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รายงานฉบับสมบูรณ์ 

การโคลนจีนที่สร้างโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (PHA) ของ Rhodopseudomonas palustris สายพันธ์ุ 
NCIB8288 เข้าไปยัง Escherichia coli 

(Cloning of polyhydroxyalkanoate (PHA) synthase gene(s) from Rhodopseudomonas palustris 
strain NCIB8288 gene(s) in Escherichia coli) 

 
Abstract 

The optimum conditions for extracting PHA synthase from the cell using a sonicator was in 
the range of 5 min with a 5 second pause every 15 seconds. The PHA synthase activity in this 
crude extract of Rhodopseudomonas palustris NCIB8288 or CH 72 was 24.57 units/mL. The PHA 
synthase gene was amplified by PCR with primers design according to the conserved region of 
the PHA synthase gene (class I) of related strains of R. palustris CH 72. The primers were 
complementary to the template chromosomal DNA of R. palustris CH 72 and produced a PCR 
product of 538 bp. At present we are analyzing its nucleotide sequence, and continuing our 
attempts to ligate and transform this PHA synthase gene. 
 
บทคัดย่อ 
 

จากการทดลองการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดั PHA synthase ออกจากเซลล์ พบวา่สภาวะท่ี
เหมาะสมในการสกดัเอนไซม์ PHA synthase จากเซลล์ คือการท าให้เซลล์แตกด้วย sonicator โดยใช้
ชว่งเวลา 5 นาที โดยให้หยดุทกุๆ 15 วินาที เป็นเวลา 5 วินาที คา่กิจกรรมของ PHA synthase ใน 
สารละลายเอนไซม์ท่ีสกดัได้จาก Rhodopseudomonas palustris NCIB8288 หรือ CH72 มีคา่เทา่กบั 
24.57 units/ml การเพิ่มจ านวน PHA synthase gene ด้วยวิธี PCR โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะกบั PHA synthase gene โดยท าการเลือกบริเวณท่ี conserve  จาก PHA synthase gene 
(class I) ในแบคทีเรียกลุม่ Rhodopseudomonas palustris ท่ีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกนั พบวา่ไพรเมอร์ท่ี
ออกแบบสามารถจบักบั chromosomal DNA ของ Rhodopseudomonas palustris CH72 เป็น template 
ได้โดยมีขนาดประมาณ 538 bp ซึง่มีขนาดตรงกบั PCR product ของไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ แตอ่ยา่งไรก็
ตาม การหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ตลอดจนการท า ligation และ transformation ยงัไมส่ามารถได้ E. 
coli JM109 ท่ีมี PHA synthase gene ดงักลา่ว 
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บทน า 

