หมู่ acyl 2 หมู่จากโปรตีน 

acyl carrier protein (ACP) ไปยงัต าแหน่ง K564 และ K690 ของ pro-HlyA ซ่ึงกระบวนการน้ีจะเกิด

ภายในไซโทซอล (cytosol) การเกิดปฏิกิริยา acylation น้ีจึงจ าเป็นอย่างมากส าหรับโปรตีน HlyA 

เพื่อใช้ในการท าลายเซลล์เป้าหมายหลายชนิด โดยโปรตีน HlyA จะสร้างรูพรุน (pore) ในเยื่อหุ้ม

เซลล์ท าให้เซลล์เกิดความเสียหายส่งผลให้เซลล์เป้าหมายไม่สามารถท างานได้ตามปกติ 

(Peherstorfer et al., 2018)  

อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบนัความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบักลไกการท างานของโปรตีน HlyA ยงั

ไม่ชดัเจนพอ เน่ืองจากขาดขอ้มูลเก่ียวกบัโครงสร้างของโปรตีน HlyA และการฟอร์มรูพรุน ดงันั้น

งานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นท่ีจะผลิตโปรตีน HlyA แต่เน่ืองดว้ยโปรตีน HlyA จะอยู่ในรูป active form ได้

จะตอ้งถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีน HlyC ผูว้ิจยัจึงตอ้งท าการผลิตโปรตีน HlyC ควบคู่ไปดว้ย ซ่ึงโปรตีน

ท่ีถูกผลิตขึ้นและข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยน้ีจะสามารถน าไปใช้ในการศึกษาทางโครงสร้างของ

โปรตีน active HlyA และอาจน าไปใชใ้นการผลิต antibody ท่ีมีความจ าเพาะต่อโปรตีน HlyA ของ

เช้ือ UPEC เพื่อพฒันาเป็นชุดตรวจการติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะอยา่งง่ายไดใ้นอนาคต 
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วัตถุประสงค์ 

1. สร้างพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน hlyA และ hlyC จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UPEC ท่ี

แยกไดจ้ากผูป่้วยในพื้นท่ีภาคใตข้องประเทศไทย 

2. ผลิตและท าบริสุทธ์ิโปรตีน hemolysin A (HlyA) และโปรตีน hemolysin-activating lysine 

-acyltransferase (HlyC) 

3. ศึกษาเบ้ืองตน้เก่ียวกบัคุณสมบติัทางชีวเคมีและโครงสร้างของโปรตีน HlyA และโปรตีน 

HlyC 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

1.1 กลไกการติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ 

การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะแบ่งออกเป็น 11 ขั้นตอน (Flores-Mireles et al., 2015) 

ดงัน้ี 1) การติดเช้ือจะเร่ิมตน้ขึ้นเม่ือเช้ือแบคทีเรีย UPEC ท่ีอยูใ่นล าไส้ใหญ่ปนเป้ือนไปยงับริเวณท่อ

ปัสสาวะและตั้งรกราก (colonize) ในท่อปัสสาวะ (รูปท่ี 1.1) 2) เช้ือ UPEC ท่ีอยู่ในท่อปัสสาวะ

เคล่ือนยา้ย (migration) ไปยงักระเพาะปัสสาวะ 3) จากนั้นเช้ือแบคทีเรีย UPEC เพิ่มจ านวนตวัเอง 

แล้วเกิดการแสดงออก (expression) ของ pili และ adhesins เพื่อใช้ในการบุกรุก (invasion) ท่ี 

superficial umbrella cells ส่งผลท าให้เกิดการอักเสบในกระเพาะปัสสาวะ 4) เม็ดเลือดขาวชนิด 

neutrophil เขา้มายงับริเวณท่ีอกัเสบเพื่อก าจดัแบคทีเรีย 5) แบคทีเรียบางตวัมีการหลบเล่ียงระบบ

ภูมิคุ ้มกัน ไม่ว่าจะเป็นผ่านการบุกรุก host cell หรือผ่านการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยา 

(morphology) ส่งผลให้เกิดการด้ือต่อ neutrophil แบคทีเรียเหล่าน้ีจึงเพิ่มจ านวนตัวเองขึ้ น 6) 

แบคทีเรียสร้าง biofilm ขึ้นใน epithelial cell 7) epithelial cell ภายในกระเพาะปัสสาวะถูกท าลาย 

ซ่ึงเป็นผลมาจากแบคทีเรียผลิต toxins และ proteases 8) แบคทีเรีย UPEC เคล่ือนท่ีไปยงัไต 9) 

แบคทีเรียมีการเพิ่มจ านวนตวัเองขึ้นภายในไต 10) เน้ือเยื่อภายในไตถูกท าลาย จากการท่ี UPEC 

ผลิต toxins 11) ถา้ไม่ไดรั้บการรักษาโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ และแบคทีเรียสามารถ

เคล่ือนผ่าน tubular epithelial barrier ภายในไตได ้จะท าให้พฒันาไปสู่การติดเช้ือในกระแสเลือด 

(bacteremia) ไดใ้นท่ีสุด  
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รูปท่ี 1.1 อวัยวะท่ีเกี่ยวข้องกับการติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ 

 การติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะจะเร่ิมจากเช้ือแบคทีเรีย UPEC ท่ีอยูใ่นล าไส้ใหญ่เกิดการ

ปนเป้ือนไปยงับริเวณท่อปัสสาวะ (urethra) แลว้มีการเคล่ือนยา้ยไปยงับริเวณกระเพาะปัสสาวะ 

(bladder) และเพิ่มจ านวนตวัเองมากขึ้น เม่ือร่างกายไม่สามารถก าจดัเช้ือแบคทีเรีย UPEC ไดด้ว้ย

ระบบภูมิคุม้กนั ท าให้แบคทีเรียเคล่ือนยา้ยไปยงับริเวณไต (kidneys) หากผูป่้วยไม่ไดรั้บการรักษา

จะน าไปสู่การติดเช้ือในกระแสเลือด 

  

1.2 Virulence factor ของเช้ือแบคทีเรีย UPEC ท่ีส าคัญต่อกลไกการก่อโรคติดเช้ือระบบทางเดิน

ปัสสาวะ 

เช้ือแบคทีเรีย UPEC สามารถสร้าง virulence factor หลายชนิดท่ีท าหน้าท่ีส าคญัในกลไก

การก่อโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะทั้งในกระเพาะปัสสาวะและไต ซ่ึงสามารถแบ่งไดห้ลาย

กลุ่มตามหน้าท่ี ได้แก่ adhesins (Type 1 pili, P pili, S pili, Afa/Dr adhesins และ F1C pili), toxins 

(HlyA, CNF1 และ Sat) และ factor อ่ืนๆ ดังแสดงในตารางท่ี 1.1 (Etefia, 2021) และรูปท่ี 1.2 ซ่ึง

แสดงใหเ้ห็นถึงบทบาทในการท างานและการจบักบั receptor  
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ตารางท่ี 1.1  ข้อมูลเกีย่วกบั receptor และหน้าที่ของ E. coli virulence factor 

Virulence factor Receptor/target Role Gene  

Type 1 pili mannosylated uroplakins, 

α3 1 integrins 

Binding factor fimH 

P pili Gal-α-1,4-Gal- 

containing globoseries 

glycosphingolipids 

For binding to the 

uroepithelial cells  

papG 

S pili α-sialyl-2,3--galactoside 

-containing receptor 

Binding factor sfa 

F1C pili lactosylceramide-containing Binding factor focA 

Afa/Dr adhesins Integrins, Collagens, CD55 Binding factor afa/drb 

Hemolysin A (HlyA) Erythrocytes, Leukocytes Cell lysis hlyA 

Cytotoxic necrotizing 

factor1 (CNF1) 

RhoA, CDC42, RAC Altered cytoskeleton, 

necrosis 

cnf1 

Secreted autotransporter 

toxin (Sat) 

? Vacuolation,  

Tissue damage 

sat 

Salmochelin Siderophore receptor Small iron chelator 

molecules, uptake 

iroN 

Aerobactin Siderophore receptor Iron chelation, uptake iucD,iutA 

Yersiniabactin Siderophore receptor Iron uptake,  

biofilm formation 

fyuA 

Haemin Haem receptors Iron uptake, biofilm 

formation 

Hmn, 

chuA 

Outer membrane protease 

T 

- Outer membrane 

protease production 

to degrade protamine 

peptide 

ompT 
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รูปท่ี 1.2 Virulence factors ท่ีส่งเสริมการอยู่รอดและบ่งบอกความรุนแรงของ UPEC ภายใน host 

(ซ้าย) Virulence factors ท่ีท าหน้าท่ีเก่ียวกับระบบการน าธาตุเหล็ก (Fe) เขา้สู่เซลล์ (iron 

acquisition systems) เน่ืองจากธาตุ Fe เป็นองค์ประกอบส าคัญส าหรับการอยู่รอดของแบคทีเรีย     

E. coli ซ่ึง factor ท่ีถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ี แบ่งออกเป็น enterobactin และ salmochelin โดย enterobactin 

จะถูกยบัย ั้งการน าธาตุ Fe เขา้เซลล์ไดด้ว้ยโปรตีน lipocalin ของ host ดงันั้นเพื่อเป็นการหลีกเล่ียง

กลไกการยบัย ั้งน้ี แบคทีเรีย UPEC จึงผลิต salmochelin ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของ enterobactin ท่ีถูก

ดดัแปลงให้อยู่ในรูป glucosylated ท าให้ไม่ถูกจดจ าโดยโปรตีน lipocalin และยงัคงสามารถน าธาตุ 

Fe เขา้เซลลไ์ด ้

(ขวา) เช้ือแบคทีเรีย UPEC หลัง่สารพิษหลายชนิด ไดแ้ก่ HlyA, Sat และ CNF1ท่ีสามารถ

ท าลาย host proteolytic cascade, membrane trafficking, cytoskeleton rearrangements, inflammatory 

response และ survival pathway ของ host cell  

(ล่าง) แบคทีเรีย UPEC สามารถจบักบั host cell และเน้ือเยื่อผ่าน adhesin หลายชนิด เช่น 

Afa/Dr adhesin (จับ integrins, collagens หรือ CD55), S pili (จับกับ α-sialyl-2,3- galactoside-

containing receptors), F1C pili (จบั lactosylceramide-containing receptors), type 1 pili (T1) (จบัได้

ทั้ ง α 31 integrins และ UP1a) และ P pili (จับ glycosphingolipids ตรงบริเวณ Galα (1-4) Gal 

moieties) 

(ท่ีมา: Barber et al., 2016) 
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1.2.1 Virulence factor ของ UPEC ท่ีส าคัญต่อกลไกการก่อโรคติดเช้ือในกระเพาะปัสสาวะ 

ในกระเพาะปัสสาวะ (รูปท่ี 1.3A) Type 1 pili หรือ T1 pili ซ่ึงเป็น virulence factor ของเช้ือ 

UPEC ท่ีเก่ียวข้องกับการยึดเกาะ (adhesin) และจ าเป็นส าหรับการ colonization, invasion และ 

persistence จะถูกกระตุน้ให้แสดงออก โดยปลายสุดของ Type 1 pili ประกอบดว้ยโปรตีน FimH 

(รูปท่ี 1.4) ซ่ึงจะจบัจ าเพาะกบั transmembrane protein ไดแ้ก่ mannosylated uroplakins และ 3 1 

integrins (รูปท่ี 1.2) เพื่อเร่ิมการ colonization และ invasion เขา้สู่ umbrella cells จากการจบักนัของ 

Type 1 pili กบัเซลล์เหล่าน้ีก่อให้เกิดการถ่ายโอนสัญญาณแบบเป็นล าดบั เพื่อกระตุน้ Rho family 

GTPases เช่น โปรตีน Rac ท าใหเ้กิดการจดัเรียงตวัของ actin และแบคทีเรีย UPEC เกิดการเคล่ือนท่ี

เขา้สู่ cytoplasm ของ umbrella cell แลว้เพิ่มจ านวนตวัเองอย่างรวดเร็ว ซ่ึงการเกิด invasion น้ีเป็น

การท าลายการตอบสนองทางภูมิคุ ้มกันของ host แล้วกลายมาเป็นการด้ือต่อการรักษาด้วยยา

ปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาด้วยการสร้าง  intracellular bacterial 

communities (IBCs) ท่ีมีรูปร่างเหมือนกบั biofilm เพื่อเปล่ียนรูปร่างเป็น UPEC filament ส่งผลท า

ใหเ้ช้ือ UPEC ด้ือต่อ neutrophil และเม่ือเช้ือ UPEC ท่ีอยูภ่ายใน IBC มีการเจริญเตม็ท่ีแลว้แบคทีเรีย

เหล่านั้นก็จะแยกยา้ยจาก IBC เพื่อไปบุกรุกเซลลอ่ื์น ๆ ซ่ึงจะช่วยให้แบคทีเรีย UPEC สามารถกลบั

เขา้สู่วฏัจกัร IBC ไดอี้กคร้ัง นอกจากน้ีการท าลายการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัโดยก าเนิดยงัมี

อีกวิธีหน่ึง คือ แบคทีเรีย UPEC จะสร้าง quiescent intracellular reservoirs (QIRs) ใน transitional 

cell ท่ีประกอบดว้ย 4-10 non-replicating bacteria มีเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีถูกแบ่งเป็นช่องด้วย F-actin ท า

ใหเ้ช้ือแบคทีเรีย UPEC สามารถอยูไ่ดน้านหลายเดือน  

ส าหรับการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัแต่ก าเนิดมีบทบาทท่ีส าคญัส าหรับการปกป้อง

เน้ือเยื่อ uroepithelium หลงัจากการ invasion ของเช้ือแบคทีเรีย UPEC ผ่านกลไกการก าจดัเช้ือท่ี

ขึ้นอยู่กบัการแสดงออกของ Toll-like receptor 4 (TLR4) ท่ีอยู่ตรงบริเวณพื้นผิวของ uroepithelial 

cell โดยจะเร่ิมขึ้นเม่ือ lipopolysaccharide (LPS) ถูกปล่อยจากแบคทีเรีย UPEC แลว้จบักับ TLR4 

เกิดการกระตุน้ adenylyl cyclase 3 (AC3) ใหผ้ลิต cyclic AMP จากนั้นส่งผลใหเ้กิด exocytosis ของ 

vesicular UPEC โดยจะส่งผา่น apical plasma membrane ของ umbrella cells เพื่อออกนอกเซลล ์ซ่ึง

กระบวนการ exocytosis น้ีเป็นการก าจดัแบคทีเรียท่ีเกิดจากการ invasion ออกนอกเซลล ์ 

นอกจากน้ีแบคทีเรีย UPEC ยงัสามารถอยู่รอดในกระเพาะปัสสาวะท่ีมีสภาวะแวดลอ้ม

รุนแรงได ้โดยการหลัง่ virulence factor หลายชนิดท่ีมีความส าคญัต่อการไดรั้บสารอาหารของเช้ือ

แบคทีเรีย เช่น โปรตีนสารพิษ α-hemolysin หรือ hemolysin A (HlyA) สารพิษน้ีจะส่งเสริมการ
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สลายเยือ่หุม้เซลลข์อง host ดว้ยการสร้างรูพรุนท าใหธ้าตุเหลก็ (iron หรือ Fe) และ สารอาหารอ่ืน ๆ 

ถูกปล่อยออกมาจาก host cell ได้ง่ายขึ้ น นอกจากน้ี HlyA ยังกระตุ้นการผลัดเซลล์เยื่อบุผิว 

(epithelial exfoliation) เผยใหเ้ห็นชั้นท่ีลึกลงไปของเน้ือเยือ่ uroepithelium ท่ีเรียกวา่ ชั้น transitional 

cell เพื่อสนบัสนุนการแพร่กระจายของเช้ือแบคทีเรีย UPEC ไปยงั host อ่ืน ๆ เม่ือมีการขบัปัสสาวะ

ออก , siderophore (รูปท่ี 1.4) ช่วยให้แบคทีเรียสามารถจับกับ Fe ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์  ซ่ึงถูก

ปลดปล่อยออกจาก host cell โดยโปรตีน HlyA ท าให้แบคทีเรียอยู่รอดไดใ้นระหว่างท่ีมีการติดเช้ือ

ในระบบทางเดินปัสสาวะ  โปรตีนสารพิษ cytotoxic necrotizing factor1 (CNF1) มีผลต่อการ

เปล่ียนแปลงโครงสร้างและการท างานของ host cell โดย CNF-1 จะจับกับ basal cell adhesion 

molecule (BCAM) บน host cell เพื่อกระตุน้ RHO GTPases เช่น RAC1, RHOA และ cell division 

control 42 (CDC42) ส่งผลให้เกิดการจดัเรียงโครงร่างใหม่ของ actin ภายในเซลล์และท าให้เกิด 

membrane ruffling การกระตุน้ RAC1 ท าให้เกิดการ anti-apoptotic และ pro-survival pathway ของ 

host cell โดยผา่นการท างานร่วมกนัของ phosphoinositide 3-kinase (PI3K), AKT (มีอีกช่ือคือ PKB) 

และ nuclear factor-κB (NF-κB) ซ่ึงจะช่วยป้องกันการ apoptosis ของเซลล์เยื่อบุผิวท่ีมีแบคทีเรีย 

UPEC จ านวนมากเกิดการ colonization อยู่  ซ่ึงการอยู่รอดนอก uroepithelial cell ของ UPEC 

จ าเป็นตอ้งหลีกเล่ียงระบบภูมิคุม้กนัโดยก าเนิด (innate immune system) ด้วยการเปล่ียนสัณฐาน

วิทยาให้มีรูปร่างเป็นเส้นใย (filamentous) ซ่ึงท าให้แบคทีเรียสามารถตา้นทานการก าจดัดว้ยเซลล์

เมด็เลือดขาวชนิด neutrophil ไดดี้กวา่แบคทีเรียท่ีมีรูปร่างเป็น bacillus  

 

1.2.2 Virulence factor ของ UPEC ท่ีส าคัญต่อกลไกการก่อโรคติดเช้ือในไต 

การ colonization ของเช้ือแบคทีเรีย UPEC ภายในไต (ดังรูปท่ี 1.3B) จะขึ้นอยู่กับการ 

expression ของ pyelonephritis-associated (P) pili โดยปลายสุดของ P pilus จะประกอบดว้ยโปรตีน 

adhesin PapG (รูปท่ี 1.4) ซ่ึงจะไปจับกับ globoside-containing glycolipids ท่ีเคลือบอยู่บน renal 

tissue นอกจากน้ี PapG ยงัสามารถจับกับ TLR4 ได้ท าให้ช่วยลดการแสดงออกของ polymeric 

immunoglobulin receptor (PIGR) ส่งผลใหก้ารขนส่ง immunoglobulin A (IgA) จาก lamina propria 

ไปท่ี renal epithelium ลดลง ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้เช้ือแบคทีเรีย UPEC สามารถหลบหลีกกลไกการ

ป้องกนัท่ีส าคญัของ host cell เน่ืองจากขาดการขนส่ง IgA ใน renal epithelial แลว้น าไปสู่การเพิ่ม

จ านวนของแบคทีเรียใหไ้ปยงัส่วนอ่ืน ๆ ของทางเดินปัสสาวะ (Flores-Mireles et al., 2015) 
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รูปท่ี 1.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อความรุนแรงจากแบคทีเรีย UPEC ท่ีท าให้เกดิโรค UTI 

(A) Virulence factor ของเช้ือแบคทีเรีย UPEC ท่ีเกิดการแสดงออกในขณะท่ีมีการติดเช้ือภายใน

กระเพาะปัสสาวะ ไดแ้ก่ Type 1 pili ท าหนา้ท่ีในการยึดเกาะเซลล ์และจ าเป็นส าหรับการ 

colonization, invasion และ persistence ของ host cell, โปรตีนสารพิษ HlyA ท าหน้าท่ีใน

การสลายเยือ่หุม้เซลลข์อง host ดว้ยการสร้างรูพรุน ส่งผลท าให ้Fe และ สารอาหารอ่ืน ๆ ท่ี

จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียถูกปล่อยออกมาจาก host cell, siderophore ช่วยให้

แบคทีเรียสามารถจบักบั Fe ท่ีอยูภ่ายนอกเซลล ์ซ่ึงเป็น Fe ท่ีเกิดจากการถูกปลดปล่อย โดย

โปรตีน HlyA ท าให้แบคทีเรียอยู่รอดได้ในระหว่างท่ีมีการติดเช้ือ และโปรตีนสารพิษ 

CNF-1 มีผลต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและการท างานของ host cell  

(B) Virulence factor ท่ีส าคัญต่อการเกิดโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะท่ีพบภายในไต 

ประกอบดว้ย P pili ท าหนา้ท่ีในการยดึเกาะเซลลแ์ละจ าเป็นส าหรับการ colonization  

(ท่ีมา: Flores-Mireles et al., 2015) 

 

A 

B 
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รูปท่ี 1.4 โครงสร้างและองค์ประกอบของ virulence factor ท่ีอยู่บริเวณพื้นผิวของเช้ือแบคทีเรีย 

UPEC 

Type 1 pili ถูกถอดรหัสดว้ย fim operon และ P pili ถูกถอดรหัสดว้ย pap operon โดย pili 

ทั้งสองประเภทน้ีเป็น heteropolymeric ท่ีประกอบดว้ยหน่วยย่อยโปรตีน pilus ซ่ึง Type 1 pili จะมี

โปรตีน FimH ส่วน P pili มีโปรตีน PapG อยูต่รงบริเวณส่วนปลายสุดและเป็นตวัแทนของ adhesin 

ท่ีแทจ้ริง ท าหนา้ท่ีในการจบักบั carbohydrates ตรงบริเวณพื้นผิวของ host cell, lipopolysaccharide 

(LPS) เป็นโมเลกุลท่ีมีคุณสมบติัเป็น amphipathic ซ่ึงประกอบดว้ยกรดไขมนั (fatty acid) ท่ีต่อกบั 

oligosaccharide และมีความสามารถในการตั้งรกรากตรงบริเวณกระเพาะปัสสาวะอย่างเฉียบพลนั 

โดยจะจับกับ TLR4, siderophore ท าหน้าท่ีเป็น receptor ซ่ึงจะช่วยแบคทีเรียให้จับกับ Fe ท่ีอยู่

ภายนอกเซลล ์ 

(ท่ีมา: Terlizzi et al., 2017) 
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1.3 คุณสมบัติของโปรตีน HlyA 

 จากการศึกษาข้อมูลของโปรตีน HlyA พบว่า โปรตีนน้ีย ังไม่มีแบบจ าลองและผลึก

โครงสร้าง 3 มิติ มีแต่การศึกษาท่ีเป็น fragment สั้น ๆ แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้ารวบรวมเพื่อใช้อธิบาย

คุณสมบติัของโปรตีน HlyA ทั้งโปรตีน โดยโปรตีน HlyA ประกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 1,024 

ตวั มีมวลโมเลกุล 110 kDa และแบ่งออกได้เป็นหลาย domain บริเวณ C-terminus ประกอบด้วย 

non-cleaved secretion signal และ RTX domain ซ่ึงเป็นชนิด nonapeptide มีล าดบัซ ้ า (repeats) เป็น 

GGxGxDxUx (U คือ large hydrophobic amino acid และ x คือ amino acid ชนิดใดก็ได)้ (Thomas, 

Holland et al., 2014) โดยบริเวณ RTX domain น้ีจะจบักบั calcium ion (Ca2+) หลงัจากท่ีโปรตีนถูก

หลัง่ออกจากเซลลข์องแบคทีเรีย ท าให้บริเวณ RTX domain ท่ีอยู่ตรง C-terminus มีโครงสร้างเป็น

แบบ -roll (รูปท่ี 1.5) และกระตุน้การเปล่ียนแปลงโครงสร้างทั้งโปรตีน เพื่อใหโ้ปรตีน HlyA เกิด

ความเสถียรและเผยให้เห็นบริเวณ side chains ท่ีจะสามารถเกิด interaction กบัผนังเซลลข์อง host 

cell ได ้ส่วน N-terminus ของโปรตีน HlyA มีโครงสร้างเป็นแบบ -helices และมีคุณสมบติัเป็น 

amphipathic ประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีมีประจุบวก (positively charged amino acid) จ านวน 10 ตวั 

ซ่ึงจ าเป็นส าหรับการสร้างรูพรุนบนพื้นผิวเซลล์ของ host cell (host cell surface) หรือภายในชั้น              