พลาสตกิสงัเคราะห์ เม่ืออยู่ในสภาพท่ีเป็นขยะ ถ้าไมมี่การจดัการท่ีดี จะท าให้เกิดการกกัขงัของน า้
ในดนิ ซึง่เป็นสาเหตทุ าให้น า้ไมไ่หล เกิดน า้ท่วมได้ หรือก่อให้เกิดปัญหาการปนเปือ้นอยา่งหนกัในแหลง่
แมน่ า้ ทะเลท่ีอยูใ่กล้เคียง (Rutkowska et al., 2003) นอกจากนี ้การสะสมของพลาสตกิสงัเคราะห์ในดนิ ยงั
มีผลท าให้ผลผลิตการเกษตรลดลง สตัว์และปลาตา่งๆ ตายได้ เน่ืองจากกลืนเอาชิน้สว่นของพลาสติก
สงัเคราะห์เข้าไป สิ่งตา่งๆเหลา่นีมี้ผลตอ่การท าลายระบบนิเวศน์เป็นอยา่งมาก (Yang et al., 2004) การน า
พลาสตกิกลบัมาใช้ใหม ่ มิใช่เป็นการประหยดัเน่ืองจากสมบตัเิดมิของพลาสติกด้อยลงกวา่เดมิและสิน้เปลือง
คา่ใช้จา่ยมาก ดงันัน้พลาสตกิท่ีสามารถถกูย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติหรือไบโอพลาสตกิ (bioplastic) 
จะสามารถแก้ปัญหาการเป็นมลภาวะตอ่สิ่งแวดล้อมได้เป็นอยา่งดี โดยเราสามารถจ าแนกขยะของพลาสติก
ท่ีสามารถถกูย่อยสลายได้เองตามธรรมชาตเิป็นประเภทเดียวกบัขยะท่ีเป็นอาหาร ซึง่เป็นการลดปริมาณขยะ
ท่ีเป็นของแข็ง (Yang et  al., 2004)  
 Poly (hydroxyalkanoate(s)) (PHA(s)) เป็นพลาสตกิท่ีทนความร้อน (thermoplastic) ถกูย่อย
สลายตามธรรมชาตไิด้อย่างสมบรูณ์ ไบโอพลาสตกิหรือโพลีเมอร์ท่ีมีลกัษณะคล้ายกนักบั PHA คือ 
polyhydroxybutyrate (PHB) (Lemoigne, 1926) PHA ถกูพบได้ในจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ ท่ีอาศยัอยูใ่นสภาวะ
แวดล้อมตามธรรมชาต ิ เชน่ ทะเลสาบ (Esteve et al., 1996, Guerrero et al., 1985, Mas-Castella and 
Guerrero, 1995, Pedros-Alio et al., 1990; van Gemerden et al., 1985) แมน่ า้ (Freeman et al., 1993; 
Lopez et al., 1995) ปมของรากพืช (Karr et al., 1983; Ndoye et al., 1994) ตะกอนใต้ท้องทะเลลึกท่ีมี
อณุหภมูิสงู (Guezennec et al., 1998) เป็นต้น นอกจากนีย้งัพบได้ใน activated sludge (Mino et al., 
1998; Wentzel et al., 1991) PHA ถกูสะสมอยูภ่ายในเซลล์ในรูปของ  inclusion bodies สามารถพบได้ถึง 
90% ของน า้หนกัแห้ง (Jendrossek, 1998) กลุม่สิ่งมีชีวิตโปรคาริโอตส่วนใหญ่มกัจะสะสม PHA และ PHB 
ในรูปท่ีไมล่ะลายน า้อยู่ในไซโตพลาสซมึ และพบว่าการสะสม PHA ท าให้แบคทีเรียมีการอยูร่อดในสภาวะท่ี
ขาดแคลนอาหาร  (Matin et al., 1979)  

แบคทีเรียสงัเคราะห์แสงเป็นแบคทีเรียท่ีพบได้ทัว่ไปในน า้และสภาพแวดล้อมท่ีมีสภาพแห้งตาม
ธรรมชาตบิางแหง่   สามารถใช้แสงเป็นแหลง่พลงังาน  มีเม็ดสีคล้ายกบัท่ีพบในพืชสีเขียว ได้แก่ 
chlorophylls, phycobilins, แคโรทีนอยด์  (carotenoids)    (Eraso and Kaplan, 2001)  สามารถแบง่กลุม่
แบคทีเรียสงัเคราะห์แสงได้เป็น 2 กลุม่ ตามความต้องการออกซิเจน คือ พวกท่ีไมต้่องการออกซิเจน ใน
กระบวนการเมแทโบลิซมึ (metabolic process) หรือ anoxygenic photosynthetic bacteria ได้แก่ purple 
bacteria (Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae และ purple nonsulfur bacteria) และ green 
bacteria (green sulfur bacteria และ multicellular filamentous green bacteria) และพวกท่ีต้องการ
ออกซิเจนในกระบวนการเมแทโบลิซมึ หรือ oxygenic photosynthetic bacteria ได้แก่ cyanobacteria และ 
prochlorophytes (Imhoff and Truper, 1989) มีรายงานการค้นพบ PHA ใน cyanobacteria ท่ีเจริญอยูใ่น
ทะเลและน า้สะอาด (fresh water) (Capon et al., 1983) และพบใน Ectothiorhodospira shaposhnikovii 
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(Zhang et al., 2004) และรายงานการค้นพบในแบคทีเรียชนิด purple nonsulfur ได้แก่ 
Rhodopseudomonas palustris (de Phillippis et al., 1992; Sawayama et al., 2000; Sawayama et al., 
2001; Carlozzi and Sacchi, 2001) Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ SP5212 (Mukhopadhyay 
et al., 2005) รวมถึง Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 แตมี่การสร้าง PHA ท่ีต ่า 
ประมาณ 15% (w/w) ของน า้หนกัแห้ง (Tanskul et al., 2007)  Rps. palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 นีถ้กู
แยกได้จากมลูไก่ ซึง่เป็นไปได้ท่ีจะเจริญในน า้ทิง้ท่ีประกอบด้วยอินทรีย์สาร ประกอบกบัความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์โปรตีเนสได้  ดงันัน้มีความเป็นไปได้ท่ีจะน าเชือ้สายพนัธุ์ดงักล่าวไปประยกุต์ใช้ในการบ าบดัน า้
ทิง้ นอกจากนีย้งัมีรายงานเชือ้ชนิดนีแ้ตต่า่งสายพนัธุ์ ท่ีสามารถผลิตแก๊สไฮโดรเจนได้ (Carlozzi and 
Sacchi, 2001) ซึง่แก๊สไฮโดรเจนนีถ้กูคาดหวงัให้เป็นแหลง่เชือ้เพลิงท่ีเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อมในอนาคต 
รวมถึงความสามารถในการยอ่ยสลายสารประกอบท่ียอ่ยยาก คือ chlorinated benzoic acids (Oda et al., 
2004) ดงันัน้ Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 จงึเป็นสายพนัธุ์ท่ีนา่สนใจในการใช้
เป็นเซลล์ต้นแบบในการศกึษาด้านตา่งๆ ดงักลา่วข้างต้น 
 การควบคมุการท างานของกระบวนการเมแทบอลิซมึของ PHA มีลกัษณะซบัซ้อน ขึน้อยู่กบัปัจจยั
ภายนอก เชน่ การควบคมุการท างานของ PHA synthesizing genes หรือ PHA synthase genes ท่ีเป็นผล
จากการขาดแคลนอาหาร สว่นประกอบตา่งๆ ของเซลล์ หรือสารท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการเมแทโบลิซมึ 
(metabolic intermediates) ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ PHA ตลอดจนการยบัยัง้ของเอนไซม์ชนิดอ่ืนท่ีเข้ามา
เก่ียวข้องหรือใช้สารท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการเมแทบอลิซมึ (metabolic intermediates) ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ 
PHA ซึง่ปัจจยัตา่งๆ เหลา่นีอ้าจเกิดร่วมกนัได้ (Kessler and Witholt, 2001) 

เป็นท่ีทราบกนัดีว่าการควบคมุการสร้าง PHA เป็นผลเน่ืองจากการท างานของเอนไซม์ (Senior and 
Dawes, 1971) รวมถึงปริมาณความเข้มข้นของ acetyl-CoA และ coenzyme A ภายในเซลล์มีบทบาท
ส าคญัตอ่การควบคมุการสร้างโพลีเมอร์ (Haywood et al., 1988; Mothes et al., 1997) ชนิดของเอนไซม์ท่ี

เก่ียวข้องคือ –ketothiolase และ acetoacetyl-CoA reductase โดยเฉพาะ –ketothiolase ซึง่มีบทบาท
ในการท าให้ acetyl-CoA รวมกนั นอกจากนีย้งัพบวา่ PHA synthase เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการท าให้เกิด 
polymerization ของ (R)-3-hydroxyacyl-CoA (Rehm, 2003) PHA synthase ท่ีได้จากสิ่งมีชีวิตตา่งๆ แบง่
ออกเป็น 4 กลุม่ใหญ่ โดยอาศยั subunits และ substrate specificity ท่ีแตกตา่งเป็นเกณฑ์ในการแบง่ มีการ
ค้นพบ PHB synthase ท่ีได้จาก extremely halophilic archaebacterium ซึง่อาจจะเป็นเอนไซม์ตวัใหมใ่น
กลุม่ synthase โดยสามารถคงตวัอยูไ่ด้ท่ี 60oC โดยท่ีกิจกรรมยงัคงอยูถ่ึง 90% (Hezayen et al., 2002) 
PHA synthases เป็นเอนไซม์เร่ิมต้นท่ีเร่งการเกิดโพลีเมอร์ (polymerization) ของ coenzyme A thioester 
derivatives ของ hydroxyalkanoic acids (HACoAs) ท่ีจะผลิต PHAs ตอ่ไป โดยจะปลดปล่อย CoA 
ออกมาในระหว่างการผลิต พบวา่ปริมาณ PHA synthases มีผลตอ่การผลิต PHA อยา่งเป็นนยัส าคญัทัง้ใน
สิ่งมีชีวิตหรือในหลอดทดลอง (Zhang et al., 2004) ซึง่ถกูควบคมุการท างานโดย PHA synthase genes 