เมมเบรนของ host cell (host cell membrane) (Wiles & Mulvey, 2013)  

นอกจากน้ีโปรตีน HlyA ยงัมีบริเวณท่ีส าคญัอีกหลายบริเวณซ่ึงท าหนา้ท่ีแตกต่างกนั (รูปท่ี 

1.6) ดงัน้ี บริเวณของกรดอะมิโนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการย่อยสลายของเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) 

ไดแ้ก่ ต าแหน่ง amino acid ท่ี 9-37, 564-739 และ 626-726 โดยพบว่า amino acid ท่ี 9-37 หากขาด 

amino acid ตรงบริเวณน้ีจะท าให้ hemolytic เพิ่มขึ้น 2.5 เท่าจากเดิมของ wild-type และส่งผลให้

การสร้าง pore เสถียรยิ่งขึ้น (Ludwig et al., 1991) และท่ีต าแหน่ง amino acid 564-739 สามารถเกิด 

hemolytic activity กบัเซลลเ์ป้าหมายได ้แต่จะไม่รุนแรงเท่ากบัโปรตีน HlyA ท่ีอยู่ในรูปของ wild-

type (Forestier & Welch, 1991) ต าแหน่ง amino acid 626-726 ของโปรตีน HlyA เป็นบริเวณท่ีจบั

กับ anti-HlyA monoclonal D12 antibody ซ่ึง antibody น้ีมีหน้าท่ีในการ blocking ต่อ hemolytic 

activity โดยจะจดจ าบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยา acylation ซ่ึงเป็นหน่วยย่อยของแอนติเจน (epitope) เพื่อ

ไม่ให้โปรตีน HlyA อยู่ในรูป active form (Rowe et al., 1994) ส่วนบริเวณของกรดอะมิโนอ่ืนท่ีไม่

เก่ียวขอ้งกบั hemolytic activity เช่น ต าแหน่ง amino acid 272-301 พบว่ากรดอะมิโนเหล่าน้ีแทรก

อยู่ใน lipid bilayer ของเซลล์เป้าหมายตอนระหว่างการสร้าง pore (Valeva et al., 2008) ต าแหน่ง 
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amino acid 914-936 จะจบักบั glycophorin receptor บน red blood cell (RBC) ซ่ึงกลไกการท างาน

ยังไม่ เ ป็น ท่ีทราบแน่ชัด  (Cortajarena et al., 2003)  และต าแหน่ง  amino acid 989 ซ่ึ ง เ ป็น 

phenylalanine (F989) ส าคญัส าหรับใชใ้นกระบวนการหลัง่โปรตีน HlyA (Ristow & Welch, 2016)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

 

 
 

รูปท่ี 1.5 องค์ประกอบ (domain) ของโปรตีน hemolysin A  

ส่วน N-terminus ของ HlyA มีลกัษณะทางโครงสร้างเป็น -helices และมีคุณสมบติัเป็น 

amphipathic ในขณะท่ี ส่วน C-terminus มีโครงสร้างเป็นแบบ -roll ประกอบด้วย non-cleaved 

secretion signal และ RTX domain ซ่ึงบริเวณก่ึงกลางระหว่างปลายทั้งสองมีกรดอะมิโนท่ีส าคญั 2 

ต าแหน่ง คือ K564 และ K690 กรดอะมิโนทั้งสองต าแหน่งน้ีจะช่วยให้โปรตีน HlyA ถูกเปล่ียนไป

เป็น active form ในกระบวนการ acylation 

(ท่ีมา:Wiles & Mulvey, 2013) 
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รูปท่ี 1.6 บริเวณท่ีส าคัญบนโปรตีน hemolysin A (HlyA) 

 จากกรดอะมิโนทั้งหมด 1,024 ตวั บนสาย polypeptide ของโปรตีน HlyA สามารถ

แบ่งตามหน้าท่ีหรือการท างาน ได้ดังน้ี บริเวณท่ีเก่ียวข้องกับ hemolytic activity ประกอบด้วย 

หมายเลข 1 หรือ ต าแหน่ง amino acid ท่ี 9-37, หมายเลข 3 หรือ ต าแหน่ง amino acid 564-739, 

หมายเลข 4 หรือ ต าแหน่ง amino acid 626-726 ของโปรตีน HlyA ส่วนหมายเลข 2 หรือ ตรง

ต าแหน่ง amino acid 272-301 ท าหน้าท่ีส าคญัในการสร้าง pore, หมายเลข 5 หรือ ต าแหน่ง amino 

acid 914-936 เป็นบริเวณท่ีจับกับ glycophorin receptor บนเซลล์เม็ดเลือดแดงเป้าหมาย และ 

หมายเลข 6 เป็นบริเวณท่ีส าคญัเก่ียวขอ้งกบักระบวนการหลัง่โปรตีน HlyA และมกัมีการกลายพนัธุ์ 

(mutation) เกิดขึ้น เช่น ต าแหน่ง amino acid 989 ซ่ึงเป็น phenylalanine  

(ท่ีมา: Ristow & Welch, 2016) 

 

1.4 การสังเคราะห์ การกระตุ้น และการหลัง่ของ โปรตีน HlyA 

กระบวนการสังเคราะห์ การกระตุน้ และการหลัง่ของโปรตีน HlyA จะถูกควบคุมผ่าน 

hlyCABD operon และ tolC gene (รูปท่ี 1.7) ซ่ึงอยู่บน chromosome ของเช้ือแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะในมนุษย์ (UPEC) (Nagy et al., 2006) โดย

ในช่วงแรกของกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน HlyA จะอยู่ในรูปของ pro-HlyA ท่ีเป็น unfolded 

polypeptide และไม่สามารถท างานได ้ (inactive) โปรตีน HlyA จะท างานไดก้็ต่อเม่ือถูกกระตุน้ให้
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เปล่ียนไปอยู่ในรูป active form โดยการท างานของ HlyC และถูกปล่อยออกจากเซลลแ์บคทีเรียเพื่อ

ไปยงัเซลลเ์ป้าหมายโดยอาศยัการท างานร่วมกนัของโปรตีน HlyB, HlyD และ TolC 

 

 
 

รูปท่ี 1.7 การจัดเรียง hlyCABD operon และยีน tolC บนโครโมโซมของเช้ือแบคทีเรีย UPEC 

ยีน hlyC สังเคราะห์โปรตีน hemolysin-activating lysine-acyltranferase (HlyC), ยีน hlyA 

สังเคราะห์โปรตีน hemolysinA (HlyA), ยีน hlyB สังเคราะห์โปรตีน HlyB , ยีน hlyD สังเคราะห์

โปรตีน HlyD และยีน tolC สังเคราะห์โปรตีน TolC โดยยีน tolC ไม่เก่ียวขอ้งกบั hlyCABD operon 

แต่มีความส าคญัส าหรับกระบวนการหลัง่โปรตีน HlyA ออกจากเซลลแ์บคทีเรีย E. coli  

 

1.4.1 การกระตุ้นโปรตีน HlyA (Activation of HlyA) ด้วยเอนไซม์ HlyC 

 โปรตีน pro-HlyA ท่ีถูกผลิตออกมาในตอนแรกจะยงัไม่สามารถท างานได ้ ซ่ึงตอ้งผา่นการ

เกิดกระบวนการ post-translation ก่อน นัน่คือ การเกิดปฏิกิริยา fatty acylation โดยการกระตุน้ของ

เอนไซม ์hemolysin-activating lysine-acyltranferase (HlyC) ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาดว้ยการยา้ยหมู่ 

acyl 2 หมู่จากโปรตีน acyl carrier protein (ACP) ไปท าปฏิกิริยา acylation กบักรดอะมิโน lysine 2 

ตวั คือ K564 และ K690 ใน pro-HlyA (รูปท่ี 1.8) ท าใหโ้ปรตีน pro-HlyA เปล่ียนไปอยูใ่นรูป active 

HlyA ท่ีมีฤทธ์ิ hemolytic activity เพื่อไปท าลาย host cell (Peherstorfer et al., 2018) กระบวนการ

สังเคราะห์และการกระตุน้ดงักล่าวเกิดขึ้นภายใน cytosol ของเซลลแ์บคทีเรีย (Vázquez et al., 2016)  

 HlyC เป็นเอนไซม์ท่ีมีโครงสร้างเป็น homodimer โดยแต่ละ monomer จะมีมวลโมเลกุล

ประมาณ 20 kDa เอนไซม ์HlyC มีความส าคญัอยา่งมากส าหรับการกระตุน้ใหโ้ปรตีนสารพิษ HlyA 

ท างานได ้และโปรตีน HlyC มีความสามารถในการจบักบั heme ท่ีถูกปล่อยจากเซลล์เม็ดเลือดแดง

โดยโปรตีน HlyA ตรงต าแหน่ง histidine 151 (H151) ดว้ยพนัธะ coordinate ตรงต าแหน่ง histidine 

152 (H151) ด้วยพนัธะไฮโดรเจน ซ่ึงเม่ือ heme จับกับโปรตีนจะท าให้เกิดการยบัย ั้ง enzymatic 

activity ของโปรตีน HlyC (Peherstorfer et al., 2018)  
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รูปท่ี 1.8 กลไกการท างานของโปรตีน HlyA  

โปรตีน HlyA ท่ีถูกสังเคราะห์ขึ้นตอนแรกจะอยูใ่นรูปของ proHlyA ท่ียงัไม่สามารถท างาน

ได ้โดยโปรตีน proHlyA จะอยู่ในรูปของ active form ไดจ้ะตอ้งถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีน HlyC ผ่าน

การเกิดปฏิกิริยา acylation ดว้ยการยา้ยหมู่ acyl 2 หมู่จากโปรตีน ACP ไปยงัต าแหน่ง K564 และ 

K690 ของ proHlyA ภายในไซโทซอล เม่ือโปรตีน HlyA เกิดการ active แลว้จะถูกหลัง่ออกนอก

เซลล์ของแบคทีเรีย ผ่านกระบวนการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลล์ของแบคทีเรีย มีช่ือทางการว่า 

Type1 secretion systems (T1SS) ซ่ึงประกอบไปดว้ยโปรตีนสามชนิด คือ hemolysin A translocation 

ATP-binding protein (HlyB), hemolysin-secretion membrane fusion protein (HlyD) และโปรตีน 

outer membrane protein (TolC) แลว้ไปจบัและท าลายเซลลเ์ป้าหมาย 

 

1.4.2 การหลัง่โปรตีน HlyA ออกจากเซลล์แบคทีเรีย (Secretion of HlyA) 

Type 1 secretion systems (T1SS) เป็นกระบวนการหลัง่โปรตีนหรือสารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ 

ออกจากเซลล์แบคทีเรีย ซ่ึงเป็นท่ีพบแพร่หลายในเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีก่อให้เกิดโรค เช่น         

E. coli, Vibrio cholerae และ  Bordetella pertussis เป็นต้น โดยกระบวนการหลั่งแบบ T1SS ถูก

คน้พบคร้ังแรกในเช้ือแบคทีเรีย UPEC ท่ีสังเคราะห์โปรตีน HlyA (Thomas, Holland, et al., 2014) 

อย่างไรก็ตาม กลไกการหลั่งของโปรตีนแบบ T1SS จะเกิดขึ้นเพียงขั้นตอนเดียว โดยไม่ผ่าน

ตวักลางอย่างชั้น periplasmic ของแบคทีเรีย ซ่ึงกลไกของ T1SS จะประกอบดว้ยโปรตีนสามชนิด
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เท่านั้น (ดงัรูปท่ี 1.9) คือ โปรตีน ATP - binding cassette (ABC) transporter ซ่ึงไดรั้บพลงังานผ่าน 

ATP hydrolysis, membrane fusion protein (MFP) โปรตีนทั้ง 2 ชนิดน้ีจะ form complex ท่ีเสถียรอยู่

ตรงบริเวณ inner membrane และเช่ือมเข้าไปในชั้น periplasm ของแบคทีเรีย แล้วก็เช่ือมต่อกับ 

outer membrane protein (OMP) ท่ีอยู่บ ริ เวณ outer membrane แต่ มีความยาวลึกลงไปในชั้ น 

periplasm ใหเ้ป็นท่อปล่อง (tunnel) (Holland et al., 2005)  

ส าหรับเช้ือแบคทีเรีย UPEC โปรตีนสามชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการหลัง่แบบ T1SS 

ของโปรตีน HlyA ประกอบดว้ย โปรตีน HlyB ท าหนา้ท่ีเป็น ABC transporter, HlyD ท าหนา้ท่ีเป็น 

MFP และ TolC ท าหนา้ท่ีเป็น OMP (รูปท่ี 1.10) (Lecher et al., 2012) 

 

 
 

รูปท่ี 1.9 แบบจ าลองโครงสร้างของกลไกการหลัง่โปรตีนและสารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ แบบ T1SS                  

(A model of T1SS mechanism) 

โปรตีนสามชนิดท่ีท างานร่วมกนัใน T1SS ไดแ้ก่ ABC หรือ ATP-binding cassette transporter, 

MFP หรือ membrane fusion protein และ OMP หรือ outer membrane protein  

(ท่ีมา: Angkawidjaja & Kanaya, 2006) 
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รูปท่ี 1.10 กลไกการหลัง่โปรตีนแบบ T1SS ของโปรตีน HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย UPEC  

HlyB ท าหนา้ท่ีเป็น ABC transporter (สีฟ้า) มีโครงสร้างเป็น dimer, HlyD ท าหนา้ท่ีเป็น MFP (สี

เขียว) และ TolC ท าหนา้ท่ีเป็น OMP (สีเหลือง) มีโครงสร้างเป็น trimer  

(ท่ีมา: Bumba et al., 2016) 

 

1.4.2.1 HlyB 

 โปรตีน HlyB ท าหน้าท่ีเป็น ABC transporter ใน HlyA T1SS ซ่ึงจะกระตุน้การขนส่งสาร

จ านวนมากเข้าหรือออกจากเซลล์ เช่น ions, amino acids, antibiotics และ proteins เป็นต้น โดย

อาศยัพลงังานส าหรับการขนส่งผ่านกระบวนการ ATP hydrolysis โครงสร้างของโปรตีน HlyB จะ

เหมือนกบั ABC transporter ทัว่ ๆ ไป กล่าวคือ ประกอบดว้ย hydrophobic transmembrane domains 

(TMDs) จ านวน 2 domain และ hydrophilic nucleotide binding domains (NBDs) จ านวน 2 domain 

ซ่ึงทั้ง 4 domain น้ีจะอยูบ่นสาย polypeptide 2 เส้นท่ีแตกต่างกนั โดยแต่ละเส้นของ polypeptide จะ
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ประกอบดว้ย TMD และ NBD อย่างละหน่ึง domain เพื่อให้มีโครงสร้างเป็น dimer ท าให้โปรตีน 

HlyB อยู่ในรูป active form (Thomas, Holland, et al., 2014) ซ่ึงล าดับกรดอะมิโนของ TMD จาก 

HlyB มีความคลา้ยคลึงน้อยหรือไม่เหมือนเลยเม่ือเทียบกับโปรตีนอ่ืน ๆ ในกลุ่ม ABC transporter 

จึงท าให้ยงัไม่มีโครงสร้างในฐานขอ้มูลให้ศึกษาเปรียบเทียบ แต่ส าหรับ NBDs จาก HlyB มีหลาย

บริเวณท่ีเป็น conserved motif สูง เช่น Walker A, Walker B, C-, Q-, D-, H- และ Pro-loops โดย

โครงสร้างผลึกของ HlyB-NBD-dimer แสดงดงัรูปท่ี 1.11 (Zaitseva et al., 2005) 

 
 

รูปท่ี 1.11 โครงสร้างของโปรตีน HlyB-NBD dimer และบริเวณ conserved motifs 

จากโครงสร้างผลึกของ HlyB-NBD-dimer H662A (PDB ID: 2FFA) แสดงต าแหน่งท่ีเป็น 

conserved motif สูง ได้แก่ Walker A (สีแดง), Walker B (สีม่วง), C-loop (สีน ้ าเงิน), Q- loop (สี

น ้ าตาลอ่อน), D-loop (สีด า), H-loop (สีเขียว) และ Pro-loop (สีส้ม) จากโครงสร้างจะแสดงให้เห็น

ตรงท่ีเป็นก้าน (sticks) คือ ATP ส่วนสีเขียวรูปทรงกลม (sphere) คือ Mg2+ (ท่ีมา: Zaitseva et al., 

2005) 
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1.4.2.2 HlyD 

 MFP ของ HlyA T1SS คือโปรตีน HlyD หรือเรียกอีกช่ือว่า periplasmic adaptor protein ซ่ึง

จะเช่ือมอยู่ระหวา่งโปรตีน HlyB ตรงบริเวณ inner membrane และ TolC ตรงบริเวณ periplasmic มี

ลักษณะเป็นช่อง  โดยโครงสร้างของ HlyD (PDB ID: 5C21) จะประกอบด้วย 2 domain คือ α-

helical domain และ lipoyl domain ดงัแสดงตามรูป 1.12A ส าหรับการสร้างช่องโปรตีน HlyD จะ 

form โครงสร้างเป็น hexameric (รูปท่ี 1.12B) และมีกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบส าคัญ คือ 

Ala250, Leu243 และ Asp239 เพื่อใช้ในการจับกับบริเวณ α-helical region ของโปรตีน TolC 

อย่างไรก็ตามโครงสร้างของโปรตีน HlyD ยงัไม่ครอบคลุมโปรตีนเต็มความยาว โดยยงัขาด

โครงสร้างบริเวณปลาย N-terminal ท่ีต าแหน่ง residues 1-95 และตรงบริเวณปลาย C-terminal ตรง

ต าแหน่ง residues 372-478 ท าให้ไม่ทราบโครงสร้างทั้งหมดท่ีชดัเจน เน่ืองจากส่วนท่ีขาดหายไป

ของโปรตีน HlyD เหล่าน้ีไม่มีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีนในกลุ่ม MFP อ่ืนๆ (Kim et al., 2016) 

รูปท่ี 1.12 โครงสร้างและองค์ประกอบของโปรตีน HlyD 

(A) แบบจ าลองโครงสร้างของโปรตีน HlyD ท่ีมีลกัษณะเป็น hexameric โดยภาพดา้นซา้ยเป็น

การมองโครงสร้างจากทางดา้นขา้ง ส่วนภาพขวาจะเป็นการมองภาพจากทางดา้นบน 

(B) องคป์ระกอบของโปรตีน HlyD ซ่ึงจะประกอบดว้ย 2 domains คือ α-helical domain และ 

lipoyl domain และมี residues ท่ีส าคญั คือ Ala250, Leu243 และ Asp239 ซ่ึงอยู่ตรงบริเวณ 

α-helical ตรงกลางสายโพลีเปปไทด์ของโปรตีน HlyD เพื่อใชใ้นการจบักบัโปรตีน TolC 

(PDB ID: 5C21)      

(ท่ีมา: Kim et al., 2016) 

B A 



21 

1.4.2.3 TolC 

 Outer membrane protein ของ HlyA T1SS คือ TolC โดยการฟอร์มโครงสร้างของโปรตีน 

TolC ในระบบ T1SS จะเป็นแบบ homotrimeric ดงัแสดงรูปท่ี 1.13A ท าหน้าท่ีสร้างช่องท่ีมีความ

ยาวขนาด 140 Å จากบริเวณปลาย periplasmic ไปจนถึง loop ของ -barrel การสร้างช่องของ TolC 

น้ีมีความยาวต่อเน่ืองติดกนั ซ่ึงความยาวของช่องตรงบริเวณ outer membrane มีขนาดความยาวเพียง 

10 Å แลว้ขยายความยาวไปจนถึงตรงบริเวณ periplasmic ท่ีมีความยาว 100 Å (รูปท่ี 1.13B) โดย

บริเวณ -barrel ท่ีอยู่ตรงต าแหน่ง outer membrane ประกอบด้วย -stain จ านวน 4 อัน ต่อ 1 

monomer ท่ีก่อตวัเป็นทรงกระบอก และส่วนของ polypeptide ท่ีติดกบั -barrel บริเวณ periplasmic 

มีโครงสร้างเป็นแบบ α-helix จ านวน 12 เส้นต่อ 1 monomer มีความกวา้งขนาดเส้นผา่นกลางซ่ึงวดั

จากภายนอกขอบของช่อง 35 Å และมีความกวา้งขนาดเส้นผ่านกลางซ่ึงวดัจากภายในของช่อง

ประมาณ 20 Å ดังแสดงตามรูป 1.13A และ 1.13B ตามล าดับ เม่ือช่องรูพรุนบริเวณปากท่อตรง

ต าแหน่ง periplasmic ปิดจะมีขนาดความกวา้งเส้นผ่านศูนยก์ลางเพียง 3.5 Å ท าให้มนัเล็กเกินกว่า

จะปล่อยให้ไอออนผ่านไปได้ (รูปท่ี 1.13C) (Lenders et al., 2013) กรดอะมิโนท่ีส าคญัส าหรับการ

ปิดปากท่อ คือ T152, D153, Y362 และ R367 เพราะเม่ือท าการ mutation ท่ี amino acid เหล่าน้ีให้

เป็น alanine พบว่ามีผลท าให้โครงสร้างของปากท่อ TolC เปิดออก และจากการทดลองของ Pei et 

al., 2011 พบว่าเม่ือท าการ double mutation ตรงต าแหน่ง Y326F และ R367S ส่งผลให้ปากท่อของ

โปรตีน TolC ตรงบริเวณ periplasmic ขยายใหญ่ขึ้น (รูปท่ี 1.13D) เป็นผลอนัเน่ืองมาจากการอ่อน

ตวัลงของ ionic interaction ระหวา่ง monomers (Lenders et al., 2013) 
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รูปท่ี 1.13 โครงสร้างของโปรตีน TolC ในระบบ HlyA T1SS  

(A) แสดงโครงสร้างสามมิติของโปรตีน TolC homotrimer จากมุมมองด้านข้าง โดยแต่ละ 

monomer ถูกแสดงดว้ยสีต่างกนั คือ สีเขียว, สีฟ้า และสีม่วง 

(B) ภาพตดัขวางบริเวณดา้นขา้งของ TolC trimer แสดงใหเ้ห็นช่องท่ีมีความต่อเน่ืองกนัจาก -

barrel บริเวณ outer membrane เขา้ไปจนถึงบริเวณ periplasmic ของ α-barrel และพื้นผิวสี

เทาจะเป็นการเนน้พื้นท่ีหนา้ตดั ส่วนพื้นผิวสีเหลืองแสดงให้เห็นถึงพื้นผิวดา้นในและดา้น

นอกของ TolC (ลูกศรสีด าระบุขนาดของโปรตีน TolC)  

(C) การแสดงภาพรูพรุนขณะปิดของปากช่องตรงบริเวณ periplasmic ของ α-barrel โดยพื้นผิว

ของโปรตีน TolC ถูกแสดงเป็นสีเทาโปร่งใส (จากขอ้ (A), (B) และ (C) โครงสร้างอา้งอิง

มาจาก PDB ID: 1EK9) 

(D)  การแสดงภาพรูพรุนของปากช่องท่อตรงบริเวณ periplasmic ของ α-barrel ในขณะเปิด

โดยพื้นผิวของโปรตีน TolC ถูกแสดงเป็นสีเทาโปร่งใส (PDB ID: 2XMN)  

(ท่ีมา: Lenders et al., 2013) 
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1.5 เซลล์เป้าหมาย (host cell) ของโปรตีน HlyA 

โปรตีนสารพิษ RTX toxin ถูกแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ hemolysin และ leukotoxin 

โดยเซลล์เป้าหมายของกลุ่ม hemolysin นั้นมีหลากหลายมาก แต่ส าหรับกลุ่ม leukotoxin เซลล์

เป้าหมายจะมีความจ าเพาะกบัเซลลเ์ม็ดเลือดขาว (leukocyte) ซ่ึงโปรตีนสารพิษ HlyA จดัอยูใ่นกลุ่ม 

hemolysin ท าให้สามารถสลายเซลล์ไดห้ลากหลายชนิด เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาว (ชนิด monocyte, 

lymphocyte, neutrophil), เซลลเ์มด็เลือดแดง (erythrocyte), fibroblasts ตลอดจน renal epithelial cell 

และ endothelial cell โดยโปรตีน HlyA เป็น toxin ด้วยการสร้างรูพรุนเพื่อท าลายเซลล์เป้าหมาย 