PHA synthase genes และยีนท่ีถอดรหสัโปรตีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัเมแทบอลิซมึของ PHA มกัอยู่
ด้วยกนัในจีโนมของแบคทีเรีย (Rehm and Steinbuchel, 1999; Rehm and Steinbuchel, 2001) ตวัอย่าง
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ใน Ralstonia eutropha มียีนส าหรับ class I PHA synthase (phaC) –ketothiolase (phaA) และ NADP-
dependent acetoacetyl-CoA reductase (phaB) (Steinbuchel and Schlegel, 1991) ซึง่เป็น
สว่นประกอบอยูใ่น phaCAB operon (Slater et al., 1988; Schubert et al., 1988; Peoples and Sinskey, 
1989) ซึง่อาจมีการเรียงล าดบัของยีนตา่งๆ แตกตา่งกนัในจลุินทรีย์แตล่ะชนิด PHA synthases เป็นเอนไซม์
เร่ิมต้นท่ีเร่งการเกิดโพลีเมอร์ (polymerization) ของ coenzyme A thioester derivatives ของ 
hydroxyalkanoic acids (HACoAs) ท่ีจะผลิต PHAs ตอ่ไป โดยจะปลดปลอ่ย CoA ออกมาในระหวา่งการ
ผลิต พบวา่ปริมาณ PHA synthases มีผลตอ่การผลิต PHA อยา่งเป็นนยัส าคญัทัง้ในสิ่งมีชีวิตหรือในหลอด
ทดลอง (Zhang et al., 2004) ซึง่ถกูควบคมุการท างานโดย PHA synthase genes ซึง่ในการศกึษา PHA 
synthase genes นี ้มีรายงานการศกึษาใน purple nonsulfur bacteria ชนิด Rhodobacter sphaeroides 
FJ1  โดยท าให้สว่นของ phaC gene ถกูเพิ่มจ านวนได้โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 
conserved regions ของ phbC gene ท่ีได้จากแบคทีเรียชนิดตา่งๆ กลา่วคือ forward primer เป็น UHCl, 

5-GGAATTCGTGGGT(C/G)AA(C/T)CC(C/G)GA-3) และ reverse primer เป็น (LHCL), 5-

CGGGATCCA(C/G)GG(C/G)(A/G)CGATATGGTC-3) (Yang et al., 2006) 
การผลิต PHA โดยการลดคา่ใช้จา่ยลง สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ การใช้สารตัง้ต้นท่ีมีราคาถกู 