ส่งผลใหเ้ซลลเ์หล่านั้นเกิดการแตก (lysis) ซ่ึงกลไกการสร้างรูพรุนของโปรตีน HlyA จะมี pathway 

ท่ีแตกต่างกนัในเซลล์แต่ละประเภท (Thomas, Holland, et al., 2014) อาจพบโปรตีน HlyA ในรูป 

monomer หรือ multimer ก็ได ้แลว้เม่ือ HlyA จบัและก่อตวัสร้างรูพรุนท่ีเซลล์เป้าหมาย จะเกิดการ

กระตุ้น RhoA และน ามาซ่ึงการเกิด calcium oscillations หรือกลไกการส่งสัญญาณท่ีแพร่หลาย

ภายในเซลล ์ส าหรับกลไกการท างานของ HlyA ใน bladder epithelial cell โปรตีน HlyA จะท าให้ 

โปรตีน Akt หรือมีอีกช่ือว่า Protein kinase B (PKB) ท่ีท าหน้าท่ี เป็น multifunctional signaling 

regulator เกิด dephosphorylated ส่งผลใหล้ดการตอบสนองต่อการอกัเสบ (inflammatory response) 

ของ host cell, เพิ่ม pro-apoptotic factors และมีส่วนในการผลดัเซลล ์(exfoliation) นอกจากน้ีทั้งใน 

epithelial cell และ lymphocyte โปรตีน HlyA สามารถน าไปสู่การเกิด phosphorylation ของ PLC- 

ทางอ้อม ซ่ึงท าให้เกิดการกระตุ้นช่อง calcium ท่ีเปิดปิดโดยศักย์ไฟฟ้า (voltage-gated calcium 

channel) ท่ีอยู่ใน endoplasmic reticulum (ER) เพื่อปลดปล่อย calcium ออกจาก ER มาสะสมอยู่ใน 

cytoplasm และจากการจบัแลว้ก่อตวัสร้างรูพรุนของโปรตีน HlyA ยงัก่อใหเ้กิดการกระตุน้ protease 

mesotrypsin ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดการสลายโปรตีนจาก host cell จ านวนมาก รวมถึง focal adhesion 

adaptor protein และ paxillin ดว้ยเหตุน้ีการย่อยสลายของโปรตีนจึงน าไปสู่การผลดัเซลลแ์ลว้ท าให้

เซลล์ตาย นอกจากน้ี ใน lymphocyte นั้น hemolysin สามารถจบักบั LFA-1 ได ้แต่ยงัไม่มีขอ้มูลท่ี

ระบุผลกระทบของการท าปฏิกิริยาน้ี ส่วนการเกิด interaction ของโปรตีน HlyA กบัเซลลเ์ม็ดเลือด

แดง (red blood cell) แสดงให้เห็นถึงผลกระทบของ intoxication หลายอย่าง โดย HlyA จะไป

กระตุน้ P2X receptor ส่งผลให้มี calcium ไหลเขา้เซลล์ ท าให้เกิด calcium oscillation อนัเป็นผล

เน่ืองมาจากการกระตุ้นของ RhoA และ K(Ca)3.1 & TMEM16A channel เพื่อส่ง potassium (K+) 

ออกนอกเซลล์ นอกจากน้ีโปรตีน HlyA ยงัสามารถเกิด interaction กับ glycophorin receptor ท่ี
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เฉพาะต่อเซลล์เม็ดเลือดแดง แต่ผลกระทบของปฏิกิริยาน้ียงัไม่เป็นท่ีแน่ชัด ดังแสดงรูปท่ี 1.14 

(Ristow & Welch, 2016) 

 
 

รูปท่ี 1.14 กลไกการท างานและผลกระทบของโปรตีน HlyA ต่อเซลล์เป้าหมาย เช่น epithelial cells, 

lymphocytes และ red blood cells  

ในเซลลท์ุกประเภท HlyA อาจจบักนัเป็น monomer หรือ multimer กไ็ด ้เม่ือ HlyA จบัและ

ก่อตวัเป็นรูพรุนท่ีเซลลเ์ป้าหมาย จะเกิดการกระตุน้ RhoA และน ามาซ่ึงการเกิด calcium oscillations  

(A) epithelial cells จะเร่ิมเม่ือ Akt ถูกกระตุน้ดว้ย HlyA ให้เกิด dephosphorylated ส่งผลให้ลดการ

ตอบสนองต่อการอกัเสบของ host cell, เพิ่ม pro-apoptotic factors และมีส่วนในการผลดัเซลล์ (B) 

lymphocyte โปรตีน HlyA สามารถน าไปสู่การเกิด  phosphorylated ของ PLC-γ ทางออ้ม ซ่ึงท าให้

เกิดการกระตุน้ช่องแคลเซียมท่ีอยูใ่น endoplasmic reticulum เพื่อปลดปล่อยแคลเซียมออกมาสะสม

ภายในเซลล์ และจากการจับแล้วก่อตัวสร้างรูพรุนของ HlyA ก่อให้เกิดการกระตุ้น protease 

mesotrypsin ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดการสลายโปรตีนจ านวนมาก รวมถึง focal adhesion adaptor protein 

และ paxillin จึงน าไปสู่การผลดัเซลลข์อง intoxicated cell นอกจากน้ี HlyA ยงัสามารถจบักบั LFA-

1 ท่ีพบใน lymphocyte เท่านั้น แต่ยงัไม่มีขอ้มูลท่ีระบุผลกระทบของการท าปฏิกิริยาน้ี (C) red blood 

cells การจบักันของ HlyA กับเม็ดเลือดแดงจะแสดงให้เห็นถึงผลกระทบของ intoxication หลาย

อย่าง โดย HlyA จะไปกระตุน้ P2X ส่งผลให้มี Ca2+ ไหลเขา้เซลล ์ท าให้เกิด calcium oscillation อนั

เป็นผลมาจากการกระตุ้นของ RhoA และ K(Ca)3.1 & TMEM16A channel เพื่อส่ง K+ ออกนอก

เซลล์ นอกจากน้ีโปรตีน HlyA ยงัสามารถเกิด interact กบั glycophorin receptor ท่ีเฉพาะต่อเซลล์

เมด็เลือดแดง แต่ผลกระทบของปฏิกิริยาน้ียงัไม่เป็นท่ีแน่ชดั (ท่ีมา: Ristow & Welch, 2016) 
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บทที่ 2 

 สารเคมี วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

  

2.1 สารเคมี 

ตารางท่ี 2.1 สารเคมีทัว่ไป 

สารเคมี น ้าหนักโมเลกุล (g/mol) บริษัทผู้ผลติ 

Acetic acid 60.05 ANaPURE 

Acrylamide 71.08 LOBA CHEMIE 

Agar agar powder - TM MEDIA 

Agarose - Vivantis 

Ammonium persulphate 228.20 Fluka chemika 

Ammonium sulphate  132.14 Labscan Asia 

Ampicillin, sodium salt 371.39 Bio BASIC CANADA 

Bovine serum albumin - Sigma-Aldrich 

Bromophenol blue 669.96 Amresco 

Buffer solution pH 7.0 - ANaPURE 

Buffer solution pH 4.00 - ANaPURE 

Calcium chloride 110.99 Ajax Finechem 

Columbia blood agar base - Oxoid 

Coomassie brilliant blue G-250 854.04 PanReac Applichem 

Coomassie brilliant blue R-250 825.98 PanReac Applichem 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 78.13 Vivantis 

Ethanol  46.07 QRëC® 

Ethidium bromide 394.30 Sigma-Aldrich 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 372.24 Merck 

6X Gel Loading Dye, Purple - NEB  

Glycerol 92.09 HIMEDIA 

Hydrochloric acid 37% 36.46 QRëC® 
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สารเคมี น ้าหนักโมเลกุล (g/mol) บริษัทผู้ผลติ 

Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic 

acid (HEPES) 

238.30 PanReac Applichem 

Imidazole 68.08 PanReac Applichem 

Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG) 

238.31 Promega 

Methanol   32.04 LOBA CHEMIE 

Nickel (II) chloride (NiCl2) 237.69 LOBA CHEMIE 

N,N′-methylene bisacrylamide 154.17 Sigma-Aldrich 

N,N,N′,N′-tetramethyl ethylenediamine 

(TEMED) 

116.21 Fluka chemika 

OneMARK B DNA ladder - GeneDireX 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 174.19 PanReac Applichem 

Potassium chloride (KCl) 74.55 APS Finechem 

Sodium chloride  58.44 LOBA CHEMIE 

Sodium dodecyl sulfate 288.38 LOBA CHEMIE 

Tris (hydroxymethylaminomethane) 121.14 Fisher Chemical 

Tryptic Soy Broth (TSB) - HIMEDIA 

Tryptone - Merck 

Urea 60.06 Ajax Finechem 

Whole blue range protein ladder - Vivantis 

Yeast extract - Pronadisa 

 

ตารางท่ี 2.2 ชุดสารเคมีส าเร็จรูปท่ีใชใ้นงานวิจยั 

ชุดสารเคมี บริษัทผู้ผลติ 

GenepHlow™ Gel/PCR Kit  Geneaid 

Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit Geneaid 

Presto™ Mini Plasmid Bacteria Kit Geneaid 
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ตารางท่ี 2.3 เอนไซม ์(Enzyme)  

เอนไซม์ บริษัทผู้ผลติ 

Lysozyme Vivantis 

NheI Restriction Endonuclease NEB 

NotI Restriction Endonuclease NEB 

Phusion DNA polymerase NEB 

T4 DNA Ligase  Invitrogen 

 

ตารางท่ี 2.4 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ (Primer)  

Primer 

name 

Sequence Amplicon 

size (bp) 

hlyA - F 5'- ATGGCTAGCCCAACAATAACCGCTGC -3' 3,104 

hlyA - R 

 

5'-GCGGCCGCTTAGTGGTGATGGTGATGATGTGC 

    TGATGCTGTC -3' 

hlyAcheck - F 

hlyAcheck - R 

5'- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3' 

5'- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3' 

- 

hlyC - F  5'- ATGGCTAGCAACAGAAACAATCCATTAGAGG -3' 527 

hlyC - R 5'- GCGGCCGCTTAGTGGTGATGGTGATGATGACCTG 

     TTAATGAAAAATTG-3' 

 

2.2 แบคทีเรีย 

2.2.1 แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ (UPEC) ท่ีแยกได้

จากผูป่้วย ณ โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.ภารนยั สุขมุงั

กูร ซ่ึงจะใชเ้ป็นแหล่งของโครโมโซมดีเอน็เอเพื่อการโคลนน่ิงยนี 

2.2.2 แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เป็นเซลล์เจ้าบ้านท่ีใช้ในการ cloning และเพิ่มจ านวน 

พลาสมิดลูกผสม (New England, Biolabs, CA, USA) 

2.2.3 แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) เป็นเซลล์เจ้าบ้านท่ีใช้ในการผลิตโปรตีนลูกผสม 

(Stratagene, La Jolla, CA, USA) 
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2.3 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. กลอ้งถ่ายรูป 

2. คอลมัน์ HisTrap™ FF (Cytiva) 

3. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง 

4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง  

5. เคร่ืองกวนสาร (Magnetic stirrer) 

6. จานเล้ียงเช้ือพลาสติก 

7. ตูป้ลอดเช้ือ 

8. หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้า (Autoclave SS-320) 

9. Benchtop UV transilluminator (model: M-15V, UVP) 

10. Centrifuge (Mikro 200R, Hettich) 

11. Centrifuge (MX-307, Tomy) 

12. Electrophoresis apparatus (OTTA Cooperration) 

13. Incubator (Mini incubator, Labnet) 

14. Microcentrifuge tube 

15. Micropipette (Labnet) 

16. Nanodrop Spectrophotometer (2000C, Thermo Fisher Scientific) 

17. Orbital Shaker Incubator (Excella E25, New Brunswick scientific) 

18. pH meter (713, Metrohm) 

19. Power supply (PAC 300, Bio-Rad) 

20. Sonicator (Ultrasonic processor, Sonics vibracell) 

21. Spectrofluorophotometer (RF-1501, Shimadzu) 

22. Super Speed Centrifuge (J2-21, Beckman) 

23. Thermal Cycler (MyCycler™, Bio-Rad) 

24. Vortex mixer 
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วิธีการทดลอง 

 

ภาพรวมของวิธีการด าเนินวิจัย 
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2.1 การทดสอบ hemolytic activity ของเช้ือ E. coli 

ฆ่าเช้ือท่ีอาจปนเป้ือนอยูบ่นลวดเขี่ยเช้ือ (loop) ดว้ยการเผาไฟจนร้อนแดง ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 

30 วินาที หรือแตะท่ีผิวหน้าวุน้เพื่อให้ลวดเขี่ยเช้ือเย็นลง แลว้ใช้ลวดเขี่ยเช้ือแตะตวัอย่างเช้ือใน

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว จากนั้นเขี่ย (streak) บนผิวของวุน้ให้เป็นแนว ๆ ละ 4-5 แถวโดยเร่ิมตน้จาก

ดา้นใดดา้นหน่ึงของจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็น blood agar ท าเช่นน้ี 3-4 แนว โดยก่อนท่ีจะเร่ิมแนว

ใหม่ตอ้งเผาลวดเขี่ยเช้ือ เพื่อฆ่าเช้ือเสียก่อนและให้แนวใหม่ซ ้ ากบัรอยเดิมเล็กน้อยเพื่อดึงเช้ือให้

กระจายออกยิ่งขึ้น จากนั้นน าจานเล้ียงเช้ือน้ีไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน โดย

ให้ฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือหงายขึ้น ขั้นตอนสุดทา้ยสังเกตการแตกตวัของเม็ดเลือดแดงบริเวณรอบ

โคโลนีของเช้ือท่ีขึ้นบน blood agar  

 

2.2 การสร้างพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน hlyA หรือ hlyC 

2.2.1 การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ (genomic DNA extraction) 

 การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอออกจากเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย ท าโดย

ใช้ชุดสกัด Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit (Geneaid) ซ่ึงมีขั้นตอนดังน้ี น าแบคทีเรีย E. coli ท่ี

เล้ียงไวใ้นอาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) (HIMEDIA) ปริมาตร 1-5 ml เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 

มาตกตะกอนเซลล์ด้วยการป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ด้วยเคร่ือง centrifuge 

(Mikro 200R, Hettich) เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้งแลว้น าตะกอนท่ีไดม้าละลายดว้ย GT 

buffer ปริมาตร 180 µl โดยปิเปตขึ้นลง เม่ือตะกอนละลายสมบูรณ์แล้วน ามาเติม proteinase K 

ปริมาตร 20 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และในระหว่างการบ่มให้พลิก

หลอดขึ้นลงทุก ๆ 3 นาที หลงัจากการบ่มน ามาเติม GB buffer ปริมาตร 200 µl ผสมให้เขา้กนัดว้ย

เคร่ืองเขย่า (vortex mixer) เป็นเวลา 10 วินาที แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที เพื่อให้แน่ใจว่าการแตกของเซลลส์มบูรณ์แลว้ สารละลายของตวัอย่างจะตอ้งมีลกัษณะใส 

และในระหว่างการบ่มให้พลิกหลอดขึ้นลงทุก ๆ 3 นาที หลงัจากการบ่มน ามาเติม RNase A ท่ีมี

ความเขม้ขน้ 50 mg/ml ปริมาตร 5 µl ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองเขย่าแลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดน ามาเติม absolute ethanol ปริมาตร 200 µl ผสมให้เขา้กนั

อยา่งรวดเร็วดว้ยการพลิกหลอดขึ้นลง ถา้ตวัอยา่งมีการตกตะกอนให้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงแยก แลว้

จึงน าส่วนใสท่ีไดม้าใส่ใน GD column ท่ีมีขนาดปริมาตร 2 ml และน าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ส่วนของสารละลายท่ีผ่านลงมาจาก GD column ให้เทส่วนน้ี
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ทิ้งไป แลว้น า GD column มาลา้งดว้ย W1 buffer ปริมาตร 400 µl ป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที และน ามาลา้งต่อดว้ย Wash buffer ปริมาตร 600 µl ป่ันหมุนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท า GD column ใหแ้หง้ดว้ยการน าไปป่ันหมุนเหว่ียง

ท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ขั้นตอนสุดทา้ยคือการชะจีโนมิกดีเอ็นเอตวัอย่าง 

ท าโดยการน า GD column ไปใส่ในหลอด ไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) และเติม 

elution buffer ท่ีมีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไป

ป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  

 

2.2.2 การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  (agarose gel 

electrophoresis) 

 การเตรียมเจลอะกาโรส 1.5% ท าโดยการละลายผงอะกาโรส (agarose) ลงใน

สารละลาย 1X TAE  buffer (40 mM Tris-HCl, 20 mM Acetic acid และ 1 mM EDTA pH 8.0) แลว้

น าไปตม้จนเดือดหรือจนผงอะกาโรสละลายหมด จากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50-60 

องศาเซลเซียส ท าการเทเจลลงในถาดแลว้เสียบหวี จากนั้นรอให้เจลอะกาโรสแข็งตวัเป็นเวลา 30 

นาที ดึงหวีท่ีเสียบออกแลว้น าถาดเจลไปวางในเคร่ืองอิเลก็โทรโฟรีซีส (electrophoresis, OTTA) เท

สารละลาย 1X TAE buffer ใหท้่วมเหนือเจลอะกาโรส น าตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีผสมกบั 6X Gel loading 

dye, purple (NEB) ในอตัราส่วน 5:1 (V/V) ไปโหลดลงในช่องบนเจลอะกาโรส โดยดีเอ็นเอท่ีใช้

อา้งอิงขนาดและน ้าหนกัคือ One MARK B DNA ladder (GeneDireX) แลว้จึงเร่ิมใหก้ระแสไฟฟ้าท่ี 

100 โวลต์ เป็นเวลา 35 นาที เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดน าเจลอะกาโรสไปยอ้มสีด้วยสารละลาย                      

เอทิเดียมโบรไมด ์(ethidium bromide) ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 µg/ml เป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนั้นน าเจล

ไปแช่ในน ้ากลัน่เป็นเวลา 15 นาที เพื่อลา้งสารละลายเอทิเดียมโบรไมด์ส่วนเกินออกจากเจล น าเจล

ไปส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตหรือแสงยูวี (UV) ด้วยเคร่ือง benchtop UV 

transilluminator (model: M-15V, UVP) แลว้ถ่ายภาพเจลดว้ยกลอ้งถ่ายรูป  
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2.2.3 การวัดความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ 

น าตวัอยา่งดีเอน็เอ (DNA) ปริมาตร 1-2 µl หยดลงบนแท่นวดัของเคร่ือง nanodrop  

spectrophotometer (2000C, Thermo Fisher Scientific) แลว้ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 260 nm เพื่อหาความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอในหน่วย ng/µl และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 280 nm เพื่อหาค่าอตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงระหวา่ง 260/280 ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงความ

บริสุทธ์ิของดีเอน็เอและค่าตอ้งอยูใ่นช่วง 1.8-1.9 

 

2.2.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หรือ เทคนิคพีซีอาร์ 

(polymerase chain reaction, PCR) 

  น าจีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย มาใชเ้ป็น

ดีเอน็เอแม่แบบ (template) และใชไ้พรเมอร์ (ตารางท่ี 2.4) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนี hlyA และ 

hlyC โดยน ามาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ตารางท่ี 2.5) ในปริมาตร 50 µl ภายใตส้ภาวะดัง

แสดงในตารางท่ี 2.6 ดว้ยเคร่ือง thermal cycler (MyCycler™, Bio-Rad) การตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีได้

จากการเพิ่มปริมาณจะตรวจสอบดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรีซีส (ขั้นตอนท่ี 2.2.2) 

 

ตารางท่ี 2.5 ส่วนประกอบท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

สารเคมี ปริมาตร (µl) 

5x Phusion GC buffer ส าหรับ hlyA 

(หรือ 5x Phusion HF buffer ส าหรับ hlyC) 
10 

50 mM MgCl2 0.5 

10 mM dNTPs 1 

10 µM Forward primer 2.5 

10 µM Reverse primer 2.5 

Genomic DNA (template) 1 

DMSO 2.5 

Phusion DNA polymerase 0.5 

Milli-Q water 20.5 

Total 50 

 



33 

ตารางท่ี 2.6 สภาวะท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 

สภาวะ อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา  จ านวนรอบ 

(รอบ) 

Initial Denaturation 98 3 นาที 1 

Denatured 98 10 วินาที  

30 Annealing 
54 ส าหรับ hlyA 

64 ส าหรับ hlyC 
30 วินาที 

Extension 72 
1.50 นาที ส าหรับ hlyA 

40 วินาที ส าหรับ hlyC 

Final Extension 72 7 นาที 1 

Hold 4   

 

2.2.5 การท าบริสุทธิ์ดีเอน็เอท่ีได้จากเทคนิคพซีีอาร์ (PCR cleanup) 

 การท าบริสุทธ์ิดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคพีซีอาร์ท าโดยใช้ชุดสกัด GenepHlow™ 

Gel/PCR Kit (Geneaid) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี น าผลผลิตดีเอน็เอท่ีไดจ้ากเทคนิคพีซีอาร์ปริมาตร 100 µl 

ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ แลว้เติมสารละลาย Gel/PCR buffer ปริมาตร 500 µl ผสมให้เขา้

กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer จากนั้นน าสารละลายผสมไปใส่ใน DFH column แลว้น าไปป่ันหมุน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท่ีผ่านลงมาจาก DFH column ทิ้ง 

และน ามาเติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 600 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แลว้

จึงน าไปป่ันหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท า DFH column ให้แห้ง

ดว้ยการป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ขั้นตอนสุดทา้ยคือการชะดี

เอ็นเอ ท าโดยการน า DFH column ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ และเติม elution buffer ท่ีมี

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 20-50 µl ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
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2.2.6 การท าบริสุทธิ์ดีเอน็เอจากการสกดัเจล (gel extraction) 

 การท าบริสุทธ์ิดีเอ็นเอจากการสกดัเจลท าโดยใชชุ้ดสกดั GenepHlow™ Gel/PCR 

Kit (Geneaid) คือ น าเจลท่ีผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส มาตดั

แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตามท่ีตอ้งการใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ แลว้เติมสารละลาย Gel/PCR 

buffer ปริมาตร 500 µl ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer แลว้ป่ันหมุนเหว่ียงเพื่อใหส้ารละลาย

ตกลงมาท่ีกน้หลอด บ่มท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้เจลละลาย ใน

ระหว่างการบ่มพลิกหลอดขึ้นลงทุก ๆ 3 นาที เม่ือเจลละลายเป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัแลว้น าไป

ใส่ใน DFH column ป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ด้วยเคร่ือง centrifuge (Mikro 

200R, Hettich) เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีผา่นลงมาจาก DFH column ทิ้ง แลว้น า DFH column 

มาเติมสารละลาย W1 buffer ปริมาตร 400 µl ป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 1 นาที ต่อจากนั้นน า DFH column มาเติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 600 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

ท า DFH column ให้แห้งด้วยการป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 

ขั้นตอนสุดทา้ยคือการชะดีเอน็เอ ท าโดยการน า DFH column ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์และ

เติม elution buffer ท่ีมีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 20-50 µl ตั้ งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที 

น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 

 

2.2.7 การเช่ือมชิ้นดีเอน็เอตัวอย่างเข้ากบัดีเอน็เอพาหะ (vector) 

 การเช่ือมช้ินดีเอ็นเอของยีน hlyA หรือ hlyC เขา้กบัดีเอ็นเอพาหะ pET17b (รูปท่ี 

2.1) เป็นการท าปฏิกิริยา ligation ทั้งน้ีดีเอ็นเอของยีน hlyA หรือ hlyC ท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิ

หลังการท าพีซีอาร์และดีเอ็นเอพาหะ pET17b ท่ีน ามาใช้จะต้องผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ NheI 

(NEB) และ NotI (NEB) (วิธีการตดัด้วยเอนไซม์มีอธิบายไวใ้นหัวขอ้ 2.2.11) ตามด้วยการท าให้

บริสุทธ์ิตามขั้นตอนในขอ้ 2.2.6 ก่อนท่ีจะถูกน ามาใชใ้นปฏิกิริยา ligation ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ท่ีมีดีเอ็นเอของยีนและดีเอ็นเอพาหะคิดเป็นอตัราส่วน 3:1 ในสารละลาย 5x DNA ligase reaction 

buffer และมีเอนไซม์ T4 DNA ligase (invitrogen) 1 unit จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 คืน  
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รูปท่ี 2.1 pET-17b vector 

แผนภาพแสดงต าแหน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI และ NotI ใน MCS (multiple cloning 

site) เพื่อใชใ้นการเช่ือมต่อช้ิน DNA ท่ีตอ้งการ (ท่ีมา: Seed, 1987) 

 

2.2.8 การเตรียมเซลล์เจ้าบ้าน (competent cells) โดยวิธี CaCl2 

 เซลลเ์จา้บา้นท่ีใชส้ าหรับการด าเนินงานวิจยัน้ีคือ E. coli สายพนัธุ์ DH5α และ E. 

coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ซ่ึงขั้นตอนการเตรียมเซลลเ์จา้บา้นมีดงัน้ี น าโคโลนีเด่ียวของเช้ือ E. coli 

ท่ีตอ้งการเตรียม ลงใน Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 5 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

เคร่ืองเขย่า orbital shaker incubator (Excella E25, New Brunswick scientific) ท่ีความเร็ว 200 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นน าเช้ือท่ีบ่มไวม้าใส่ในอาหารเหลว LB broth ท่ีเตรียมใหม่

ในอตัราส่วน 1:75 (V/V) บ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทัง่มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) อยู่ระหว่าง 0.4-0.6 บ่มเช้ือในน ้ าแข็ง 20 นาที แลว้จึงน าไปป่ัน

หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000  รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใส

ทิ้งแลว้ละลายตะกอนท่ีวางบนน ้ าแข็งดว้ยการเติมสารละลาย 0.1M CaCl2 ท่ีเยน็ปริมาตร 4 ml ผสม

ใหเ้ขา้กนัโดยใชปิ้เปตขึ้นลงเบา ๆ แลว้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิ้ง หลงัจากนั้นท าซ ้ าอีกคร้ังตั้งแต่ขั้นตอนท่ีละลาย

ตะกอนดว้ยสารละลาย 0.1M CaCl2 เม่ือท าครบ 2 รอบ เทส่วนใสทิ้งแลว้ละลายตะกอนดว้ยการเติม

สารละลายท่ีเยน็ปริมาตร 5 ml ซ่ึงประกอบดว้ย 0.1M CaCl2 และ 15% Glycerol ผสมให้เขา้กนัโดย
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ใช้ปิเปตขึ้นลงเบา ๆ ขั้นตอนสุดทา้ยแบ่งเซลล์เจา้บา้นปริมาตร 100 ml ใส่ในหลอดไมโครเซนติ

ฟิวจ ์แลว้แช่เก็บไวใ้นตูท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

2.2.9 การน าดีเอน็เอลูกผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (transformation) 

 น าเซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธุ์ DH5α ท่ีแช่ไวใ้นตู ้-80 องศาเซลเซียส มาแช่ใน

น ้ าแข็งให้ละลาย 5 นาที แลว้น าดีเอ็นเอลูกผสมท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 2.2.7 ใส่ในเซลลเ์จา้บา้น แช่ใน

น ้ าแข็งต่อเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แลว้

แช่ในน ้ าแข็งต่อ 2 นาที ทนัที เม่ือครบเวลาเติมอาหารเหลว LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ Ampicillin 

ความเขม้ขน้ 100 µg/ml ปริมาตร 900 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ใน

เคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที หลงัจากนั้นน าไปป่ันหมุนเหว่ียงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ดูดอาหารเหลวทิ้งไป 800 µl ละลายตะกอนเซลลโ์ดยปิเปต

ขึ้นลงเบา ๆ แลว้น าสารละลายเซลล์นั้นไปเกล่ีย (spread) ลงบนอาหาร LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ 

Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml บ่มท่ีอุณหูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง  

 ส าหรับการน าดีเอ็นเอลูกผสมท่ีได้รับการยืนยนัล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี 

sequencing แลว้จะถูกน าเขา้สู่เซลล์เจ้าบา้น E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ซ่ึงมีขั้นตอนเหมือนกับ

การน าเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธุ์ DH5α  

 

2.2.10 การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอ (plasmid DNA extraction) 

 น าโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีคาดว่าจะมีดีเอ็นเอลูกผสมเล้ียงในอาหาร LB broth 

ปริมาตร 20 ml ท่ีมียาปฏิชีวนะ Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง มาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุด Presto™ Mini Plasmid kit (Geneaid) ซ่ึงมี

ขั้นตอนดงัน้ี น าเช้ือท่ีเล้ียงไวไ้ปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อ

เก็บตะกอนเซลล์ (ท าซ ้ าในขั้นตอนการเก็บเซลล์ส าหรับตวัอย่างปริมาตรระหว่าง 1.5-7 ml) น า

ตะกอนท่ีไดม้าละลายดว้ยการเติมสารละลาย PD1 buffer ปริมาตร 200 µl ผสมให้เขา้กนัโดยปิเปต

ขึ้นลง เติมสารละลาย PD2 buffer ปริมาตร 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนัอยา่งเบา ๆ โดยการพลิกหลอดขึ้น

ลง 10 คร้ัง ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างนอ้ย 2 นาที แต่ไม่เกิน 5 นาที แลว้เติมสารละลาย 

PD3 buffer ปริมาตร 300 µl ผสมใหเ้ขา้กนัอยา่งรวดเร็วโดยการพลิกหลอดขึ้นลง 10 คร้ัง และน าไป

ป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5-8 นาที น าส่วนท่ีเป็นสารละลายใส่ใน 

DFH column แลว้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที หลงัจากนั้น
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ล้าง DFH column ด้วยการเติมสารละลาย W1 buffer ปริมาตร 400 µl น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที และลา้ง DFH column ต่อด้วยการเติมสารละลาย 

wash buffer ปริมาตร 600 µl น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

เทส่วนสารละลายท่ีผา่นลงมาจาก DFH column ทิ้งแลว้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพื่อให้คอลมัน์แห้ง ขั้นตอนสุดทา้ยคือ การชะพลาสมิดดีเอ็นเอท าโดยการ

น า DFH column ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ (microcentrifuge tube) และเติม elution buffer 

ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 15 นาที น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 2 นาที  

 

2.2.11 การตรวจสอบพลาสมิดดีเอน็เอลูกผสมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 การตดัดีเอ็นเอตรงต าแหน่งเฉพาะดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ เพื่อตรวจสอบพลาสมิด

ดีเอ็นเอลูกผสม ให้น าพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมท่ีสกัดได้จากขอ้ 2.2.10 มาตดัด้วยเอนไซม์ NheI 

(NEB) และ NotI (NEB) ตามล าดบั(ตารางท่ี 2.7) ในปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ขั้นตอนสุดทา้ยคือ ตรวจช้ินดีเอ็นเอท่ีได้หลงัจากการตดัด้วย

เอนไซม ์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรีซีส 

 

ตารางท่ี 2.7 ส่วนประกอบท่ีใชส้ าหรับการตดัดว้ยเอนไซม ์

ส่วนประกอบ ปริมาตร 

NheI NotI 

Milli-Q water  ปรับใหค้รบ 50 µl ปรับใหค้รบ 50 µl 

DNA (1 µg)  (1 µg) 

10X NEB buffer 2.1 5 - 

10X NEB buffer 3.1 - 5 

Restriction Enzyme 1 1 

Total 50 50 
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2.2.12 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ 

เตรียมตวัอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมท่ีสกดัจากแบคทีเรีย E. coli strain DH5α  

ส าหรับพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyA มีขนาดมากกว่า 4 kb ตอ้งมีความเขม้ขน้ 200 ng/µl   

ส่วนพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyC มีขนาดต ่ากว่า 4 kb ตอ้งมีความเขม้ขน้ 100-150 ng/µl 

จากนั้ นส่งตัวอย่างปริมาตร 10 µl ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท Macrogen-Korea 

ประเทศเกาหลีใต ้ดว้ยเคร่ือง automated DNA sequencer ส าหรับยนี hlyA จะใช ้primer 4 เส้น ไดแ้ก่ 

SP6, T7 terminator, forward primer (hlyAcheck)และ reverse primer (hlyAcheck) (รายละเอียดดัง

แสดงในตารางท่ี 2.4) เป็นแม่แบบในการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ ส่วนยีน hlyC จะใช ้SP6 

และ T7 terminator เป็นแม่แบบ 

 

2.3 การผลติและการท าบริสุทธิ์โปรตีน (protein expression and purification) 

 2.3.1 การผลติโปรตีนลูกผสม (protein expression) 

  น าโคโลนีของเช้ือ E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมมา

เล้ียงในอาหารเหลว LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 µg/ml ปริมาตร 5 ml ใน

เคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

จากนั้นท าการเจือจางเช้ือ 1:100 ในอาหารเหลว LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะ Ampicillin ความเขม้ขน้ 

100 µg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทัง่มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 nm 

ในช่วงระหว่าง 0.4-0.6 แบ่งสารละลายเซลล์ปริมาตร 3 mlไวเ้พื่อเก็บตะกอนเซลล ์(เรียกส่วนน้ีว่า 

non-induced cells) น า ส่วนท่ี เหลือมา เ ติมสารละลาย  isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG) โดยให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.1 mM (เรียกส่วนน้ีว่า induced cells) บ่มทั้งส่วนท่ีเป็น 

non-induced cells และ induced cells ต่อท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม เช่น 18 หรือ 25 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 16-18 ชั่วโมง หรือ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพื่อให้มีการสังเคราะห์โปรตีน 

หลงัจากนั้นเก็บตะกอนเซลล์ โดยการน าไปหมุนเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง super speed centrifuge (J2-21, 

Beckman) ท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตะกอน

เซลลส์ามารถเก็บไวใ้นตูท่ี้มีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป  
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2.3.2 การสกดัโปรตีนท้ังหมดออกจากเซลล์ (whole cell lysate) 

  น าตะกอนเช้ือ E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมท่ีถูก

กระตุน้และไม่ถูกกระตุน้ดว้ย IPTG (หรือท่ีเรียกว่า induced และ non-induced cells) จากขอ้ 2.3.1 

มาในปริมาณเซลล์ท่ีเท่ากนั ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD600 เท่ากบั 1 จากนั้นละลายตะกอนเซลล์

ด้วยน ้ ากลัน่ ปริมาตร 50 µl แลว้ผสมกับ 5x buffer ปริมาตร 20 µl (0.25 M Tris-HCl pH 6.8, 5% 

(W/V) SDS, 50% glycerol, 0.25% (W/V) bromophenol blue) ในอัตราส่วน 4:1 (V/V) น าไปให้

ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนท่ีเป็นสารละลาย ปริมาตร 15 µl มาใช้ในการวิเคราะห์หา

โปรตีนลูกผสมท่ีเราตอ้งการดว้ยขั้นตอนท่ี 2.3.7 

 

 2.3.3 การสกดัแยกส่วนสารละลายโปรตีน 

  น าตะกอนเซลล์ของเช้ือ E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ท่ีมีดีเอ็นเอลูกผสมจากขอ้  

2.3.1 มาละลายด้วย wash 1 buffer  ปริมาตร 10 ml (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 

mM imidazole) ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน ามาเติมสารละลาย PMSF และ Lysozyme ให้มีความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5 mM และ 0.1 mg/ml ตามล าดบั บ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว้

น ามาท าให้เซลล์แตกด้วยเคร่ือง sonicator (Ultrasonic processor, Sonics vibracell) โดยใช้ 70% 

amplitude  คร้ังละ 30 วินาที และพกั 30 วินาที ท าซ ้าขั้นตอนเหล่าน้ี 10 คร้ัง แช่ในน ้าแขง็ตลอดเวลา

เพื่อป้องกนัการเสียสภาพของโปรตีนจากความร้อน เม่ือเซลล์แตกแลว้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงด้วย

เคร่ือง centrifuge (MX-307, Tomy) ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4

องศาเซลเซียส จากนั้นแยกส่วนสารละลายโปรตีนหรือโปรตีนท่ีละลายน ้ า (soluble protein) ออก

จากตะกอนเซลล์แลว้น าไปแช่ในน ้ าแข็ง ส่วนของตะกอนเซลล์น ามาละลายต่อด้วย denaturing 

wash 1 buffer ป ริมาตร  10 ml (8 M Urea, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 mM 

imidazole) แลว้น าไป sonicate อีกคร้ัง และน าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที สารละลายท่ีได้คือส่วนของโปรตีนท่ีไม่ละลายน ้ า (insoluble protein หรือ 

inclusion bodies) จากนั้นน าโปรตีนท่ีละลายน ้ าและโปรตีนท่ีไม่ละลายน ้ ามาป่ันหมุนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน าไปกรองผ่านเม

มเบรนขนาด 0.25 ไมครอน สารละลายโปรตีนทั้งสองชนิดท่ีผา่นการกรองแลว้น าไปตรวจสอบดว้ย

เทคนิค SDS-PAGE (ตามขั้นตอนท่ี 2.3.7) 
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 2.3.4 การท าบริสุทธิ์โปรตีนลูกผสมด้วยวิธี Ni-NTA affinity chromatography 

  สารละลายโปรตีน HlyA และ HlyC ท่ีไม่ละลายน ้า (inclusion bodies) จะถูกท าให้

บริสุทธ์ิ โดยใช้คอลัมน์ HisTrap™ FF (Cytiva) ซ่ึงในขั้นตอนแรกจะต้องน าคอลัมน์มาล้างให้

สะอาดดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร 10 ml แลว้ตามดว้ยสารละลาย denaturing wash 1 buffer ปริมาตร 5 ml 

เพื่อให้สารละลายในคอลัมน์ (mobile phase) เป็นสารละลายชนิดเดียวกันกับท่ีโปรตีนละลาย 

จากนั้นน าสารละลายโปรตีนมาโหลดลงในคอลมัน์ แลว้ชะโปรตีนอ่ืนๆ ออกดว้ย denaturing wash 

1 buffer ปริมาตร 10 ml และ denaturing wash 2 buffer (8 M Urea, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 

mM NaCl, 40 mM imidazole) ปริมาตร 10 ml ตามล าดบั ขั้นตอนสุดทา้ยชะโปรตีนท่ีตอ้งการออก

จากคอลัมน์ด้วย denaturing elution buffer (8M Urea, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 

250 mM imidazole) โดยเก็บโปรตีนท่ีตอ้งการใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์หลอดละ 1 ml จนครบ

ปริมาตร 10 ml ทั้งน้ีทุกขั้นตอนท าด้วยอตัราการไหล 1 ml/min น าโปรตีนท่ีได้มาวิเคราะห์ความ

บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค SDS-PAGE (ขอ้ 2.3.7) และวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Bradford (ขอ้ 2.3.5) 

 

 2.3.5 การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford 

  การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนจะใช้สารละลาย bovine serum albumin (BSA) 

เป็นสารละลายมาตรฐาน โดยการเตรียมสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 

0.03125 mg/ml จากนั้นน าสารละลาย BSA แต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 100 µl ใส่ลงในคิวเวทท์ 

(cuvette) เติมสารละลาย Bradford ปริมาตร 1 ml ท่ีประกอบด้วย coomassie blue G-250 100 mg, 

phosphoric acid 8.5% และ ethanol 5% ผสมให้เขา้กนับ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น าไปวดั

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (Genesys 20, Thermo 

spectronic) เพื่อน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน ส่วนการวดัค่าการดูดกลืนแสง

ของโปรตีนตวัอย่างก็ท าเช่นเดียวกนั โดยใชส้ารละลายโปรตีนตวัอยา่งแทนสารละลาย BSA แต่ไม่

ตอ้งเตรียมหลายความเขม้ขน้ เม่ือได้ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนตวัอย่างมาน าไป

ค านวณปริมาณโปรตีนเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
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2.3.6 การเพิม่ความเข้มข้นโปรตีน (protein concentration) 

 Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit (Merck Millipore) จะใช้ส าหรับการเพิ่ม

ความเขม้ขน้ของโปรตีน โดยตอ้งน ามาลา้งคอลมัน์ก่อนด้วยน ้ า milli Q จากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ย 

denaturing elution buffer ซ่ึงเป็นบฟัเฟอร์ท่ีโปรตีนละลายอยู่ แลว้น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที หลงัจากนั้นเท buffer ทิ้ง แลว้ใส่โปรตีนลูกผสม

ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิลงตรงกลาง filter ของคอลมัน์ น าไปป่ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที ส่วนท่ีผ่านคอลมัน์ลงมาให้เททิ้งได้เลย ตั้งแต่ขั้นตอนใส่

โปรตีนให้ท าซ ้ าเพื่อให้ปริมาตรของสารละลายโปรตีนนอ้ยลง เม่ือความเขม้ขน้ของโปรตีนเพิ่มขึ้น

ตามท่ีตอ้งการแลว้ใหดู้ดสารละลายโปรตีนดว้ยปิเปต น าไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์และเก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2.3.7 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE)  

  การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 1970) มีขั้นตอนด าเนินการ

ภายใตส้ภาวะท่ีท าใหโ้ปรตีนเสียสภาพ การเตรียมเจลโพลิอะคริลาไมดจ์ะประกอบดว้ยเจล 2 ชั้นคือ 

separating  และ stacking ส่วนประกอบดงัแสดงในตารางท่ี 2.8 ซ่ึงการเตรียมจะเร่ิมจากเทเจลชั้น 

separating ลงในช่องระหวา่งกระจก แลว้เติมน ้ากลัน่ใหเ้ตม็ช่องเพื่อปรับผิวหนา้เจลใหเ้รียบ จากนั้น

ปล่อยให้เจลแข็งตวัเป็นเวลา 30 นาที เม่ือเจลแข็งตวัให้เทน ้ ากลัน่ออก แลว้เทชั้น stacking ต่อทนัที

จนเต็มช่องและเสียบหวีโดยไม่ให้มีฟองอากาศ ปล่อยให้เจลแข็งตวัเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ดึงหวี

ออก จากนั้นน าแผ่นกระจกไปใส่ในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีส และเติม Tris-glycine buffer (25 mM 

Tris-HCl pH 8.3, 200 mM glycine  และ 0.1% SDS) น าตวัอย่างท่ีเตรียมจากขอ้ 2.3.1 และโปรตีน

อา้งอิงขนาดท่ีใช้คือ Whole Blue Range Protein Ladder (Vivantis) หยอดในแต่ละช่องของเจล ให้

กระแสไฟฟ้าคงท่ี 120 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที เม่ือครบเวลาน าเจลลงไปแช่ในสารละลายสียอ้ม  

staining solution ท่ีประกอบดว้ย 50% methanol, 10% acetic acid, 0.1% Coomassie brilliant blue R-

250 เขย่าเจลเบาๆ ระหว่างการยอ้มสีเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งสียอ้มบนเจลออกดว้ยสารละลาย 

destaining solution ท่ีประกอบดว้ย 10% methanol และ 10% acetic acid ขา้มคืนหรือจนกว่าจะเห็น

แถบโปรตีนชดัเจน  
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ตารางท่ี 2.8 การเตรียมเจล SDS-PAGE 

สารละลาย 10% Separating gel   4% Stacking gel   

30% Acrylamide - 0.8% Bisacylamide 4.33 ml 0.67 ml 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  - 1.25 ml 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8  3.25 ml - 

10% SDS 200 µl 50 µl 

10% Ammonium persulfate 200 µl 50 µl 

TEMED 13 µl 12 µl 

DI water 4.80 ml 2.80 ml 

ปริมาตรรวม 13 ml 5 ml 

*ปริมาตรรวมท่ีใชส้ าหรับการเตรียมเจล 2 แผน่ 

 

2.4 การศึกษาคุณลกัษณะทางชีวเคมีของโปรตีน 

 2.4.1 การตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค Mass Spectrometry (MS) 

  2.4.1.1 การเตรียมโปรตีนส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MS 

   ตดัเจล SDS-PAGE ท่ีถูกยอ้มสี Coomassie Brilliant Blue R-250 (ขั้นตอน

ท่ี 2.3.7) แลว้ตรงต าแหน่งโปรตีนบริสุทธ์ิ HlyC และ HlyA ปริมาณ 5-10 mg และเก็บไวใ้นหลอด

ไมโครเซนติฟิวจท่ี์มีน ้า Milli-Q หลงัจากนั้น Dr. Jaime Jacqueline ซ่ึงเป็นผูร่้วมวิจยัจาก Department 

of Molecular Medicine, Faculty of Medicine, Universiti Malaya, Kuala Lumpur ประเทศมาเลเซีย 

จะน าไปวิเคราะห์ต่อ โดยจะลา้งสียอ้มของเจลท่ีถูกเตรียมไวใ้นตอนตน้ออกจนเจลโปร่งใส โดยใช้

สารละลายซ่ึงประกอบด้วย K3[Fe(CN)6] 15mM และ 50mM Na2S2O3·5H2O แล้วน าสารละลาย

โปรตีนจากเจลมาท าปฏิกิริยารีดกัชนั (reduction) และ แอลคิเลชนั (alkylation) โดยใช ้10 mM DTT  

ในตวัท าละลาย 100 mM NH4HCO3 และ 55 mM iodoacetamide ในตวัท าละลาย 100mM NH4HCO3 

ตามล าดับ หลังจากท าปฏิกิริยาน ามาล้างด้วย 50% acetonitrile (ACN) ในสารละลาย 100 mM 

NH4HCO3 และ 100% ACN เอาน ้ าออกโดยการหมุนเหว่ียงท่ีสุญญากาศ และน าโปรตีนไปย่อยดว้ย

เอนไซม์ trypsin ท่ีมีความเขม้ขน้ 6 ng/ml ในสารละลาย 50 mM NH4HCO3 ปริมาตร 25 ml บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เพปไทด์ (peptide) ท่ีไดจ้ากการย่อยน ามาสกดัดว้ย 50% 

ACN และ 100% ACN จากนั้นท าให้แห้งด้วยการหมุนเหว่ียงท่ีสุญญากาศ เพื่อน าเพปไทด์ไปใช้
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ส าหรับการวิเคราะห์หาน ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยเทคนิค MS แบบ matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) 

     

2.4.1.2 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค MS 

 น าเพปไทด์ท่ีแห้งมาละลายดว้ย 0.1% formic acid และน าเกลือออกโดย

ใชค้อลมัน์ ZipTip ซ่ึงเป็น reverse phase ท่ีมี C18 เป็น stationary phase (Millipore, MA, USA) แลว้

น าตวัอย่างเพปไทด์และสารละลาย α-cyano-4-hydroxycinnamic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 mg/ml 

ปริมาตรเท่ากนัมาผสมให้เขา้กนั จากนั้นน าสารละลายผสมของตวัอย่างท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 0.7 ml 

มาท าการหยดลงบน Opti-Tof 384 well (Applied Biosystems/MDS Sciex, Toronto, Canada) น าไป

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems/ MDS Sciex) พร้อมกับ

การใช้ mass standard kit เพื่อการเปรียบเทียบผลของ MS และใช้เปรียบเทียบขนาดสเปกตรัมของ 

MS/MS mass 

 

2.4.2 การสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน 

  แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA และ HlyC ถูกสร้างขึ้ นโดยใช้

ซอฟท์แวร์ออนไลน์ SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) ของบริษทั Swiss institute 

of bioinformatics ดว้ยการน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์เพื่อยืนยนัล าดบันิวคลีโอไทด์

แลว้ มาท าการคน้หาโครงสร้าง 3 มิติท่ีเป็นแม่แบบดว้ยโหมดการคน้หาแบบอตัโนมติั ซ่ึงการคน้หา

แม่แบบท่ีเหมาะสมจะตอ้งมีค่า Global Model Quality Estimation (GMQE), Quaternary Structure 

Quality Estimation (QSQE), % Sequence identity และ  % Coverage สู ง เพื่ อ ใช้ ในการส ร้าง

แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA และ HlyC 
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2.4.3 ศึกษาการม้วนตัวของโปรตีน (protein folding) 

  น าโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิแล้วมาท าให้เกิดการคลายตัว (unfolded) อย่าง

สมบูรณ์ โดยท าการเจือจางโปรตีนในสารละลายท่ีประกอบดว้ย 7 M Urea และ 20 mM EDTA แลว้

บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน หลงัจากนั้นน าโปรตีนท่ีบ่มไวม้าท าให้เกิดการมว้น