ของเหลือใช้จากโรงงานอตุสาหกรรม วสัดเุหลือใช้ทางเกษตรกรรม เป็นต้น ในการเพิ่มการผลิตผลิตภณัฑ์ 
สามารถท าได้โดยใช้ลกูผสมของ E.coli (recombinant Escherichia coli (Khanna and Srivastava, 2005; 
Madison and Huisman, 1999) E.coli เป็นผู้อาศยัท่ีเหมาะสมในการแสดงออกของยีนท่ีแปลกปลอมเข้ามา 
กลา่วคือง่ายตอ่การควบคมุและพฒันาการสร้างผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ  E.coli ยงัถกูเลีย้งได้ง่ายและเพิ่มจ านวนได้
มาก (Lee, 1996;  Shiloach and Fass, 2005) และยงัพบวา่ถ้า E.coli มีการสะสม PHB จ านวนมากแล้ว 
เซลล์จะแตกง่ายท าให้สะดวกตอ่การแยก PHB ออกจากตวัเซลล์ และการท าให้ PHB บริสทุธ์ิ นอกจากนี ้
E.coli ไมส่ร้างเอนไซม์ท่ีจะมายอ่ย PHA ได้ มีรายงานการโคลนยีน phbC จาก Alcaligenes eutrophus เข้า
ไปใน E. coli พบวา่ E.coli ลกูผสมนีมี้การสร้าง PHA มากและสร้างตลอด (constitutive expression) 
(Peoples and Sinskey, 1989; Schubert et al., 1988; Slater et al., 1988) รวมถึงรายงานการพฒันา
ระบบของ ผู้ให้อาศยั-พลาสมิด (host-plasmid) และกลยทุธในการท าให้มีการผลิต PHB ในปริมาณท่ีมาก 
(Janes et al., 1990; Kim et al., 1992; Lee et al., 1994a; Lee et al., 1994b; Lee et al., 1994c) และมี
รายงานการโคลนยีนท่ีสร้าง PHA synthase เข้าไปยงัใน Alcaligenes eutrophus โดยน ายีนจากกลุม่ 
purple sulfur bacteria คือ Ectothiorhodospira shaposhnikovii (Liebergesell et al., 1993) จากกลุม่ 
purple non-sulfur bacteria ได้แก่ Rhodobacter sphaeroides (Hustede et al., 1992) Rhodospirillum 
rubrum (Hustede et al., 1992) แตไ่มมี่รายงานการโคลนยีนจาก Rhodopseudomonas palustris หรือ 
Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 เข้าไปยงัในเซลล์ผู้ให้อาศยัท่ีเป็น E. coli 
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ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่เน้นการท าเซลล์ E. coli BL21 ให้เป็นเซลล์ลกูผสมท่ีประกอบด้วย PHA 
synthase gene (s) จาก Rps. palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 และศกึษาความสามารถในการสร้าง PHA 
ในสภาวะตา่งๆ 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

- เพ่ือท าการโคลน PHA synthase gene(s) เข้าไปยงัเซลล์ E. coli BL21 

- เพ่ือหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ PHA synthase gene  

- เพ่ือศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA ของเซลล์ E. coli BL21 ลกูผสม 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

- ท าการโคลน PHA synthase gene(s) จาก Rps. palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 
- หาล าดบัเบสนิวคลีโอไทด์ของ PHA synthase gene (s) 
- ถ่ายฝาก PHA synthase gene (s)เข้าไปยงั E. coli BL21 

- ทดสอบการแสดงออกของ PHA synthase gene(s) และหาคา่กิจกรรมของ PHA 
synthase  

 -  ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA  
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ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 