ตวัดว้ยการเจือจางในสารละลายต่าง ๆ ท่ีมีส่วนประกอบคลา้ยกนั ดงัน้ี 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 

mM NaCl, 20 mM CaCl2 และ Urea ท่ีมีความเขม้ขน้ 0, 2, 5, 7 M บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงการเจือจางน้ีโปรตีนจะตอ้งมีความเขม้ขน้สุดทา้ยในแต่ละสารละลายเป็น 

0.2 µM จากนั้นน าโปรตีนไปวิเคราะห์การมว้นตวัดว้ยเทคนิคการวดัฟลูออเรสเซนซ์ (fluorescence 

spectrophotometry)  

 

 2.4.4 การวัดฟลูออเรสเซนซ์ของกรดอะมิโนทริปโตเฟน (tryptophan; Trp Fluorescence 

spectrophotometry)  

  น าโปรตีนจากขอ้ 2.4.2 ซ่ึงตอ้งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่าง

นอ้ย 24 ชัว่โมง มาท าการวดัฟลูออเรสเซนซ์ของกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Trp) ท่ีอยูภ่ายในสายโพลี

เพปไทดข์องโปรตีนท่ีอุณหภูมิห้องดว้ยเคร่ือง spectrofluorophotometer (RF-1501, Shimadzu) และ

ใชค้ิวเวททค์วอทซ์ (quartz) โดยก าหนดค่าความยาวคล่ืนการกระตุน้ (excitation wavelength) ของ 

Trp ท่ี  295 นาโนเมตร และท าการแสกนหาความยาวคล่ืนของการคายพลังงาน (emission 

wavelength) ในช่วงความยาวคล่ืน 310 ถึง 450 nm  
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บทที ่3 

ผลการทดลอง และอภิปรายผลการทดลอง 
 

งานวิจัยน้ีมุ่งเน้นการศึกษาโปรตีนสารพิษ HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ี

ก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ ซ่ึงการท่ีโปรตีน HlyA จะสามารถท างานไดต้อ้งถูก

กระตุน้ดว้ยโปรตีน HlyC ดงันั้นผูวิ้จยัจึงท าการโคลนยีน hlyA และ hlyC ท่ีอยู่บนโครโมโซม แลว้

น าไปผลิตและท าบริสุทธ์ิโปรตีน HlyA และ HlyC เพื่อมุ่งหวงัในการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมี

ของโปรตีนสารพิษ HlyA  

  

3.1 การทดสอบ Hemolytic activity จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli 

การทดสอบ hemolytic activity เป็นวิธีการทดสอบเบ้ืองตน้ เพื่อตรวจสอบว่าเช้ือ E. coli ท่ี

น ามาใชใ้นงานวิจยัน้ีมียีน hlyA หรือไม่ โดยดูจากการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง เน่ืองจากยนี hlyA 

จะสามารถผลิตไปเป็นโปรตีน HlyA ท่ีมีคุณสมบติัท าให้เกิด hemolytic ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงซ่ึง

เป็นหน่ึงในเซลลเ์ป้าหมายหลายชนิดได ้(Welch, 2016)  

จากการทดลองเม่ือน าเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาจากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติด

เช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ ณ โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช มาท าการ streak บนอาหาร

เล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน พบว่าเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli มีความสามารถในการท าให้เซลลเ์ม็ดเลือดแดงแตก โดยสังเกตจากบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนีของเช้ือจะมีรอยจางๆ และสว่างขึ้น (รูปท่ี 3.1) ดังนั้นเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาจาก

ผูป่้วยน้ีมียนี hlyA จากนั้นน าเช้ือมาท าการสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ  

 

รูปท่ี 3.1 เช้ือ E. coli ท่ีแยกมาจากผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาด้วยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ 

มีความสามารถในการท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก ด้วยวิธีการทดสอบ hemolytic activity 
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3.2 การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ (Genomic DNA Extraction) 

 การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษา

ดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ ณ โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช โดยใชชุ้ดสกดัและ

เม่ือน ามาตรวจสอบผลการสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอดว้ย 1.5% agarose gel พบว่าจีโนมิกดีเอ็นเอตวัอยา่ง

มีขนาดมากกว่า 10,000 bp เม่ือเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder (รูปท่ี 3.2) 

และจากการวัดความเข้มข้นของจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (nanodrop 

spectrophotometer) พบว่าจีโนมิกดีเอ็นตวัอย่างมีความเขม้ขน้ 182 ng/µl และมีค่าการดูดกลืนแสง 

260/280 เท่ากบั 1.92 ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ โดยจะตอ้งมีคา่ประมาณ 1.8 แต่

ตอ้งไม่เกิน 2.0 หรือต ่ากวา่ 1.7  ดงันั้นจีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัไดน้ั้นมีความบริสุทธ์ิ ไม่มีการปนเป้ือน

ของโปรตีน จึงเหมาะสมท่ีจะน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการเพิ่มปริมาณยีน hlyA และ hlyC 

ดว้ยเทคนิค PCR 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.2 การวิเคราะห์จีโนมิกดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาจากผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษา

ด้วยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ ด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder  

Lane 2: จีโนมิกดีเอน็เอจากเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีขนาดมากกวา่ 10,000 bp 
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3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, 

PCR) 

 น าจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกดัจากเช้ือแบคทีเรีย E. coli มาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ และใชไ้พรเมอร์ 

(ตารางท่ี 2.4) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน hlyA หรือ hlyC ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชเ้อนไซม์ 

Phusion DNA Polymerase ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการท าปฏิกิริยา PCR และมีอตัราความผิดพลาดท่ี

ต ่ากวา่ Taq DNA polymerase ถึง 50 เท่า ซ่ึงเป็นเอนไซมส์ าหรับการ cloning ท่ีตอ้งการความแม่นย  า

สูง  ท าให้ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดต่างกนัแต่มีต าแหน่งตดัจ าเพาะเหมือนกัน คือ 5'-NheI และ 

NotI-3' แต่เพราะเอนไซม์ Phusion DNA Polymerase ท่ีใช้ในปฏิกิริยาการท า PCR ไม่เติม poly-A 

tail จึงไม่สามารถท าการ ligate ยีนท่ีผลิตไดเ้ขา้สู่ pGEM®-T Easy vector เพื่อใชร้ะบบของเซลล ์E. 

coli DH5α เพิ่มจ านวนยีนให้เพียงพอต่อการน าไป ligate เขา้สู่ pET17b ต่อได้ ดังนั้นจึงตอ้งเพิ่ม

ปริมาณผลผลิตดว้ยวิธี PCR ในปริมาณมากพอส าหรับการ ligate เขา้สู่ pET17b โดยตรงแทน ทั้งน้ี

ก่อนการน าไปใชใ้นขั้นตอนการ ligate ผลผลิตดีเอน็เอท่ีไดถู้กน ามาตรวจสอบและวิเคราะห์ขนาดดี

เอ็นเอโดยใช้ 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน One MARK B DNA 

Ladder  

 

3.3.1 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอของยีน hlyA 

ผลการวิเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอของยีน hlyA ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis 

ปรากฏแถบดีเอ็นเอขึ้นสองแถบ คือ ท่ีขนาดประมาณ 3,000 bp และอีกแถบท่ีมีขนาดอยู่ระหว่าง 

250-500 bp หรือประมาณ 400 bp (รูปท่ี 3.3A) แต่เน่ืองจากยีน hlyA ท่ีมี 6x His tag มีขนาด 3,107 

bp ดังนั้นแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,000 bp จึงคาดว่าเป็นยีน hlyA ท่ีถูกสร้างขึ้นมาได้ด้วยวิธี 

PCR จึงท าการตดัช้ินเจลตรงต าแหน่งแถบดีเอ็นเอดงักล่าวและน าไปท าให้บริสุทธ์ิดว้ยการสกดัเจล 

(gel extraction) ซ่ึงสารละลายดีเอน็เอขนาด 3,000 bp มีความบริสุทธ์ิสูงและไม่พบดีเอ็นเอขนาดอ่ืน

เจือปนในสารละลาย ดงัปรากฏแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว (รูปท่ี 3.3B)  
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3.3.2 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอของยีน hlyC  

ผลการวิเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอของยีน hlyC ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis 

ปรากฏแถบดีเอน็เอตรงต าแหน่งท่ีมีขนาดประมาณ 500 bp (รูปท่ี 3.4A) แต่เน่ืองจากยนี hlyC ท่ีมี 6x 

His tag มีขนาด 545 bp ดงันั้นแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp จึงคาดว่าเป็นยีน hlyC ท่ีถูกสร้าง

ขึ้นมาไดด้ว้ยวิธี PCR จึงท าการตดัช้ินเจลตรงต าแหน่งแถบดีเอ็นเอดงักล่าวและน าไปท าให้บริสุทธ์ิ

ดว้ยการสกดัเจล ซ่ึงสารละลายดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp มีความบริสุทธ์ิสูงและไม่พบดีเอ็นเอ

ขนาดอ่ืนเจือปนในสารละลาย ดงัปรากฏแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว (รูปท่ี 3.4B) 

 

 

 

รูปท่ี 3.3 การวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน hlyA ด้วยเทคนิค PCR และผลของดีเอ็นเอ

ของยีน hlyA ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis 

(A) ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพิ่มปริมาณยนี hlyA ดว้ยเทคนิค PCR  

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder 

Lane 2: แถบผลผลิตดีเอน็เอของยนี hlyA ซ่ึงปรากฏแถบดีเอ็นเอขึ้นสองแถบ คือ ท่ีขนาด

ประมาณ 3,000 bp และอีกแถบท่ีมีขนาดอยูร่ะหวา่ง 250-500 bp  

(B) ผลผลิตของสารละลายดีเอน็เอยนี hlyA ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder  

Lane 2: แถบดีเอน็เอของยีน hlyA ท่ีมีขนาดประมาณ 3,000 bp 
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รูปท่ี 3.4 การวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน  hlyC ด้วยเทคนิค PCR และผลของดีเอ็นเอ

ของยีน hlyC ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis   

(A) ผลผลิตดีเอ็นเอของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนี hlyC ดว้ยเทคนิค PCR  

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder 

Lane 2: แถบผลผลิตดีเอน็เอของยนี hlyC ท่ีมีขนาดประมาณ 500 bp 

(B) ผลของดีเอน็เอของยนี hlyC ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder  

Lane 2: แถบดีเอน็เอของยีน hlyC ท่ีมีขนาดประมาณ 500 bp 

 

3.4 การสร้างพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน hlyA หรือ hlyC 

 การสร้างพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน hlyA หรือ hlyC เป็นการน าผลผลิตดีเอ็นเอจากการท า 

PCR ของยีน hlyA หรือ hlyC ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิแล้ว และดีเอ็นเอพาหะ pET17b มาตัดด้วย

เอนไซม์ NheI และ NotI จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยา ligation เพื่อเช่ือมช้ินดีเอ็นเอของยีน hlyA หรือ 

hlyC เขา้กบัดีเอ็นเอพาหะ pET17b ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase แลว้น าพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลล์

เจา้บา้น E. coli สายพนัธุ์ DH5α จากนั้นเล้ียงเช้ือแลว้ท าการคดัเลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีคาด

วา่จะมีดีเอน็เอลูกผสมอยู ่มาสกดัพลาสมิดดีเอน็เอและวิเคราะหด์ว้ยวิธี restriction enzyme digestion 

โดยตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI และ NotI แลว้ตรวจหาแถบดีเอ็นเอของยีนท่ีถูกตดัออกมา

จากพลาสมิดดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน  
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3.4.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyA  

 เลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีคาดว่าจะมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมของยีน hlyA หรือท่ี

เรียกว่า pET17b-hlyA ซ่ึงมีต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 5'-NheI และ NotI-3'  ดงัแสดงในรูปท่ี 

3.5A มาท าการสกดัพลาสมิด pET17b-hlyA ซ่ึงเม่ือน าสารละลายพลาสมิดท่ีสกดัไดม้าตรวจสอบบน 

1.5% agarose gel electrophoresis พบว่ามีแถบดีเอ็นเอสองแถบท่ีขนาดมากกว่า 10,000 bp และ

ขนาดประมาณ 6,000 bp (รูปท่ี 3.5B, Lane 2) ซ่ึงคาดวา่เป็นดีเอ็นเอพลาสมิดท่ีมีรูปร่างเป็น circular 

และเป็น supercoil ตามล าดบั จากนั้นน าสารละลายพลาสมิดน้ีไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI 

พบว่าผลผลิตท่ีได้ปรากฏเป็นแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวท่ีขนาดประมาณ 6,000 bp (รูปท่ี 3.5C, 

Lane 2) แสดงวา่ปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซม ์NheI ท าใหพ้ลาสมิดท่ีเป็น circular ก่อนหนา้ถูกตดัให้

กลายเป็น linear ไดท้ั้งหมด ดงันั้นดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 6,000 bp น้ีจึงถูกน าไปท าบริสุทธ์ิดว้ย

วิธี gel extraction ก่อนน าไปใช้ตัดอีกคร้ังด้วยเอนไซม์ NotI ได้ผลิตภัณฑ์ 2 ชนิด แต่จากการ

ตรวจสอบ พบว่าผลผลิตท่ีไดป้รากฏแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวท่ีมีขนาดประมาณ 3,000 bp เพราะ

เน่ืองจากดีเอน็เอของยีน hlyA มีขนาด 3,107 bp และดีเอน็เอพาหะ pET17b มีขนาด 3,306 bp (Seed, 

1987) ซ่ึงมีขนาดใกลเ้คียงกนัจึงท าใหป้รากฏแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว (รูปท่ี 3.5C, Lane 3)  

   

3.4.2 การสร้างพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyC  

เลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีคาดว่าจะมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมของยีน hlyC หรือท่ี

เรียกว่า pET17b-hlyC ซ่ึงมีต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 5'-NheI และ NotI-3' ดงัแสดงในรูปท่ี 

3.6A มาท าการสกดัพลาสมิด pET17b-hlyC ซ่ึงเม่ือน าสารละลายพลาสมิดท่ีสกดัได้มาตรวจสอบ

บน 1.5% agarose gel electrophoresis พบว่ามีแถบดีเอ็นเอสองแถบท่ีขนาดมากกว่า 10,000 bp และ 

ขนาดประมาณ 3,000 bp (รูปท่ี 3.6B, Lane 2) ซ่ึงคาดวา่เป็นดีเอ็นเอพลาสมิดท่ีมีรูปร่างเป็น circular 

และเป็น supercoil ตามล าดบั จากนั้นน าสารละลายพลาสมิดน้ีไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI 

พบว่าผลผลิตท่ีได้ปรากฎเป็นแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวท่ีขนาดประมาณ 3,000 bp (รูปท่ี 3.6C, 

Lane 2) แสดงวา่ปฏิกิริยาการตดัดว้ยเอนไซม ์NheI ท าใหพ้ลาสมิดท่ีเป็น circular ก่อนหนา้ถูกตดัให้

กลายเป็น linear ไดท้ั้งหมด ดงันั้นดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 3,000 bp น้ีจึงถูกน าไปท าบริสุทธ์ิดว้ย

วิธี gel extraction ก่อนน าไปใช้ตดัอีกคร้ังดว้ยเอนไซม ์NotI ไดผ้ลิตภณัฑ ์2 ชนิด ดงัปรากฎแถบดี

เอ็นเอขนาดประมาณ 3,000 bp ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอพาหะ pET17b ท่ีมีขนาดเท่ากับ 3,306 bp (Seed, 
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1987) และแถบดีเอ็นเอตรงต าแหน่งประมาณ 500 bp มีลกัษณะค่อนขา้งจางสามารถเห็นแถบดีเอน็

เอน้ีได้เม่ือดูด้วยตาเปล่า แต่เห็นได้ไม่ชัดบนรูปถ่ายเจล) คาดว่าเป็นช้ินดีเอ็นเอยีน hlyC เพราะมี

ขนาดใกลเ้คียงกบั 545 bp ของยีน hlyC จากผลการวิเคราะห์ดว้ยวิธี restriction enzyme digestion น้ี

บ่งช้ีว่าพลาสมิดลูกผสมท่ีน ามาตรวจสอบมีช้ินดีเอ็นเอยีน hlyC แทรกอยู่ภายในตรงต าแหน่งท่ี

ถูกตอ้ง 

นอกจากวิธีขา้งตน้แลว้ ผูว้ิจยัยงัได้น าพลาสมิดลูกผสมดงักล่าวมาใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ

และใชไ้พรเมอร์ส าหรับ hlyC (ตารางท่ี 2.4)ในการท า PCR เม่ือตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ย agarose 

gel electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอของยีน hlyC ท่ีขนาดประมาณ 500 bp (ภาพท่ี 3.6D, Lane 2) จึง

สามารถยนืยนัไดว้า่พลาสมิดลูกผสมน้ีมียนี hlyC แทรกอยู ่
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รูปท่ี 3.5 การตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyA จากการตัดด้วยเอนไซน์ตัดจ าเพาะ

ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis  

(A) แผนภาพพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA ท่ีแสดงต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI 

และ NotI 

(B) ผลการสกดัพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder  

Lane 2: พลาสมิดท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ E. coli ท่ีถูก transform ดว้ย pET17b-hlyA  

(C) ผลการตดัพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA ดว้ยเอนไซน์ตดัจ าเพาะ NheI และ NotI 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder  

Lane 2: พลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซน์ตดัจ าเพาะ NheI 

Lane 3: พลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA/NheI ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซน์ตดัจ าเพาะ NotI 
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รูปท่ี 3.6 การตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyC จากการตัดด้วยเอนไซน์ตัดจ าเพาะ 

ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis 

(A) แผนภาพพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC ท่ีแสดงต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI 

และ NotI 

(B) ผลการสกดัพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder 

Lane 2: พลาสมิดท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ E. coli ท่ีถูก transform ดว้ย pET17b-hlyC  

(C) ผลการตดัพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC ดว้ยเอนไซน์ตดัจ าเพาะ NheI  

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder 

Lane 2: พลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC ท่ีตดัดว้ยเอนไซน์ตดัจ าเพาะ NheI 

(D) ผลการยนืยนัวา่พลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC มียนี hlyC ดว้ยการท า PCR 

Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน One MARK B DNA Ladder 

Lane 2: แถบผลผลิตดีเอน็เอของยนี hlyC ท่ีมีขนาดประมาณ 500 bp  
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3.5 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 พลาสมิดดีเอน็เอลูกผสม pET17b-hlyA หรือ pET17b-hlyC ท่ีผา่นการตรวจสอบจากขอ้ 3.4 

ถูกน าไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยเคร่ือง Automated DNA sequencer ท่ีบริษทั Macrogen 

Korea จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน  hlyA หรือ 

hlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะท่ีได้มีการ

รายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) เช่น สาย

พันธุ์  CFT073 (NC_004431.1), J96 (M10133) และ  UTI89 (NC_007946.1) เพื่ อยืนยันว่าล าดับ         

นิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเป็นล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyA หรือ hlyC โดยใชซ้อฟตแ์วร์ออนไลน์ของ 

Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) และ LALIGN Expasy (SIB Swiss Institute of 

Bioinformatics)    

   

 3.5.1 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน hlyA 

 เน่ืองจากยีน hlyA ท่ีสังเคราะห์ขึ้นดว้ยวิธี PCR มีขนาดใหญ่เท่ากบั 3,107 bp ประกอบดว้ย

นิวคลีโอไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะ NheI  และ NotI  นิวคลีโอไทดข์องยนี hlyA และนิวคลีโอไทด์

ของ 6x His-tag ดงันั้นในการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดจึ์งใชไ้พรเมอร์หลายอนั ไดแ้ก่ SP6, T7 

terminator, hlyA check forward primer และ hlyA check reverse primer ซ่ึง primer น้ีเป็นล าดบัของ               

นิวคลีโอไทด์ตรงบริเวณกลางยีน เพื่อใหส้ามารถอ่านล าดบันิวคลีโอไทด์ไดค้รอบคลุมทั้งยีน ผลได้

พบว่า สามารถวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ไดค้รอบคลุมทั้งยีนนั่นคือ มีจ านวนเท่ากบั 3,107 bp 

โดยนบัเร่ิมตน้จาก ATP ท่ีเป็น start codon จนถึงนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็น recognition site ของเอนไซม์

ตดัจ าเพาะ NotI (ดงัแสดงรูปท่ี 3.7) และเม่ือเปรียบเทียบเฉพาะล าดบั นิวคลีโอไทดข์องยนี hlyA (ไม่

รวมนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็น recognition site ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI และ NotI  และ codon ของ 

His-tag) พบว่ามีจ านวนนิวคลีโอไทด์เท่ากนักบัท่ีพบไดใ้นยนี hlyA ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 

UTI89 และ CFT073 แต่จะมีจ านวนมากกว่านิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli 

สายพนัธุ์ J96 อยู่ 3 bp นอกจากน้ี ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม 

pET17b-hlyA มีความเหมือนกบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89, 

J96 และ CFT073 คิดเป็น 97%, 99.3% และ 99.2% ตามล าดับ โดยมีต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ท่ี

แตกต่างกนัถึง 110 ต าแหน่ง เทียบกบัทั้งสามสายพนัธุ์ 
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3.5.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน hlyC 

 การวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyC ใชเ้พียง SP6 และT7 terminator ก็สามารถ

อ่านล าดบันิวคลีโอไทด์ไดค้รบถว้นทั้งยีน โดยมีล าดบันิวคลีโอไทด์จ านวน 545 bp ท่ีประกอบไป

ด้วย start codon และ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI ท่ีปลาย 5' end ส่วนปลาย 

3'end ของยีน hlyC มี codon ของ 6x His-tag ตามด้วย stop codon และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

เอนไซมต์ดัจ าเพาะ NotI (รูปท่ี 3.8) เม่ือเปรียบเทียบเฉพาะล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC พบว่ามี

จ านวนนิวคลีโอไทด์เท่ากนักบัท่ีพบในยีน hlyC ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 และ CFT073 

แต่จะมีมากกวา่นิวคลีโอไทด์ของยนี hlyC ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 จ านวน 1 bp ทั้งน้ี 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  hlyC จากพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyA มีความเหมือนกับ        

นิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89, J96 และ CFT073 คิดเป็น 98.8%, 

98.6% และ 98.8% ตามล าดบั โดยมีต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างกนัถึง 11 ต าแหน่ง เทียบ

กบัทั้งสามสายพนัธุ์ ดงันั้นนิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ะถูกตั้งช่ือใหเ้ป็นสายพนัธุ์ MNT08  

 

จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี hlyA จากพลาสมิดดีเอน็เอลูกผสม 

pET17b-hlyA และล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyC ท่ี

สังเคราะห์มาจากการใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาจากผูป่้วยท่ีเขา้รับการ

รักษาดว้ยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะเป็นแม่แบบ พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องทั้งสองยีน

ไม่เหมือน 100% กบัยีนท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มูลซ่ึงเป็นการศึกษายนีดงักล่าวจากเช้ือ E. coli 

สายพนัธุ์ท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะสายพนัธุ์ใดเลย ดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดต้ั้งช่ือ E. 

coli ท่ีแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ีถูกน ามาใชศึ้กษาในคร้ังน้ีว่าเป็น สายพนัธุ์ MNT08 ย่อมาจาก Maharaj 

Nakhon Si Thammarat โคโลนีท่ี 8 อย่างไรก็ตามเน่ืองจากผูว้ิจยัมีระยะเวลาและงบประมาณในการ

ท าวิจยัท่ีจ ากดัจึงไม่สามารถยืนยนัล าดบันิวคลีโอไทด์ของสายพนัธุ์ใหม่น้ีอีกคร้ังดว้ยวิธี genome 

sequencing ได ้
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Start codon NheI 

ต าแหน่งนิวคลโีอไทด์ของยีน hlyA จาก E. coli สายพนัธ์ุ J96 ท่ีหายไป 3 bp 
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รูปท่ี 3.7 Nucleotide sequence alignment ของยีน hlyA ของ E. coli 4 สายพนัธ์ุ 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ในพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA ท่ีได้

จากการท า PCR โดยใชดี้เอ็นเอแม่แบบจากจีโนมิกดีเอ็นเอของ E. coli ท่ีแยกมาจากผูป่้วยท่ีเขา้รับ

การรักษาดว้ยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะเป็นแม่แบบ ซ่ึงก าหนดให้ช่ือสายพนัธุ์ MNT08 

กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ของ E. coli สายพนัธุ์ CFT073 UTI89 และ J96 กล่องสีเขียวคือ

ต าแหน่งของนิวคลีโอไทด์ท่ีไม่พบในสายพนัธุ์ J96 กล่องสีส้มคือนิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ตดั

จ าเพาะ NheI กล่องสีชมพูคือนิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NotI กล่องสีเหลืองคือ codon 

ของ 6x His tag ATG ในกล่องสีน ้าเงินคือ start codon และ TAA ในกล่องสีแดงคือ stop codon 

Stop codon 

NotI 

6x His tag 
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รูปท่ี 3.8 Nucleotide sequence alignment ของยีน hlyC ใน E. coli 4 สายพนัธ์ุ 

การเปรียบเทียบจ านวนนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC ในพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC ท่ีได้

จากการท า PCR โดยใชดี้เอ็นเอแม่แบบจากจีโนมิกดีเอ็นเอของ E. coli ท่ีแยกมาจากผูป่้วยท่ีเขา้รับ

การรักษาดว้ยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ ซ่ึงก าหนดให้ช่ือสายพนัธุ์ MNT08 กบัล าดับ     

นิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ของ E. coli สายพนัธุ์ CFT073 UTI89 และ J96 กล่องสีส้มคือนิวคลีโอ

ไทด์ของเอนไซม์ NheI กล่องสีชมพูคือนิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ NotI กล่องสีเหลืองคือ codon 

ของ 6x His tag ATG ในกล่องสีน ้าเงินคือ start codon และ TAA ในกล่องสีแดงคือ stop codon 

6x His tag Stop codon 

NotI 

Start codon NheI 
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รูปท่ี 3.9 แผนภูมิ phylogenetic tree ของการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของยีน 

hlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุต่าง  

การแสดงความสัมพนัธ์ของยนี hlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ต่าง ๆ โดยแถบสีเหลือง

จะแสดงถึงแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 ซ่ึงแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติด

เช้ือระบบทางเดินปัสสาวะจากการทดลองน้ี ส่วนแถบสีฟ้าจะแสดงถึงแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 

J96, CFT073 และ UTI89 
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รูปท่ี 3.10 แผนภูมิ phylogenetic tree ของการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ

ยีน hlyC  ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุต่าง  

การแสดงความสัมพนัธ์ของยนี hlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ต่าง ๆ โดยแถบสีเหลือง

จะแสดงถึงแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 ซ่ึงแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติด

เช้ือระบบทางเดินปัสสาวะจากการทดลองน้ี ส่วนแถบสีฟ้าจะแสดงถึงแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 

J96, CFT073 และ UTI89 
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รูปท่ี 3.11 แผนภูมิ phylogenetic tree ของการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของโปรตีน HlyA ท่ี

ผลติได้จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุต่าง  

การแสดงความสัมพนัธ์ของโปรตีน HlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ต่าง ๆ โดยแถบสี

เหลืองจะแสดงถึงโปรตีน HlyA ท่ีผลิตแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 ซ่ึงแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ี

เขา้รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะจากการทดลองน้ี 
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รูปท่ี 3.12 แผนภูมิ phylogenetic tree ของการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของโปรตีน HlyA ท่ี

ผลติได้จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุต่าง  

การแสดงความสัมพนัธ์ของโปรตีน HlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ต่าง ๆ โดยแถบสี

เหลืองจะแสดงถึงโปรตีน HlyC ท่ีผลิตแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 ซ่ึงแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ี

เขา้รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะจากการทดลองน้ี 
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 เม่ือ nucleotide ของยนี hlyA และ hlyC ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย E. coli ซ่ึงแยกมาไดจ้ากผูป่้วยเขา้

รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ ไม่มีความเหมือนกบั nucleotide ทั้ง 3 strains 

(เทียบกบัยีน hlyA เช้ือแบคทีเรีย E. coli strain UTI89, J96 และ CFT073 คิดเป็น 97%, 99.3% และ 

99.2% ตามล าดับ ยีน hlyC ของแบคทีเรีย E. coli strian UTI89, J96 และ CFT073 คิดเป็น 98.8%, 

98.6% และ 98.8% ตามล าดบั) ดงันั้นผูว้ิจยัจึงสนใจว่าแบคทีเรีย E. coli ท่ีใชใ้นการทดลองอาจเป็น 

strain ใหม่ จึงน า nucleotide ท่ีได้จากการทดลองน้ีมาท าการ Blast ในเว็บไซต์ NCBI พบว่า 

nucleotide ของยนี hlyA มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย E. coli strain EcPF5 ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย

ท่ีแยกมาไดจ้ากผูป่้วยเพศหญิงหลงัหมดประจ าเดือนท่ีเขา้รับการรักษาดว้ยโรคติดเช้ือระบบทางเดิน

ปัสสาวะ (Sharon et al., 2020) และแบคทีเรีย E. coli strain SCU-484 ซ่ึงไดม้าจากอาสาสมคัรท่ีเป็น

นกัศึกษามหาวิทยาลยั Santa Clara ดว้ยเก็บตวัอย่างจากการ swab ท่ีบริเวณทวารหนกั (Stephens et 

al., 2020) โดยมี % identity เท่ากนัท่ี 99.93% (ดงัแสดงในรูปท่ี 3.9) และเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบั % 

identity ของ E. coli strain J96, CFT073 และ UTI89 ในยีน hlyA พบว่ามีความแตกต่างกนั 0.68%, 

0.71% และ 0.89% ตามล าดับ ส าหรับ nucleotide ของยีน hlyC ก็เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ 

nucleotide ของยีน hlyA โดยมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย E. coli strain EcPF5 และ SCU-

484 เท่ากนัถึง 100% (ดงัแสดงในรูปท่ี 3.10) และเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบั % identity ของ E. coli 

strain J96, CFT073 และ UTI89 มีความแตกต่างกัน 1.36%, 0.6%, 0.6% ตามล าดับ จากนั้ นน า 

nucleotide ไป translate เป็นกรดอะมิโน แลว้ไป Blast ในเว็บไซต์ NCBI พบว่ากรดอะมิโนของ

โปรตีน HlyA ท่ีได้จากการทดลองมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงแค่กับโปรตีน HlyA ท่ีผลิตจากเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli ในหลายสายพนัธุ์ แต่ไม่มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียอ่ืน (รูปท่ี 3.11) โดย

มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงมากท่ีสุดกับโปรตีน HlyA ท่ีผลิตจาก E. coli strain SCU-101 คิดเป็น 

99.80% และส าหรับโปรตีน HlyC ก็มีความสัมพนัธ์เช่นเดียวกนักบัโปรตีน HlyA (รูปท่ี 3.12) โดยมี

ความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัโปรตีน HlyC ท่ีผลิตจาก E. coli strain SCU-101 คิดเป็น 100% 
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3.6 การผลติโปรตีนลูกผสม  

พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyA หรือ pET17b-hlyC ท่ีผ่านการตรวจสอบความ

ถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์แล้วถูกน าเข้าสู่ (transform) เช้ือ E. coli สายพันธุ์ BL21(DE3) 

จากนั้นท าการคดัเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเม่ือถูกกระตุน้แลว้สามารถผลิตโปรตีน HlyA หรือ HlyC 

ได ้มาเล้ียงในอาหารเหลว LB broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทัง่มีค่าการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ในช่วงระหว่าง 0.4-0.6 จากนั้นแบ่งเซลลไ์วส้ าหรับเป็นโปรตีนส่วนท่ีไม่

ถูกกระตุ้นในการผลิตโปรตีน (non-induced cell) และน าเซลล์ส่วนท่ีเหลือมากระตุ้นการผลิต

โปรตีน (induced cell) ดว้ยสารละลาย IPTG แลว้น าเซลลท์ั้งสองส่วนไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 18 หรือ 

25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง หรือ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เพื่อหาอุณหภูมิ

ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตีน หลังจากนั้นเก็บตะกอนเซลล์มาท า whole cell lysate แล้ว

วิเคราะหผ์ลการผลิตโปรตีนลูกผสม HlyA หรือ HlyC ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  

 

 3.6.1 การผลติโปรตีนลูกผสม HlyA 

  เม่ือใชเ้ซลลแ์บคทีเรียท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyA ตั้งตน้ stock เดียวกนั และ

ผลิตโปรตีนในระยะเวลาใกลเ้คียงกนั พบว่าโปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีมีมวลโมเลกุลประมาณ 110 

kDa ไม่ถูกผลิตท่ีอุณหภูมิ 18 และ 25 องศาเซลเซียส แต่จะถูกผลิตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ี

ถูก induced cells ดว้ย IPTG (รูปท่ี 3.13) 

 

3.6.2 การผลติโปรตีนลูกผสม HlyC 

โปรตีนลูกผสม HlyC ควรจะมีมวลโมเลกุลประมาณ 19 kDa แต่จากการตรวจสอบพบว่า

ปรากฏแถบโปรตีน  HlyC ท่ีประมาณ15 kDa สามารถผลิตได้ท่ีอุณหภูมิ 18, 25 และ 37 องศา

เซลเซียส แต่จะผลิตออกมามากท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีถูก induced cells ดว้ย IPTG ดงันั้น

อุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส จึงเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการผลิตโปรตีนลูกผสม HlyC มากท่ีสุด (รูป

ท่ี 3.14) 
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รูปท่ี 3.13 ผลการตรวจสอบการผลติโปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีอุณหภูมิ 18, 25 และ 37 องศาเซลเซียส 

จากการท า Whole cell lysate แลว้ยนืยนัผลดว้ยเทคทิค SDS-PAGE ซ่ึงโปรตีน HlyA มีมวลโมเลกุล 

~110 kDa พบว่าปรากฏแถบโปรตีน HlyA ของการผลิตโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ย

การถูก induce จาก IPTG 

 Lane M: Molecular weight marker  

 Lane 1: Non-induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 

 Lane 2: Induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 

Lane 3: Non-induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Lane 4: Induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Lane 5: Non-induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Lane 6: Induce cell ของโปรตีน HlyA ผลิตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 3.14 ผลการตรวจสอบการผลติโปรตีนลูกผสม HlyC ท่ีอุณหภูมิ 18, 25 และ 37 องศาเซลเซียส 

จากการท า Whole cell lysate แลว้ยืนยนัผลดว้ยเทคทิค SDS-PAGE ซ่ึงโปรตีน HlyC ควรจะมีมวล

โมเลกุล ~19 kDa แต่พบแถบโปรตีน HlyC ท่ีประมาณ 15 kDa ถูกผลิตไดท่ี้อุณหภูมิ 18, 25 และ 37 

องศาเซลเซียส ดว้ยการถูก Induce จาก IPTG 

 Lane M: Whole Blue Range Prestained Protein Ladder 

 Lane 1: Non-induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 

 Lane 2: Induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 

Lane 3: Non-induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Lane 4: Induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Lane 5: Non-induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Lane 6: Induced cell ของโปรตีน HlyC ผลิตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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3.7 การท าบริสุทธิ์โปรตีน (Protein Purification) 

 น าโคโลนีของเช้ือ E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมมาเล้ียงใน

อาหารเหลว LB broth แลว้ induce ดว้ย 0.1 mM IPTG บ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 6 ชัว่โมง 

ส าหรับโปรตีน HlyA ส่วนโปรตีน HlyC บ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 16-18 ชัว่โมง หลงัจาก

นั้นเก็บตะกอนเซลล ์น าไปสกดัโปรตีนท่ีตอ้งการโดยเบ้ืองตน้ไดท้ดสอบความสามารถการละลาย

ของโปรตีนว่าโปรตีนท่ีผลิตไดอ้ยู่ในส่วนของ soluble หรือ insoluble ก่อนท่ีจะน าโปรตีนท่ีละลาย

อยู่ใน fraction ท่ีต้องการมาท าให้บริสุทธ์ิด้วยวิ ธี  immobilized metal affinity chromatography 

(IMAC) ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถท าบริสุทธ์ิไดท้ั้งโปรตีน HlyA และ HlyC เน่ืองจากโปรตีนทั้งสองถูก

ดดัแปลงโดยการเติม กรดอะมิโน histidine จ านวน 6 residues (His6-tag) ตรง C-terminal เพื่อใชใ้น

การจบักบั ligand ของ Ni2+ NTA column ตั้งแต่ตน้ในขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับใช้ใน

กระบวนการสังเคราะห์ยนีดว้ยเทคนิค PCR ทั้งน้ีความสามารถในการละลายและความบริสุทธ์ิของ

โปรตีนสามารถถูกตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค SDS-PAGE ดงัน้ี 

 

3.7.1 การท าบริสุทธิ์โปรตีน HlyA  

พบการละลายของโปรตีน HlyA ท่ีผลิตจาก E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) อยู่ใน

ส่วนของ insoluble fraction (เรียกโปรตีนส่วนน้ีว่า inclusion bodies) (รูปท่ี 3.15A) เม่ือน าไปท า

บริสุทธ์ิต่อดว้ย denaturing condition โดยใชส้ารละลายท่ีมียูเรีย 8 M เป็นองคป์ระกอบ (วีธีทดลอง 

ขอ้ 2.3.4) พบว่าโปรตีน HlyA ไม่สามารถถูกท าให้บริสุทธ์ิ 100% ได ้เน่ืองจากบริเวณ His-tag ของ

โปรตีน HlyAไม่สามารถจบั resin ของ column ไดจึ้งท าให้โปรตีนหลุดออกมาตั้งแต่ flow through 

และถูกชะออกมาตั้งแต่แรกดว้ย denaturing wash 1 buffer ท่ีมี 5 mM imidazole เป็นองค์ประกอบ 

(รูปท่ี 3.15B) ทั้งน้ีผูวิ้จยัไดท้ าการทดลองซ ้ าตั้งแต่กระบวนการเตรียมคอลมัน์ทั้งแบบการ strip and 

recharge คอลมัน์เดิมดว้ย Nickel หรือการเปล่ียนไปใช้คอลมัน์อนัใหม่ และการเตรียมสารละลาย 

inclusion bodies ของโปรตีน HlyA ใหม่ทั้งส้ิน 10 รอบ แต่ผลท่ีไดย้งัคงเหมือนเดิม จึงสันนิษฐาน

ไดว้่า His-tag ท่ีมีอยู่บนโครงสร้างโปรตีน HlyA ไม่สามารถจบักบั ligand ของ Ni2+ NTA column 

ได ้

หากตอ้งการท าให้โปรตีน HlyA บริสุทธ์ิ จะตอ้งเปล่ียนเทคนิคการท าบริสุทธ์ิ เช่น 

วิธี size exclusion chromatography แต่เน่ืองด้วยภาควิชาขาดแคลนเคร่ืองมือและคอลัมน์ ท่ีใช้

ส าหรับเทคนิคน้ี ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือก fraction ของโปรตีน HlyA ท่ีถูกชะออกมาในปริมาณ

มาก เพื่อให้มีความเขม้ขน้สูง แลว้น าใช้ในการยืนยนัว่าแถบโปรตีนท่ีปรากฎบน SDS-PAGE ท่ีมี
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ขนาดประมาณ 110 kDa นั้ นเป็นโปรตีน HlyA จริงด้วยวิธี mass spectrometry และเพื่อน ามา

ทดสอบการ refolding ของโปรตีน HlyA ดว้ยวิธี tryptophan fluorescence ซ่ึงจะอธิบายไวใ้นขอ้ 3.8 

 

3.7.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีน HlyC 

  การวิเคราะห์สารละลายโปรตีนทั้ง soluble และ insoluble fractions ด้วยเทคนิค 

SDS-PAGE ปรากฏแถบโปรตีนท่ีหนาอย่างชัดเจน 2 ต าแหน่ง คือ แถบแรกมีขนาดประมาณ 45 

kDa และแถบท่ี 2 มีขนาดประมาณ 15 kDa ของสารละลายโปรตีนท่ีเป็น insoluble fraction (รูปท่ี 

3.16A) ซ่ึงมีความแตกต่างกบัผลการวิเคราะห์โปรตีนท่ีไดจ้ากการท า whole cell lysate (รูปท่ี 3.14) 

ดงัอธิบายไวก่้อนหนา้น้ีใน 3.6.2 ว่าพบแถบโปรตีนท่ีเขม้เพียงแถบเดียวขนาดประมาณ 15 kDa ซ่ึง

คาดว่าเป็นโปรตีน HlyC เน่ืองจากมีขนาดใกลเ้คียงกบั 19 kDa ของมวลโมเลกุลโปรตีน HlyC ท่ีได้

จากการค านวณ ความแตกต่างน้ีสามารถอธิบายไดเ้น่ืองจากในขั้นตอนการเตรียม whole cell lysate 

นั้นสารละลายเซลลถ์ูกน าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เพื่อช่วยใหเ้ซลลแ์ตกและสามารถสกดั

เอาสารละลายโปรตีนส่วนใสไปใชโ้หลดบน SDS-PAGE ซ่ึงโปรตีนท่ีผา่นความร้อนดงักล่าวจึงถูก

ท าให้ denature อย่างสมบูรณ์ ดงัเช่น โปรตีน HlyC ท่ีถูกท าให้อยู่ในรูปของ monomer ทั้งหมดและ

ปรากฏแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวท่ีประมาณ 15-19 kDa ในขณะท่ีการเตรียม insoluble fraction นั้น 

โปรตีนถูกละลายอยู่ในสารละลายยูเรียแต่ไม่ไดถู้กน าไปตม้ ดงันั้นโปรตีน HlyC อาจถูก denature 

ไดไ้ม่สมบูรณ์ จึงปรากฏแถบโปรตีนเขม้ 2 ต าแหน่ง ซ่ึงเป็น monomer ท่ีขนาดประมาณ 15-19 kDa 

และ dimer ท่ีขนาดประมาณ 38 kDa (รูปท่ี 3.16A) 

  เม่ือน าสารละลาย insoluble fraction ไปท าบริสุทธ์ิต่อด้วยวิธี immobilized metal 

affinity chromatography (IMAC) ในสภาวะ denaturing condition พบว่าโปรตีน HlyC ถูกชะออก

จากคอลมัน์มากท่ีสุดดว้ย denaturing elution buffer (8 M Urea, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM 

NaCl, 250 mM imidazole) ใน fraction ท่ี 3 และ 4 (รูปท่ี 3.16B) มี purity ประมาณ 80% ดงันั้นเพื่อ

ยืนยนัความถูกตอ้งว่าแถบโปรตีนท่ีพบเป็นชนิด dimer และ monomer ของโปรตีน HlyC ผูว้ิจยัจึง

น าไปวิเคราะหต์่อดว้ยเทคนิค mass spectrometry 
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รูปท่ี 3.15 ผลการทดสอบความสามารถการละลายของโปรตีน และผลการตรวจสอบการท าบริสุทธิ์

โปรตีนลูกผสม HlyA โดยใช้ HisTrapTM FF column ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าโปรตีน HlyA 

อยู่ในส่วนของ Insoluble fraction และไม่สามารถจบั ligand ของ column ไดจึ้งถูกชะออกมาตั้งแต่

แรกดว้ย Denaturing wash 1 buffer 

(A) ผลการทดสอบความสามารถการละลายของโปรตีน 

Lane M: Whole Blue Range Prestained Protein Ladder 

Lane 1: Soluble fraction  

Lane 2: Insoluble fraction ท่ีมีโปรตีน HlyA ขนาดประมาณ 110 kDa ละลายอยู ่

(B) ผลการตรวจสอบการท าบริสุทธ์ิโปรตีนลูกผสม HlyA โดยใช ้HisTrapTM FF column 

Lane M: Whole Blue Range Prestained Protein Ladder 

Lane 1-10: fraction ท่ี 1-10 ของโปรตีน HlyA ท่ีถูกชะดว้ย denaturing wash 1 buffer โดย 

เก็บ fraction ละ 1 ml  
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รูปท่ี 3.16 ผลการทดสอบความสามารถการละลายของโปรตีน และผลการตรวจสอบการท าบริสุทธิ์

โปรตีนลูกผสม HlyC โดยใช้ HisTrapTM FF column ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าโปรตีน HlyC 

อยู่ในส่วนของ Insoluble ปรากฏแถบโปรตีนของ HlyC ขึ้นเขม้ 2 ต าแหน่ง โดยแถบแรกอยู่ท่ี 45 

kDa ซ่ึงคาดว่าน่าจะเป็นโปรตีน HlyC ท่ีเป็น dimer และแถบท่ี 2 อยู่ท่ี 15 kDa คาดว่าน่าจะเป็น 

monomer และจะถูกชะออกมามากใน fraction 3 และ 4 ดว้ย Denaturing elution buffer 

(A) ผลการทดสอบความสามารถการละลายของโปรตีน 

Lane M: Whole Blue Range Prestained Protein Ladder 

Lane 1: Soluble fraction  

Lane 2: Insoluble fraction ท่ีมีโปรตีน HlyC ละลายอยู ่

(B) ผลการตรวจสอบการท าบริสุทธ์ิโปรตีนลูกผสม HlyC โดยใช ้HisTrapTM FF column 

Lane M: Whole Blue Range Prestained Protein Ladder 

Lane 1-5: fraction ท่ี 1-5 ของโปรตีน HlyC ท่ีถูกชะดว้ย denaturing elution buffer โดย 

เก็บ fraction ละ 1 ml 
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3.8 การศึกษาคุณลกัษณะทางชีวเคมีของโปรตีน 

 3.8.1 การตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass spectrometry 

  การวิเคราะห์ท าโดยการน าโปรตีนท่ีสนใจซ่ึงผ่านการแยกออกจากโปรตีนอ่ืนดว้ย

วิธี  SDS-PAGE และถูกสกัดออกมาจาก acrylamide gel แล้ว มาตัดด้วยเอนไซม์ trypsin ตรง

ต าแหน่งกรดอะมิโน lysine (K) และ arginine (R) ให้เป็น peptide สายสั้ นๆ แล้วน าไป spot บน 

matrix ท่ีเป็น -cyano-4-hydroxycinnamic acid จากนั้นยิง laser ให้โมเลกุลกลายเป็นไอออน แลว้

ตรวจวดัดว้ยเคร่ือง mass spectrometer ซ่ึงการทดลองน้ีท าเพื่อระบุชนิดของโปรตีน โดยน าล าดับ

กรดอะมิโนท่ีวิเคราะห์ไดเ้ปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลท่ีมีการรายงานไวแ้ลว้ใน Swiss-Prot database  

 

ตารางท่ี 3.1 ข้อมูลการระบุชนิดของโปรตีนจากแถบ SDS-PAGE ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS 

Name 

of 

Samples 

Protein 

identification 

Primary 

accession 

number 

Theoretical 

mass (Da) 

Protein 

score 

No. of 

peptides 

matched 

Sequence 

coverage 

(%) 

HlyA Hemolysin A, 

chromosomal 

P09983 109,867 5237 13 55 

HlyC 

dimer 

Hemolysin-activating 

lysine-acyltransferase 

HlyC 

P09984 19,726 * 1205 4 72 

HlyC 

monomer 

Hemolysin-activating 

lysine-acyltransferase 

HlyC 

P09984 19,726 953 2 62 

หมายเหตุ 

- ขอ้มูลของ Primary accession number และ Theoretical mass ไดม้าจากฐานขอ้มูล UniProt 

- * คือมวลโมเลกุลของโปรตีน HlyC ท่ีค  านวณจาก polypeptide ของโปรตีน HlyC เพียงสายเดียว 
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3.8.1.1 การตรวจสอบโปรตีน HlyA ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass spectrometry 

   การระบุชนิดของโปรตีน HlyA พบวา่ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนลูกผสม HlyA 

ท่ีผลิตได้ตรงกันกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Hemolysin A ท่ีอยู่บน chromosomal จากเช้ือ

แบคที เ รีย  E. coli (Primary accession number: P09983) (รูป ท่ี  3.17) ซ่ึ งล าดับกรดอะมิโน ท่ี

ตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค MS น้ีคิดเป็น 55% ของล าดบักรดอะมิโนทั้งหมดของโปรตีน Hemolysin 

A โดยมี peptide matched จ านวน 13 peptides, protein score เท่ากบั 5237 โดยค่า protein score เป็น

ค่าผลรวมของ peptide score ซ่ึงถ้าค่าน้ียิ่งมีค่ามากจะแสดงถึงความถูกต้องจากการ match กัน