พลาสตกิสงัเคราะห์ ก่อให้เกิดเป็นมลภาวะตอ่สิ่งแวดล้อมได้ เน่ืองจากย่อยสลายได้ยากและใช้
เวลานาน ดงันัน้ทางเลือกใหมข่องการใช้พลาสตกิ คือ ควรเป็นพลาสตกิท่ีย่อยได้ตามธรรมชาตหิรือ ไบโอ
พลาสตกิ ท่ีรู้จกักนัดีคือ Poly (hydroxyalkanoate(s)) (PHA(s)) เป็นพลาสตกิท่ีทนความร้อน 
(thermoplastic) ถกูย่อยสลายตามธรรมชาตไิด้อย่างสมบรูณ์ หรือโพลีเมอร์ท่ีมีลกัษณะคล้ายกนักบั PHA 
คือ polyhydroxybutyrate (PHB) (Lemoigne, 1926) PHA ถกูพบได้ในจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ ท่ีอาศยัอยูใ่น
สภาวะแวดล้อมตามธรรมชาต ิ มีรายงานการค้นพบในแบคทีเรียชนิด purple nonsulfur ได้แก่ 
Rhodopseudomonas palustris (de Phillippis et al., 1992; Sawayama et al., 2000; Sawayama et al., 
2001; Carlozzi and Sacchi, 2001) Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ SP5212 (Mukhopadhyay 
et al., 2005) รวมถึง Rhodopseudomonas palustris สายพนัธุ์ NCIB 8288 แตมี่การสร้าง PHA ท่ีต ่า 
ประมาณ 15% (w/w) ของน า้หนกัแห้ง (Tanskul et al., 2007)  ดงันัน้ Rhodopseudomonas palustris 
สายพนัธุ์ NCIB 8288 ท่ีมีอยูใ่นห้องปฏิบตัิการ จงึเป็นสายพนัธุ์ท่ีนา่สนใจตอ่การปรับปรุงให้มีการผลิต PHA 
ท่ีสงูขึน้ 
 การควบคมุการท างานของกระบวนการเมแทบอลิซมึของ PHA มีลกัษณะซบัซ้อน ขึน้อยู่กบัปัจจยั
ภายนอก เชน่ การควบคมุการท างานของ PHA synthesizing genes หรือ PHA synthase genes ยีนท่ี
ถอดรหสัโปรตีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัเมแทบอลิซมึของ PHA มกัอยู่ด้วยกนัในจีโนมของแบคทีเรีย (Rehm and 
Steinbuchel, 1999; Rehm and Steinbuchel, 2001) การผลิต PHA โดยการลดคา่ใช้จา่ยลง สามารถท าได้
หลายวิธี ได้แก่ การใช้สารตัง้ต้นท่ีมีราคาถกู ของเหลือใช้จากโรงงานอตุสาหกรรม วสัดเุหลือใช้ทาง
เกษตรกรรม เป็นต้น ในการเพิ่มการผลิตผลิตภณัฑ์ สามารถท าได้โดยใช้ลกูผสมของ E.coli (recombinant 
Escherichia coli (Khanna and Srivastava, 2005; Madison and Huisman, 1999) E.coli เป็นผู้อาศยัท่ี
เหมาะสมในการแสดงออกของยีนท่ีแปลกปลอมเข้ามา กลา่วคือง่ายตอ่การควบคมุและพฒันาการสร้าง
ผลิตภณัฑ์ตา่ง ๆ  E.coli ยงัถกูเลีย้งได้ง่ายและเพิ่มจ านวนได้มาก (Lee, 1996;  Shiloach and Fass, 2005) 
และยงัพบวา่ถ้า E.coli มีการสะสม PHB จ านวนมากแล้ว เซลล์จะแตกง่ายท าให้สะดวกตอ่การแยก PHB 
ออกจากตวัเซลล์ และการท าให้ PHB บริสทุธ์ิ นอกจากนี ้E.coli ไมส่ร้างเอนไซม์ท่ีจะมายอ่ย PHA ได้  
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การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวข้อง  

 
ปี 1992 Hustede และคณะรายงานการโคลน poly(3-hydroxybutyric acid) synthase 

genes ของ Rhodobacter sphaeroides และ Rhodospirillum rubrum เข้าไปใน Alcaligenes 
euthrophus PHB-4 ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ผ่าเหล่าท่ีไม่มีการสร้าง PHB โดยยีนขนาด 15-kbp ท่ีได้จากการตดั
ด้วย HindIII ของเชือ้ R. rubrum มีผลท าให้ สายพนัธุ์ผ่าเหล่านีส้ามารถสร้างแกรนูลของ PHB ท่ีมีขนาด

ใหญ่ ยาวถึง 3.5 m (Hustede et al., 1992) 
ในปี 1997 Kranz และคณะรายงานเก่ียวกบัยีน 3 ชนิด ท่ีจ าเป็นในวิถีการสงัเคราะห์ PHA ได้แก่ 