ระหว่าง sequence ของโปรตีนท่ีวิเคราะห์กบัโปรตีนจาก database และมีมวลโมเลกุลท่ีค านวณตาม

ทฤษฎีเท่ากบั 109,867 Da (ตารางท่ี 3.1)  

 

3.8.1.2 การตรวจสอบโปรตีน HlyC ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass spectrometry 

ส าหรับโปรตีนลูกผสม HlyC ท่ีผลิตไดมี้ล าดบักรดอะมิโนตรงกนักบัล าดบักรดอะ

มิโนของโปรตีน Hemolysin-activating lysine-acyltransferase HlyC หรือมีอีกช่ือคือ Hemolysin C 

จากเช้ือ E. coli (Primary accession number: P09984) (รูปท่ี 3.18) ซ่ึงล าดบักรดอะมิโนท่ีตรวจสอบ

ไดด้ว้ยเทคนิค MS น้ีคิดเป็น 56% ของล าดบักรดอะมิโนทั้งหมดของโปรตีน Hemolysin C โดยมี 

peptide matched จ านวน 2 peptides, protein score เท่ากับ 953 ส าหรับโปรตีน HlyC monomer 

(ตารางท่ี 3.1) และสามารถยืนยนัผลไดว้่าแถบโปรตีนท่ีอยู่ตรงบริเวณ 45 kDa จากการตรวจสอบ

ดว้ยวิธี SDS-PAGE เป็นโปรตีน HlyC ท่ีมีโครงสร้างเป็น dimer โดยมีจ านวนของ peptide matched 

4 peptides ซ่ึงเป็น 2 เท่าของโปรตีน HlyC monomer, peptide score เท่ากบั 1205 และมีล าดบักรดอะ

มิโนตรงกนักบั P09984 คิดเป็น 72%   
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รูปท่ี 3.17 การระบุชนิดโปรตีน HlyA ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS โดยแสดง peptide sequence 

ของโปรตีน Hemolysin, chromosomal (P09983) จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli ซ่ึงตวัหนงัสือหนาสีแดง

แสดงถึงต าแหน่ง peptides ท่ีได้จากการวิเคราะห์ท่ีตรงกับล าดับกรดอะมิโนในสาย polypeptide 

ของ Hemolysin, chromosomal  
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รูปท่ี 3.18 การระบุชนิดโปรตีน HlyC ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS โดยแสดง peptide sequence 

ของโปรตีน Hemolysin-activating lysine-acyltransferase HlyC (P09984) จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli 

ซ่ึงตวัหนังสือหนาสีแดงแสดงถึงต าแหน่ง peptides ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ย MS ท่ีตรงกบัล าดบั

กรดอะมิโนในสาย polypeptide ของ Hemolysin-activating lysine-acyltransferase HlyC 

 

3.8.2 การสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน 

การทดลองน้ีเป็นการสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA และ 

HlyC โดยใช้ซอฟท์แวร์ออนไลน์ SWISS-MODEL ด้วยการน าล าดับกรดอะมิโนทั้ งหมด (full 

length amino acid sequence) ท่ีไดจ้ากการแปรล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีผ่านการตรวจสอบแลว้ของยีน

สังเคราะห์ HlyA และ HlyC ในงานวิจยัน้ี และท าการคน้หาโครงสร้าง 3 มิติท่ีมีการเผยแพร่อยู่ใน

ฐานขอ้มูล Protein Data Bank (PDB) เพื่อใช้เป็นแม่แบบท่ีเหมาะสมในการสร้างแบบจ าลอง ทั้งน้ี

แบบจ าลองท่ีถูกสร้างขึ้นมานั้นจะตอ้งมีค่า Global Model Quality Estimation (GMQE) บ่งบอกถึง

ความแม่นย  าของ model ท่ีสร้างขึ้นดว้ยการ alignment ของ sequence ระหว่าง target และ template 

ซ่ึงจะแสดงเป็นตวัเลขระหว่าง 0 ถึง 1 โดยตวัเลขท่ีสูงบ่งบอกถึงความน่าเช่ือถือท่ีสูง, Quaternary 

Structure Quality Estimation (QSQE) บ่งบอกถึงความเป็นไปไดท่ี้จะสร้าง oligomer โดยแสดงเป็น

ตวัเลข 0 ถึง 1 หากค่าน้ีสูงกวา่ 0.7 ถือวา่เช่ือถือได,้ % Sequence identity และ % Coverage สูง จึงจะ

ถือว่าเป็นแบบจ าลองท่ีดี ส าหรับการวิเคราะห์โครงสร้างของแบบจ าลองท าไดโ้ดยการแสดงภาพ 3 

มิติในโปรแกรม UCSF Chimera เวอร์ชัน่ 1.13.1  
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3.8.2.1 การสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA 
 

โปรตีน alpha-hemolysin สามารถพบไดใ้นแบคทีเรีย E. coli โดยยีนมีช่ือว่า hlyA 

และแบคทีเรีย Staphylococcus aureus (S. aureus) ยนีมีช่ือวา่ hly หรือ hla เน่ืองจากวา่โปรตีน alpha-

hemolysin ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทั้งสองจะมีช่ือเหมือนกัน และมีคุณสมบติัในการเกิด hemolytic 

activity เหมือนกนั ดงันั้นผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะใชโ้ครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน alpha-hemolysin จาก

แบคทีเรีย S. aureus  (PDB ID: 7AHL) ท่ีไดรั้บการตีพิมพ ์(Song et al., 1996) มาเป็นแม่แบบในการ

สร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 (รูป

ท่ี 3.19AและB) จากการทดลองน้ีพบว่า แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA โดยใช้

โครงสร้าง 3 มิติของ 7AHL เป็นแม่แบบมีค่า GMQE สูงสุดท่ี 0.05, Sequence identity 33.6% และมี

โครงสร้างเป็น monomer ท่ีครอบคลุมกรดอะมิโนตรงต าแหน่ง C-terminal ของโปรตีน HlyA (รูป

ท่ี 3.19C)จากโครงสร้างแบบจ าลองของโปรตีน HlyA ท าให้โครงสร้าง 3 มิติของ 7AHL ท่ีน ามาใช้

เป็นแม่แบบไม่เหมาะท่ีจะถูกเลือก เพราะเน่ืองจากเช้ือแบคทีเรีย S. aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก

จึงไม่มีบริเวณของ RTX domain และ polypeptide ของเช้ือน้ีสั้นกว่าของเช้ือแบคทีเรีย E. coli สาย

พนัธุ์ MNT08 ถึง 3 เท่า ซ่ึงมีความเหมือนของ amino acid sequence เพียง 21.1% (รูปท่ี 3.20) 
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รูปท่ี 3.19 แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA (HlyA model analysis) ท่ีถูกสร้างขึน้โดย

ใช้โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน alpha-hemolysin (ยีน: hly หรือ hla) จากแบคทีเรีย Staphylococcus 

aureus  (PDB ID: 7AHL) เป็นแม่แบบ 

(A) แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA จากมุมดา้นหนา้ 

(B) แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA จากมุมดา้นบน 

(C) The template profile (PDB ID: 7AHL) 
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รูปท่ี 3.20 Amino acid sequence alignment ของโปรตีน alpha-hemolysin 

การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนของโปรตีน alpha-hemolysin จากแบคทีเรีย

แกรมลบ E. coli (HlyA) กบัแบคทีเรียแกรมบวก S. aureas (7AHL) 

 

ดงันั้นแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สาย

พนัธุ์ MNT08 จึงถูกสร้างขึ้นโดยใช้โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน adenylate cyclase toxin (CyaA) 

จากเช้ือแบคทีเรีย Bordetella pertussis (PDB ID: 6SUS) เป็นแม่แบบ (รูปท่ี 3.21A) ซ่ึง chain A ของ

โครงสร้าง 6SUS (6SUS.1.A) (Motlova et al., 2020) มีความเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะใช้เป็นแม่แบบ 

เพราะโปรตีน CyaA มีระบบการหลัง่ออกนอกเซลล์แบบ T1SS ท่ีคลา้ยกบัโปรตีน HlyA จากเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli ซ่ึงจะประกอบด้วย inner membrane ATPase (CyaB), membrane fusion protein 

(CyaD) และ outer membrane channel component (CyaE) (Bumba et al., 2016) การกระตุน้โปรตีน 

CyaA ให้อยู่ในรูป active form จะถูกกระตุน้ดว้ยการเติม fatty-acyl ท่ีกรดอะมิโน lysine 2 residues 

และโปรตีน CyaA ยงัมีบริเวณ RTX domain ตรงต าแหน่ง C-terminal ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีส าคญัในการ

เป็นสัญญาณการหลั่งโปรตีน CyaA ท่ี active แล้วออกนอกเซลล์ (Motlova et al., 2020) ดังนั้ น

ขอ้มูลเหล่าน้ีช้ีให้เห็นว่าโปรตีน CyaA มีหน้าท่ีและองค์ประกอบของบริเวณท่ีส าคญัใกลเ้คียงกบั

โปรตีน HlyA ท าใหโ้ปรตีน CyaA เป็น template ท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง

3 มิติของโปรตีน HlyA ซ่ึงแบบจ าลองท่ีได้มีค่า GMQE สูงสุดท่ี 0.11, QSQE เป็น 0, Sequence 

identity 34.36% และ Coverage 25% มีโครงสร้างเป็น monomer ท่ีครอบคลุมกรดอะมิโน 339 
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residues ตรงต าแหน่ง C-terminal (residues 612-950) ของโปรตีน HlyA (รูปท่ี 3.21B) จากล าดับ

กรดอะมิโนของแบบจ าลองโครงสร้างโปรตีน HlyA พบว่ากรดอะมิโน K690 สามารถพบไดใ้น

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะทั้งหมด ซ่ึงเป็น 1 ใน 2 

ของกรดอะมิโน lysine ท่ีถูกคาดการณ์ว่าเป็นต าแหน่งของการเกิดปฏิกิริยา acylation โดยมี HlyC 

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเพื่อให้โปรตีน HlyA อยู่ในรูป active form ส่วน residues 733-975 (รูปท่ี 3.21C) 

ถูกคาดการณ์ว่าเป็นบริเวณของ RTX domain (Bumba et al., 2016) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีล าดบัซ ้ าของ 

nonapeptide (GGxGxDxUx) เก่ียวขอ้งกับการเป็นสัญญาณการหลัง่โปรตีน HlyA ออกนอกเซลล์

แบบ T1SS และเม่ือมีการหลัง่โปรตีน HlyA ออกนอกเซลลแ์ลว้ Ca2+ ท่ีอยู่ภายนอกเซลลจ์ะมาจบัท่ี

บริเวณ RTX น้ีเพื่อท าใหโ้ปรตีน HlyA ท่ีผลิตออกมาในตอนแรกเกิดการ folding แลว้เปลี่ยนไปเป็น

โปรตีน HlyA ท่ีอยู่ในรูป mature (Thomas, Bakkes et al., 2014) และกรดอะมิโน W914 ท่ีอยู่ตรง

บริเวณ RTX domain น้ีมีความน่าสนใจ เพราะเป็นกรดอะมิโนท่ีมี side chain เป็นวงแหวน aromatic 

ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงได ้จึงน าค่าการดูดกลืนแสงของกรดอะมิโน W914 มาเปรียบเทียบความ

แตกต่างกนัระหวา่งโปรตีนท่ีเป็น unfolded และ folded เม่ือมีการจบักบั Ca2+
 

เน่ืองจาก template ท่ีน ามาใชส้ร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA มี

ขอ้จ ากดัของความยาว แบบจ าลองในการศึกษาน้ีจึงสามารถท านายโครงสร้างโปรตีน HlyA ไดเ้พียง

หน่ึงในสามเท่านั้น ท าให้ไม่มีขอ้มูลโครงสร้างส าหรับกรดอะมิโนตรงต าแหน่ง 272-301 ซ่ึงเป็น

บริเวณท่ีโครงสร้างมีลกัษณะเป็น amphipathic α-helix จ าเป็นส าหรับการสร้างรูพรุน ต าแหน่ง 

564-739 เก่ียวขอ้งกบัการแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolytic) และต าแหน่ง 914-936 เป็นบริเวณท่ีจบั

กบัโปรตีน Glycophorin ของเยื่อหุ้มเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของมนุษย ์(Ristow & Welch, 2016) ดงันั้น

การศึกษาโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA แบบเต็มความยาว จ าเป็นตอ้งน าโปรตีน HlyA ท่ีผ่าน

การท าบริสุทธ์แลว้และอยู่ในรูปของ soluble ไปท าการตกผลึกเพื่อวิเคราะห์ผลดว้ยเทคนิค X-ray 

crystallography ต่อไป  
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รูปท่ี 3.21 แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA (HlyA model analysis) ท่ีถูกสร้างขึน้โดย

ใช้โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน adenylate cyclase toxin (CyaA) จากแบคทีเรีย Bordetella pertussis 

(PDB ID: 6SUS.1.A) เป็นแม่แบบ 

(A) The template profile (PDB ID: 6SUS.1.A) 

(B)  แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA โดยจะแสดงกรดอะมิโน K690 (สีส้ม), 

W914 (สีเหลือง) และบริเวณ RTX domain (residues 733-950) (ribbon สีเขียว) 

(C) Amino acid sequence alignment ของ  HlyA (Model_01) และ  CyaA (6SUS.1.A) แสดง

บริเวณ RTX domain ของโปรตีน HlyA ในกล่องสีเขียว 

 

3.8.2.2 การสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyC 

แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyC จากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 

MNT08 ถูกสร้างขึ้นโดยใช้โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน ApxC จากเช้ือแบคทีเรีย Actinobacillus 

pleuropneumoniae (PDB ID: 4WHN) เป็นแม่แบบ (รูปท่ี 3.22A) ซ่ึง chain A ของโครงสร้าง 4WHN 

(4WHN. 2. A) (Greene et al., 2015) มีความเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะใช้เป็นแม่แบบ  เพราะโปรตีนทั้ง

สองน้ีเป็นสมาชิกในกลุ่ม toxin-activating acyltransferase (TAAT) โดยแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติ

ของโปรตีน HlyC มีค่า GMQE สูงสุดท่ี 0.90, QSQE เป็น 0.91, Sequence identity 74.25% และ 

Coverage 98% ทั้งน้ีโครงสร้างจ าลองท่ีไดเ้ป็น homodimer (รูปท่ี 3.22B) ท่ีครอบคลุมกรดอะมิโน 

167 residues (residues 3-169) ของโปรตีน HlyC จากแบบจ าลองโครงสร้างสามมิติ พบว่ามีพนัธะ

ไฮโดรเจน (hydrogen bond) ทั้งหมด 6 พนัธะท่ีเกิด interaction ระหวา่งสอง monomer (รูปท่ี 3.22C) 

โดยมี 4 พนัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดจาก interaction ระหว่าง backbone กบั backbone ของกรดอะมิโน

ระหว่างสอง monomer คือ Arg24.A กับ Ser29.B, Trp26.A กับ Val28.B, Val28.A กับ Trp26.B, 

Ser29.A กับ Arg24.B และมี 2 พันธะไฮโดรเจนท่ีเกิดจาก interaction ระหว่าง side chain กับ 
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backbone ของกรดอะมิโนระหว่างสอง monomer คือ Ser29.A กบั Arg24.B, Arg24.A กบั Ser29.B 

มีกรดอะมิโนท่ีส าคัญส าหรับจับกับ heme คือ H151 และ H152 (รูปท่ี 3.22B) ดังท่ีมีรายงานไว้ 

(Peherstorfer et al., 2018) 
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รูปท่ี 3.22 แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyC (HlyC model analysis) ท่ีถูกสร้างขึน้โดย

ใช้โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน ApxC จากเช้ือแบคทีเรีย Actinobacillus pleuropneumoniae (PDB 

ID: 4WHN.2.A) 

(A) The template profile (PDB ID: 4WHN.2.A) 

(B)  แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyC ท่ีมีโครงสร้างเป็น homodimer โดยแสดง 

chain A ดว้ย ribbon สีฟ้า และ chain B ดว้ย ribbon สีทอง กรดอะมิโนท่ีส าคญั H151 และ 

H152 สีชมพู 

(C) พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) สีขาว ท่ีเกิด interaction ระหวา่งสอง monomer 
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3.8.3 การม้วนตัวของโปรตีน HlyA (Protein folding) 

การศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง unfolding และ folding ของโปรตีนจะท าโดยการ

วดั fluorescence ของกรดอะมิโน tryptophan (สัญลกัษณ์ Trp หรือ W) ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงได้

เน่ืองจาก side chain ของกรดอะมิโนน้ีเป็นวงแหวน aromatic จากรายงานการศึกษาท่ีผ่านมาระบุว่า 

โปรตีน HlyA ท่ีผลิตไดภ้ายในเซลล์แบคทีเรียเป็นโปรตีน pro-HlyA ซ่ึงเป็น inactive protein ท่ีอยู่

ในรูปของ unfolded protein มีกรดอะมิโน Trp 4 ตวัในสาย polypeptide ท่ีต าแหน่ง 432, 480, 579 

และ 914 การท่ีโปรตีน pro-HlyA จะเกิดการ folding ไดจ้ะตอ้งมี Ca2+ ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์มาจับท่ี

บริเวณ RTX domain (residues 733-975) (รูปท่ี 3.23BและC) (Thomas, Bakkes, et al., 2014) โดย 

Ca2+ จะจบักับ oxygen ของกรดอะมิโนท่ีมี side chain เป็นลบ เช่น aspartic acid (สัญลกัษณ์ Asp 

หรือ D), glutamic acid (สัญลกัษณ์ Glu หรือ E) กรดอะมิโนท่ีมี hydroxyl groups (OH) อยู่ใน side 

chain เช่น serine (สัญลักษณ์ Ser หรือ S), threonine (สัญลักษณ์ Thr หรือ T) กรดอะมิโนท่ีมี  

carboxamide groups เช่น asparagine (สัญลกัษณ์ Asn หรือ N), glutamine (สัญลกัษณ์ Gln หรือ Q) 

carbonyl groups สายหลกัของกรดอะมิโน และน ้ า ซ่ึงจะจบักันเกิดโครงสร้างขนาดใหญ่ (รูปท่ี 

3.23A) ท าให้กรดอะมิโน W914 ท่ีอยู่ตรงบริเวณ RTX domain ถูกบดบัง  (รูปท่ี  3.20B) จาก

แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน Hly โดยใชโ้ครงสร้างของโปรตีน CyaA เป็นแม่แบบมาท า

การคาดการณ์การจบักนัระหว่าง Ca2+ กบัโปรตีน HlyA ซ่ึงน่าจะมีบริเวณท่ี binding เหมือนกบัของ

โปรตีน CyaA (รูปท่ี 3.24A) เช่น บริเวณท่ี Ca2+ จบักบักรดอะมิโน Asp, Glu, Gly, Gln ของโปรตีน 

HlyA (รูปท่ี 3.24BและC) 

ดังนั้นผูวิ้จยัจึงสนใจท่ีจะตรวจสอบคุณสมบัติการ folding ของโปรตีนลูกผสม 

HlyA ท่ีผลิตไดว้่าเป็นไปตามรายงานอ่ืนหรือไม่ ซ่ึงจากการวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีน HlyA โดย

การสร้างแบบจ าลองโครงสร้างสามมิติ ซ่ึงจะกล่าวถึงในหวัขอ้ 3.8.3.1 พบวา่ หากโปรตีน HlyA อยู่

ในรูปท่ีเป็น folded protein ต าแหน่งของกรดอะมิโน W914 ควรอยู่ภายในของโครงสร้าง (interior 

of the folded 3D structure) จึงท าให้ W914 ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคล่ืน 295 nm 

(excitation wavelength) และ 331 nm (emission wavelength) สามารถใช้เป็นตวัช้ีวดัความแตกต่าง

ของค่า fluorescence intensity ระหว่าง folded และ unfolded protein ได ้กล่าวคือ W914 ถูกเปิดเผย 

(expose) ใน unfolded protein จึงควรมีค่า florescence intensity สูงกว่า folded protein ท่ี W914 ถูก

ฝังอยูภ่ายในโครงสร้างนัน่เอง 

เน่ืองดว้ยโปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีผลิตไดใ้นงานวิจยัน้ีอยูใ่นรูป inclusion bodies ท่ี

สามารถละลายไดใ้นสารละลายท่ีเป็น denaturig wash 1 buffers ท่ีมี 8M Urea เป็นองคป์ระกอบ แต่

ไม่ละลายใน native buffers ดงันั้นในการศึกษาการ folding ของโปรตีน HlyA โดยอาศยั Ca2+ จึงท า
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การเจือจางในสารละลายท่ีมี Ca2+ (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl, 20 mM CaCl2) และ urea 

ท่ีความเข้มข้นต่างๆ และการวดัค่า fluorescence intensity ของกรดอะมิโน Tryptophan โดยใน

ขั้นตอนแรกโปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีแสดงออกในรูป inclusion bodies ถูกท าให้เจือจาง โดยให้มี

ความเขม้ขน้ 20 mM ในสารละลาย 7 M Urea และ 20 mM ETDA ซ่ึง urea ท่ีความเขม้ขน้สูงน้ีท าให้

โปรตีนเสียสภาพกลายเป็นสาย polypeptide เน่ืองจากพนัธะไฮโดรเจนท่ีเก่ียวขอ้งกับการฟอร์ม 

tertiary structure ถูกท าลาย ส่วน EDTA ท าหน้าท่ีเป็น chelator ท าให้ Ca2+ ไม่สามารถไปจบัตรง

บริเวณ RTX ของโปรตีน จึงไม่มีการฟอร์มเป็นโครงสร้างสามมิติ โปรตีนทั้งหมดในสารละลายจึง

อยู่ในรูป unfolded protein อย่างสมบูรณ์ หลังจากนั้ นน า unfolded protein น้ีไปตรวจสอบการ 

folding โดยท าการเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 2 mM ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM 

NaCl, 20 mM CaCl2 และ urea ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบว่า ในสารละลาย 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 

50 mM NaCl, 20 mM CaCl2 ท่ีไม่มี urea เป็นองค์ประกอบ (ความเข้มข้น  urea ท่ี 0 M) ไม่พบ

ตะกอนโปรตีนในสารละลาย  โดยมี emission wavelength สูงสุดท่ี 335 nm ซ่ึงใกล้เคียงกับท่ีมี

รายงานไวป้ระมาณ 331 nm และมีค่า fluorescence intensity ประมาณ 40 AU ซ่ึงนอ้ยท่ีสุดเม่ือเทียบ

กับสารละลายอ่ืนท่ีมี urea เป็นองค์ประกอบท่ีความเข้มข้น 2, 5 และ 7 M urea ตามล าดับ (รูปท่ี 

3.25) ท่ี emission wavelength สูงสุดท่ีประมาณ 347 nm ดังนั้ นค่า fluorescence intensity ท่ีลดลง

สามารถบ่งช้ีได้ว่าโปรตีนเกิดการ folding เม่ือไม่ไดถู้กท าให้เสียสภาพโดย urea ก็จะจบักบั Ca2+ 

แลว้เกิดการมว้นพบัท าใหก้รดอะมิโน Trp อยู่ภายในโปรตีน ส่วนโปรตีนท่ีละลายอยู่ในสารละลาย 

7 M urea และ 20 mM EDTA นั้นมีความแตกต่างจากสารละลายโปรตีนใน 50 mM Tris-HCl pH 

7.4, 50 mM NaCl, 20 mM CaCl2 และ 7M urea โดยพบวา่ มีค่า fluorescence intensity ลดลงอยูท่ี่ 60 

RFU (เทียบกบั 90 RFU) ท่ี emission wavelength สูงสุดต าแหน่งใกลเ้คียงกนัท่ีประมาณ 348 nm ซ่ึง

เกิดจาก EDTA จบักับ Ca2+ แลว้เกิดโครงสร้างขนาดใหญ่ท่ีเป็น hexadentate ท าให้ไปบดบงัการ

ดูดกลืนแสง (Quenching) ของกรดอะมิโน W914  

จึงสรุปได้ว่าโปรตีน HlyA ท่ีละลายในสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 2-7 M 

urea โปรตีนจะเกิดการ unfolding และมีค่า fluorescence intensity เพิ่มขึ้นเม่ือความเขม้ขน้ของยูเรีย

เพิ่มขึ้น เน่ืองจากยูเรียไปท าลายพันธะไฮโดรเจนภายในโปรตีน จึงเผยให้เห็นกรดอะมิโน Trp 

ชดัเจนมากขึ้น การดูดกลืนแสงจึงมีค่าเพิ่มขึ้น ขณะท่ีโปรตีน HlyA จะเกิดการ folding ไดจ้ าเป็น

จะตอ้งมี Ca2+ และความเขม้ขน้ของยเูรียท่ีเหมาะสม ดว้ยการเจือจางในสารละลาย 50 mM Tris-HCl 

pH 7.4, 50 mM NaCl, 20 mM CaCl2 และ 0 M urea ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดน้ี้เป็นประโยชน์อย่างมากในการ

น ามาใช้ในการศึกษาในอนาคตเก่ียวกบัการท างานของโปรตีน HlyA ดว้ยการท า hemolytic assay 

ในสารละลายเมด็เลือดแดง  
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รูปท่ี 3.23 การเกดิพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์ (coordinate covalent bond) ระหว่าง calcium ion 

กบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA ตรงบริเวณ RTX domain 

(A) การเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์ระหว่าง calcium ion (สีเขียว) กบัอะตอมออกซิเจน 

(สีแดง) ของกรดอะมิโนโปรตีน HlyA  

(B) Amino acid sequence ของโปรตีน HlyA ตรงบริเวณ RTX domain โดยมีล าดับซ ้ าเป็น 

GGxGxDxUx (ตวัอกัษรสีแดง) 

(C) แบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA โดยจะแสดงล าดับซ ้ าของกรดอะมิโน 

GGxGxDxUx ตรงบริเวณ RTX domain ซ่ึงมีจ านวนซ ้า 6 กลุ่ม (ribbon สีม่วง, สีส้ม, สีแดง, 

สีเขียว, สีเหลือง, สีฟ้า ตามล าดบั) 

C 
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รูปท่ี 3.24 การคาดการณ์การเกดิพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์ (coordinate covalent bond) 

ระหว่าง calcium ion กบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA ตรงบริเวณ RTX domain  

(A) การใชแ้บบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน HlyA ท่ีมีโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน 

CyaA เป็นแม่แบบ เพื่อคาดการณ์การเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตร์ะหวา่ง Ca2+ 

กบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA (ribbon สีฟ้า คือ โปรตีน HlyA, ribbon สีชมพู คือ 

โปรตีน CyaA) 

(B) ตวัอยา่งบริเวณท่ีคาดวา่โปรตีน HlyA น่าจะจบักบั Ca2+ โดยมีกรดอะมิโน Asp, Gly, 

Glu, Gln ท่ีคาดวา่จะจบั Ca2+ ซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีจบักนัเหมือนกบัของโปรตีน CyaA 

 

A 
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รูปท่ี 3.25 Fluorescence emission spectra ของโปรตีน HlyA ในสารละลายต่างๆ ดงัน้ี ซ่ึง

ในสารละลายท่ีมีและไม่มี 20 mM Ca2+ มีการดูดกลืนแสงของ excitation wavelength ท่ี 295 nm 

โดยโปรตีน HlyA ท่ีอยู่ในสารละลาย  0 M urea, 20 mM Ca2+ เป็น folded protein ท่ีมี  emission 

wavelength 335 nm ส่วนโปรตีนท่ีอยู่ในสารละลายอ่ืน ค่า emission wavelength จะไม่เท่ากบั 335 

nm จึงจดัเป็น unfolded protein  
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บทที ่4 

สรุปผลการทดลอง 

 

งานวิจยัน้ีไดท้ าการศึกษาโปรตีนสารพิษ HlyA ท่ีผลิตจากยีน hlyA ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีส าคญั

ท่ีสามารถบ่งบอกถึงระดบัความรุนแรงของโรคติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะ และโปรตีน HlyA น้ี

จะพบไดเ้ฉพาะในเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ

เท่านั้น แต่เน่ืองด้วยโปรตีน HlyA จะอยู่ในรูป active form ได้ตอ้งถูกกระตุ้นด้วยโปรตีน HlyC 

ผูว้ิจยัจึงจ าเป็นตอ้งท าการผลิตโปรตีน HlyC ท่ีมาจากยนี hlyC ดว้ย  

ส าหรับการผลิตโปรตีน HlyA ผูวิ้จยัได้ท าการเพิ่มจ านวนยีน hlyA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ 

genomic DNA ท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ ท่ีเป็น template ไดส้ าเร็จ ซ่ึงไดย้ีน hlyA ท่ีมีขนาด 3,107 bp จากนั้นน าผลผลิต PCR มาท า

การสร้างพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyA (pET17b-hlyA) แลว้น าไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลี

โอไทด์ดว้ยวิธี DNA sequencing และน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอ

ไทดข์องยนี hlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะอ่ืน 

ๆ ท่ีไดมี้การรายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มูลของ NCBI พบว่านิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากพลาสมิด   

ดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyA ท่ีไดไ้ม่เหมือนกบั E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบ

ทางเดินปัสสาวะใดเลย โดยมีค่าความเหมือน (% identity) กับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA ใน

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89, J96 และ CFT073 ในระดบั 97%, 99.3% และ 99.2% ตามล าดบั 

เม่ือ translate ไปเป็นสายโพลีเปปไทด์จะมีความเหมือนกบั amino acid ของแบคทีเรีย E. coli สาย

พนัธุ์ UTI89, J96 และ CFT073 ในระดับ 98%, 99.2%, 99.4% ตามล าดับ ผูวิ้จยัจึงตั้งช่ือ E. coli ท่ี

แยกมาจากผูป่้วยให้เป็นสายพนัธุ์ MNT08 เม่ือน าพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyA ไปผลิตโปรตีน

ลูกผสม HlyA ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) พบการแสดงออกของโปรตีนขนาดมวล

โมเลกุลประมาณ 110 kDa ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และอยูใ่นรูปของ inclusion bodies หลงัจาก

น าสารละลายโปรตีน HlyA ไปท าบริสุทธ์ิและตรวจสอบด้วยวิธี mass spectroscopy พบว่าล าดบั

กรดอะมิโนของโปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีผลิตได้มีความตรงกนักับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน 

Hemolysin ท่ีถูกแปลรหัสจากยีนท่ีอยู่บน chromosomal DNA ของเช้ือแบคทีเรีย E. coli โดยล าดบั

กรดอะมิโนท่ีตรวจวดัจากสายเปบไทด์ท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธี trypsin digestion – MS คิดเป็น 55% ของ

ล าดบักรดอะมิโนทั้งหมดของโปรตีน Hemolysin เน่ืองจากโปรตีน HlyA ท่ีผลิตไดเ้ป็นโปรตีน pro-



91 

HlyA ท่ีถูกผลิตในสภาวะ denaturing condition และอยู่ในรูปของ unfolded protein จึงต้องน า

โปรตีนท่ีไดไ้ปท าให้เกิดการ folding ซ่ึงตอ้งอาศยั Ca2+ เพื่อมาจบัท่ีบริเวณ RTX domain จากการ

ทดลองน้ี โปรตีนจะเกิดการ folding ดว้ยการเจือจางในสารละลาย 0 M urea, 50 mM Tris-HCl pH 

7.4, 50 mM NaCl และ 20 mM CaCl2 เน่ืองจากยงัขาดขอ้มูลทางโครงสร้างส าหรับโปรตีน HlyA 

ของเช้ือ E. coli และเพื่อช่วยใหเ้ขา้ใจการท างานของโปรตีนไดดี้ขึ้น ผูวิ้จยัจึงเลือกการท า modelling 

โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่ายและรวดเร็วในการสร้างแบบจ าลองโครงสร้าง 3 มิติ

ของโปรตีน HlyA ด้วยการเปรียบเทียบกับโครงสร้างของโปรตีนสารพิษ RTX อ่ืน ๆ พบว่า

โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน CyaA จากเช้ือแบคทีเรีย Bordetella pertussis เป็นแม่แบบท่ีเหมาะสม

ท่ีสุด เพราะโปรตีน CyaA มีระบบการหลั่งออกนอกเซลล์แบบ T1SS ท่ีคลา้ยกับ HlyA จากเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli ซ่ึงแบบจ าลองโครงสร้างของโปรตีน HlyA มีโครงสร้างเป็น monomer ท่ี

ครอบคลุมกรดอะมิโนเพียง 339 residues ตรงต าแหน่ง C-terminal (residues 612-950) ของ HlyA 

จากขอ้จ ากดัความยาวของ template ท าให้แบบจ าลองในการศึกษาน้ีสามารถท านายโครงสร้างของ 

HlyA ไดเ้พียงหน่ึงในสามเท่านั้น ดงันั้นการศึกษาโครงสร้างท่ีแทจ้ริงของโปรตีน HlyA แบบเต็ม

ความยาว โดยใช้เทคนิค X-ray crystallography จึงมีความจ าเป็นส าหรับความเขา้ใจท่ีดีขึ้นเก่ียวกบั

การก่อตวัของโปรตีน HlyA ใหเ้ป็นรูพรุนบริเวณเซลลเ์ป้าหมาย  

ในส่วนของการผลิตโปรตีน HlyC มีกระบวนการผลิตคลา้ยกนักบัโปรตีน HlyA ดงัน้ี การ

เพิ่มจ านวนยนีโดยใช ้genomic DNA ของ E. coli สายพนัธุ์ MNT08 ท าใหไ้ดย้นี hlyC ท่ีมีขนาด 545 

bp จากนั้นน าผลผลิต PCR มาท าการสร้างพลาสมิดลูกผสม pET17b ท่ีมียีน hlyC (pET17b-hlyC) 

แลว้น าไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing และน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี

ไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อใหเ้กิดโรค

ติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะอ่ืน ๆ ท่ีได้มีการรายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มูลของ NCBI พบว่า       

นิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyC ท่ีไดไ้ม่เหมือนกบันิวคลีโอ

ไทดข์องยนี hlyC ในเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89, J96 และ CFT073 โดยมีค่าความเหมือน 

(% identity) เท่ากบั 98.8%, 98.6% และ 98.8% ตามล าดบั เม่ือ translate ไปเป็นสายโพลีเปปไทดจ์ะ

มีความเหมือนกบั amino acid ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89, J96 และ CFT073 ในระดับ 

98.8%, 98.8%, 98.2% ตามล าดับ จึงเป็นการยืนยนัความหลากหลายในล าดับนิวคลีโอไดท์ของ 

genomic DNA (โดยเฉพาะยีน hlyA และ hlyC) ระหว่างสายพนัธุ์ท่ีน ามาศึกษากบัสายพนัธุ์อ่ืนท่ีมี

การรายงานไวแ้ลว้ ขั้นตอนต่อมาของการวิจยัน้ี คือ การน าพลาสมิดลูกผสม pET17b-hlyC ไปผลิต
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โปรตีนลูกผสม HlyC ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21(DE3) พบว่าโปรตีนมีมวลโมเลกุล

ประมาณ 19 kDa ถูกผลิตท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอยู่ในส่วนของ inclusion bodies เม่ือน า

โปรตีน HlyC ไปท าบริสุทธ์ิ พบวา่มีแถบโปรตีนของ HlyC ขึ้นเขม้ 2 ต าแหน่ง โดยแถบแรกมีขนาด

ประมาณ 45 kDa ซ่ึงคาดว่าน่าจะเป็นโปรตีน HlyC ท่ีเป็น dimer และแถบท่ี 2 มีขนาดประมาณ 15 

kDa คาดว่าน่าจะเป็น monomer  เม่ือวิเคราะห์ด้วยวิธี mass spectroscopy พบว่าล าดบักรดอะมิโน

ของโปรตีนท่ีปรากฎทั้ งสองแถบมีความตรงกันกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Hemolysin-

activating lysine-acyltransferase HlyC จากแบคทีเรีย E. coli ซ่ึงล าดบักรดอะมิโนท่ีถูกตรวจวดัได้

จากสายเปบไทด์ท่ีสกัดได้จากวิธี trypsin digestion – MS คิดเป็น 56% ของล าดับกรดอะมิโน

ทั้งหมดของโปรตีน HlyC จึงสนบัสนุนสมมุติฐานท่ีว่าแถบท่ีมีขนาดประมาณ 45 kDa เป็นโปรตีน 

HlyC ท่ีเป็น dimer และบ่งช้ีว่าพนัธะไฮโดรเจนทั้งหมด 6 พนัธะ ท่ีเกิด interaction ระหว่างสอง 

monomer ค่อนข้างแข็งแรง  ท าให้ SDS-PAGE ซ่ึงเป็น denaturing condition ไม่รุนแรงพอท่ีจะ

ท าลายพนัธะดังกล่าวได้สมบูรณ์ จึงท าให้พบแถบโปรตีนทั้งแบบ monomer และ dimer บนเจล 

SDS-PAGE  

ยนี พลาสมิดลูกผสม โปรตีน และขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีจะเป็นประโยชน์ส าหรับใชใ้น

การผลิตโปรตีน HlyA และ HlyC เพื่อใชศึ้กษาเก่ียวกบัการท างาน การสร้างรูพรุนของโปรตีน HlyA 

ต่อเซลล์เป้าหมายได้ในอนาคต เช่น การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี  (ดังอธิบายไวใ้นบทท่ี 5) 

การศึกษาทางโครงสร้างแบบเตม็ความยาว และการผลิต antibody ท่ีมีความจ าเพาะต่อโปรตีน HlyA 

เพื่อน าไปพฒันาชุดตรวจการติดเช้ือระบบทางเดินปัสสาวะอยา่งง่ายและใหผ้ลถูกตอ้งแม่นย  าได ้
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บทที ่5 

ข้อเสนอแนะในการศึกษาคร้ังต่อไป 

 

จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี hlyA จากพลาสมิดดีเอน็เอลูกผสม 

pET17b-hlyA และล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม pET17b-hlyC ท่ี

สังเคราะห์มาจากการใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย E.coli ท่ีแยกมาจากผูป่้วยท่ีเขา้รับการ

รักษาดว้ยโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะเป็นแม่แบบ พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องทั้งสองยีน

ไม่เหมือน 100% กบัยีนท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มูลซ่ึงเป็นการศึกษายนีดงักล่าวจากเช้ือ E. coli 

สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะสายพนัธุ์ใดเลย ดงันั้นผูวิ้จยัจึงไดต้ั้งช่ือ

แบคทีเรีย E. coli ท่ีแยกมาไดจ้ากผูป่้วยท่ีถูกน ามาใชศึ้กษาในคร้ังน้ีวา่เป็นสายพนัธุ์ MNT08 อยา่งไร

ก็ตามเพื่อพิสูจน์ความแตกต่างทางสายพนัธุ์ให้ชัดเจนมากขึ้น จึงควรท าการวิเคราห์เพิ่มเติมใน

อนาคตโดยใชเ้ทคนิค genome sequencing 

ส าหรับการต่อยอดความรู้จากการงานวิจยัช้ินน้ีเพื่อศึกษาโปรตีนสารพิษ HlyA ในอนาคต 

ท าไดโ้ดย การผลิตและการท าบริสุทธ์ิของโปรตีน HlyA และ HlyC ให้อยู่ในรูปของ soluble form 

และมี purity ท่ีสูง เพื่อใช้ส าหรับการศึกษาโครงสร้างดว้ยเทคนิค x-ray crystallography เน่ืองจาก

การศึกษาด้วยเทคนิคน้ีจ าเป็นจะต้องใช้โปรตีนท่ีอยู่ในรูปของ soluble จึงตอ้งปรับ condition ท่ี

เหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตีนลูกผสม เช่น การเลือกใช้ vector ส าหรับการ expression ท่ีมี

ประสิทธิภาพมากขึ้น เช่น pCold DNA vector ซ่ึงจะให้ผลผลิตโปรตีนลูกผสมท่ีเพิ่มขึ้นและมีการ

แสดงออกของโปรตีนในรูป soluble โดยใชเ้ทคโนโลยี “cold shock” คือ vector จะเหน่ียวน าให้เกิด

การสังเคราะห์โปรตีนเป้าหมายท่ีอุณหภูมิต ่าประมาณ 15 ºC ซ่ึงท่ีสภาวะน้ียงัสามารถยบัย ั้งการ

แสดงออกของของโปรตีนเจา้บา้น และลดการท างานของ protease ไดอี้กดว้ย ส่งผลให้ไดโ้ปรตีน

เป้าหมายปริมาณสูง (Kobayashi et al., 2009)  

นอกจากน้ีควรสร้าง recombinant plasmid ท่ีมียีน hlyB และ hlyD (plasmid-hlyBD) เพื่อใช้

สังเคราะห์โปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีถูกหลัง่ออกมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ท่ีมี 

plasmid-hlyA และ plasmid-hlyBD เพื่อใหโ้ปรตีน HlyA ท่ีสังเคราะห์อยูใ่นรูป soluble แลว้น าไปท า

บริสุทธ์ิตามด้วยการกระตุน้ด้วยโปรตีน HlyC และสังเคราะห์โปรตีนลูกผสม HlyA ท่ีผลิตจาก

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21(DE3) ท่ีมี plasmid-hlyA และ plasmid-hlyC จากนั้นศึกษาการ

ท างานของโปรตีน HlyA ท่ีผลิตจากทั้งสองวิธีน้ีซ่ึงคาดว่าอยู่ในรูป active form ดว้ยวิธี hemolytic 
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assay หรือ การแตกของเซลล์เป้าหมาย เช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง เป็นตน้โดยท าการเปรียบเทียบว่า

โปรตีน HlyA ท่ีผลิตจากทั้งสองวิธีน้ีมีการท างานท่ีแตกต่างกันหรือไม่ ซ่ึงผลการทดลองท่ีได้จะ

ระบุไดว้า่วิธีการผลิตโปรตีน HlyA แบบใดท าใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีเป็น active HlyA 

จากการท านายแบบจ าลองโครงสร้างของ HlyA ซ่ึงไดเ้พียงหน่ึงในสามเท่านั้น ดงันั้นควรมี

การศึกษาโครงสร้าง 3 มิติท่ีแท้จริงของโปรตีน HlyA แบบเต็มความยาว โดยใช้เทคนิค X-ray 

crystallography เพื่อท าความเขา้ใจท่ีดีขึ้นเก่ียวกบัการก่อตวัของโปรตีน HlyA ให้เป็นรูพรุนบริเวณ

เซลลเ์ป้าหมาย ส่วนแบบจ าลองโครงสร้างของ HlyC ควรศึกษาเพิ่มเติมโดยการท า in silico docking 

เพื่อศึกษาวา่โปรตีน ACP จบัตรงบริเวณไหนของโปรตีน HlyC หรือ เพื่อศึกษาวา่โปรตีน HlyC กบั 

HlyA จะเกิด interaction กนัอยา่งไร 
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การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

การตรวจสอบความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  hlyA และ hlyC โดยการน า

ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน  hlyA หรือ hlyC ในแบคทีเรีย 

E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะอ่ืน ๆ ท่ีไดมี้การรายงานไวแ้ลว้ใน

ฐานข้อมูลของ NCBI เช่น CFT073 (NC_004431.1), J96 (M10133) และ  UTI89 (NC_007946.1) 

เพื่อยนืยนัวา่ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเป็นล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hlyA หรือ hlyC ดงัน้ี 

 

1. ยีน hlyA 

1.1 CFT073 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดให้เป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย     

E. coli สายพนัธุ์ CFT073 ดงัแสดงรูปท่ี 1  

 

 

Start codon 
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รูปท่ี 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ CFT073 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ CFT073 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 99.3% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบสีเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมี

ความแตกต่างกนัของเบสระหว่างยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีความแตกต่างกนั 25 

เบส (กรอบแดง) 
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1.2 J96 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดให้เป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย      

E. coli สายพนัธุ์ J96 ดงัแสดงรูปท่ี 2 

  

 

 

Start codon 
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รูปท่ี 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ J96 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 และ 

MNT08 ซ่ึงมี identity 99.2% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมีความ

แตกต่างกนัของเบสระหว่างยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งท่ีแตกต่างกัน 21 

เบส (กรอบแดง) 

 

1.3 UTI89 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดให้เป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย                 

E. coli สายพนัธุ์ UTI89 ดงัแสดงรูปท่ี 3 

 

 

Start codon 
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รูปท่ี 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ UTI89 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 97% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมี

ความแตกต่างกนัของเบสระหว่างยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั 

88 เบส (กรอบแดง) 

 

2. ยีน hlyC 

2.1 CFT073 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากแบคทีเรีย    

E. coli สายพนัธุ์ CFT073 ดงัแสดงรูปท่ี 4 

 

Start codon 
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รูปท่ี 4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ CFT073 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ CFT073 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98.8% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมี

ความแตกต่างกนัของเบสระหว่างยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั 

6 เบส (กรอบแดง) 
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2.2 J96 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากแบคทีเรีย    

E. coli สายพนัธุ์ J96 ดงัแสดงรูปท่ี 5 

 

 

 

Start codon 
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รูปท่ี 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ J96 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 และ 

MNT08 ซ่ึงมี identity 98.6% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมีความ

แตกต่างกนัของเบสระหวา่งยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั 7 เบส 

(กรอบแดง) 

 

2.3 UTI89 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน hlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็นยีน

ท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyC จากแบคทีเรีย    

E. coli สายพนัธุ์ UTI89 ดงัแสดงรูปท่ี 6 

 

 

Start codon 



122 

 

 
 

รูปท่ี 6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ UTI89 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98.8% แสดงต าแหน่ง start codon (กรอบเขียว), และแสดงต าแหน่งท่ีมี

ความแตกต่างกนัของเบสระหว่างยีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งท่ีแตกต่างกนั 

6 เบส (กรอบแดง) 

 

 

 

 



123 

การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน (Amino acid sequencing) 

การตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA และ HlyC โดยการน า

ล าดับกรดอะมิโนท่ีได้มาเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyA และ HlyC ใน

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะอ่ืน ๆ ท่ีไดมี้การรายงาน

ไว้แล้วในฐานข้อมูลของ  NCBI เ ช่น  CFT073 (NC_004431.1), J96 (M10133) และ  UTI89 

(NC_007946.1) เพื่อยืนยนัว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าเป็นล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน  hlyA หรือ 

hlyC ดงัน้ี 

 

1. โปรตีน HlyA 

1.1 CFT073 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ CFT073 ดงัแสดงรูปท่ี 7 
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รูปท่ี 7 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ CFT073 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์  

CFT073 และ MNT08 ซ่ึงมี identity 99.4% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกนัของล าดบักรดอะมิโน

ระหวา่งโปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 6 residues (กรอบแดง) 

 

1.2 J96 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 ดงัแสดงรูปท่ี 8 
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รูปท่ี 8 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ J96 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 99.2% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกันของล าดบักรดอะมิโนระหว่าง

โปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 6 residues (กรอบแดง) 
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1.3 UTI89 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 ดงัแสดงรูปท่ี 9 
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รูปท่ี 9 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ UTI89 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyA จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกันของล าดับกรดอะมิโนระหว่าง

โปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 20 residues (กรอบแดง) 

 

 



129 

2. โปรตีน HlyC 

2.1 CFT073 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ CFT073 ดงัแสดงรูปท่ี 10 

 

 
 

รูปท่ี 10 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ CFT073 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์  

CFT073 และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกันของล าดับกรดอะมิโน

ระหวา่งโปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 3 residues (กรอบแดง) 
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2.1 J96 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 ดงัแสดงรูปท่ี 11 

 

 
 

รูปท่ี 11 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ J96 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ J96 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98.8% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกันของล าดบักรดอะมิโนระหว่าง

โปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 2 residues (กรอบแดง) 
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2.3 UTI89 และ MNT08 

 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC ท่ีไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงก าหนดใหเ้ป็น

โปรตีนท่ีมาจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ MNT08 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จาก

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 ดงัแสดงรูปท่ี 12 

 

 
 

รูปท่ี 12 ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ UTI89 และ MNT08 

การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HlyC จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ UTI89 

และ MNT08 ซ่ึงมี identity 98.8% แสดงต าแหน่งความแตกต่างกันของล าดบักรดอะมิโนระหว่าง

โปรตีนท่ีมาจาก E. coli ทั้งสองสายพนัธุ์ โดยมีต าแหน่งแตกต่างกนั 2 residues (กรอบแดง) 
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การตีพมิพ์เผยแพร่ผลงาน 
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