phaA (-ketothiolase), phaB (acetoacetyo-coenzyme A reductase) และ phaC (PHA synthase) ซึง่
โคลนจาก Rhodobacter capsulatus โดยยีน phaAB  ไมอ่ยูต่ิดตอ่กบั phaC ทัง้ phaC และ phaA 
แสดงออกโดยไมต้่องอาศยัตวักระตุ้น แตเ่ป็นการควบคมุท่ีระดบัของเอนไซม์ภายหลงัการแปลรหสัแล้ว 
นอกจากนีแ้หลง่อาหารไนโตรเจนไมไ่ด้มีผลตอ่การสงัเคราะห์ PHA แตแ่หลง่อาหารคาร์บอนได้แก่ acetone, 
caproate หรือ heptanoate จะท าให้ Rhodobacter capsulatus สงัเคราะห์ PHAs สงู ยกเว้นกรณีท่ีเชือ้นีมี้
การขาดหายไปของ phaC กลา่วคือจะไมส่ามารถสร้าง PHA แตก่รณีท่ีเชือ้มีการขาดหายไปของ phaA และ 
phaAB จะยงัคงสามารถสร้าง PHA ได้ แสดงให้เห็นวา่เชือ้มีวิถีอ่ืนในการใช้สารตัง้ต้นส าหรับเอนไซม์ 
synthase (Kranz et al., 1997) 

ปี 2000 Clemete และคณะ รายงานชิน้สว่นของยีนขนาด 3 kb ท่ีแยกได้จาก Rhodospirillum 
rubrum ATCC 25903 ประกอบด้วย open reading fram (ORF) ท่ีมีความเหมือนสงูกบัยีนตา่งๆ ท่ีเป็น 
PHA synthase genes ท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดี แต ่ORF นี ้มีความเหมือนต ่ากบั R. rubrum สายพนัธุ์ HA แม้วา่จะ
เป็นสปีชีส์เดียวกนั นอกจากนีย้งัได้ท าการศกึษาการแสดงออกของ PHA synthase genes ของ 
Rhodobacter sphaeroides, Ralstonia eutropha, Thiocystis violacea และ Nocardia corrallina โดย
ใช้เซลล์ผู้ให้อาศยัท่ีไมมี่ PHA synthase genes คือ R. eutropha DSM541 และ Pseudomonas putida 
GpP104 พบวา่สว่นประกอบของ PHA ได้แก่โพลีเมอร์ท่ีเกิดจากโมโนเมอร์ตอ่กนัเป็นสายท่ีมีขนาดสัน้ และ
ขนาดกลาง ไมจ่ าเป็นต้องเป็นผลจากความจ าเพาะเจาะจงของ PHA synthase ท่ีได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ 
(Clemente et al. 2000) 

ปี 2003 Mahishi และ คณะ ได้ท าการศกึษา E. coli (ATCC: PTA-1579) ลกูผสม ท่ีมียีน
สงัเคราะห์ PHB จาก Streptomyces aureofaciens NRRL 2209 พบวา่ แหลง่คาร์บอนได้แก่ กลีเซอรอล 
กลโูคส น า้มนัปาล์ม และเอธานอล ชว่ยสง่เสริมการสร้าง PHB แตถ้่าเป็นซูโครส หรือโมลาส จะไมมี่การ
สะสม PHB และแหลง่ไนโตรเจน ได้แก่ สารสกดัยีสต์ เปปโทน และส่วนผสมของสารสกดัยีสต์และเปปโทน 
โดย E. coli (ATCC: PTA-1579) ลกูผสมนีจ้ะสร้าง PHB ได้ดีท่ีสดุภายหลงัการเจริญ 48 ชัว่โมง ท่ี 37oC ใน
อาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหลง่คาร์บอนและสว่นผสมของสารสกดัยีสต์และเปปโทนเป็นแหลง่ไนโตรเจน 
(Mahishi et al., 2003) 
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ปี 2004 มีรายงานจาก Zhang และคณะว่าแบคทีเรียท่ีสามารถสงัเคราะห์แสงได้ชนิด 
Ectothiorhodospira shaposhnikovii สามารถสะสม PHB ในสภาวะท่ีมีแสงและไม่มีไนโตรเจน 
กิจกรรมของ PHA synthase มีความสมัพนัธ์กับการสะสม PHB ในเซลล์ ได้น ายีน PHA synthase ได้แก่ 
phaC และ phaE โคลนและคดัเลือก E. coli ลูกผสม แล้วสกัดเอนไซม์ PHA synthase จากเซลล์และท า
ให้บริสุทธ์ิ พบว่าเอนไซม์เป็น type III PHA synthase (Zhang et al., 2004) 

ในปี 2006 Agus และคณะพบว่ายีน Polyhydroxyalkanoate (PHA) synthase (PhaC) จาก
แบคทีเรียแกรมลบคือ Wautersia eutropha ได้แสดงออกในเซลล์ E. coli XL 1-Blue ในระดบัต่างๆ กัน 

โดย PhaC ถูกควบคมุโดยปริมาณของสารเคมีท่ีเป็นตวักระตุ้น คือ isopropyl--D-
thiogalactopyronoside, IPTG) ท่ีใส่อยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ รวมถึงการถกูควบคมุโดยจ านวนชุดท่ี
แตกต่างของพลาสมิดในการทดลองในขวดรูปชมพู่ กิจกรรมของ phaC ก็เพิ่มขึน้ในขณะท่ีความเข้มข้น
ของ phaC  ต ่า และกิจกรรมของ phaC ไม่เพิ่มขึน้แม้ว่าจะมีความเข้มข้นของ phaC สูง อาจเน่ืองจาก
การสร้าง inclusion body ในเซลล์ นอกจากนีย้งัพบว่า การใช้พลาสมิดท่ีมีจ านวนชุดท่ีต ่า จะมีผลในการ
กระตุ้นการแสดงออกของ phaC อย่างมาก กล่าวคือ ให้ผลผลิต PHB ท่ีสูง และน า้หนกัโมเลกลุสงู (Agus 
et al., 2006)  
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วิธีการทดลอง 
 
การเลีย้ง Rhodopseudomonas palustris strain CH72 เพื่อผลิต PHA 

น าแบคทีเรีย Rhodopseudomonas palustris strain CH72 (strain NCIB8288) มาเลีย้งในอาหาร
Glutamate-malate (GM) medium ตอ่ 1 ลิตร ประกอบด้วย 3.8 g sodium glutamate, 2.7 g DL-malic 

acid, 2.0 g yeast extract, 0.5 g K2HPO4, 0.5 g KH2PO4, 0.8 g (NH4)2HPO4, 0.2 g MgSO47H2O, 

0.053 g CaCl22H2O, 1 mg nicotinic acid, 1 mg thiamine-HCl, 0.01 mg biotin, 1.2 mg 

MnSO45H2O, 1.0 mg CoCl26H2O, 2.5 mg ferric citrate แล้วปรับ pH ให้เป็น 6.8 ด้วย 1 N NaOH 
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA คือ เลีย้ง Rps. palustris CH12 ใน micro-aerobic condition ท่ีมีแสง 
(2,000-2,500 Lux) ในอาหาร GM ท่ีใช้ butyrate แทน sodium glutamate, pH 9.0 ท่ี 35oC เป็นเวลา 3 วนั 
 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์ PHA synthase จากเซลล์ 

ภายหลงัจากเลีย้ง Rps. palustris CH72 เป็นเวลา 3 วนั จงึท าการเก็บเก่ียวเซลล์ (เซลล์เปียก 0.62 
กรัมในอาหารเลีย้งเชือ้ 100 มล.) แล้วท าให้เซลล์แขวนลอยใน 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 และป่ัน
เหว่ียงความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ี 4oC เป็นเวลา 5 นาที วางตะกอนเซลล์ท่ีได้บนน า้แข็ง แล้วเตมิ 
extraction buffer (10 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 containing 10 mM EDTA, and 1 mM DTT) 1.5 มล.  
ผสมให้เข้ากนัดีด้วย vortex mixer และท าให้เซลล์แตกด้วย sonicator โดยปรับเปล่ียนชว่งเวลาตา่งๆ ดงันี ้1, 
3, 4, 5, 6 และ 10 นาที โดยให้หยดุทกุๆ 15 วินาที เป็นเวลา 5 วินาที หลงัจากนัน้จึงน าเซลล์แตกเหล่านีไ้ป
ป่ันเหว่ียงความเร็วรอบ 10,000 rpm 4oC เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายสว่นใสท่ี 4oC เพ่ือหาคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ PHA synthase ตอ่ไป 
 
การหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ PHA synthase (PHA synthase assay) 

วิธีการวิเคราะห์ PHA synthase เป็นวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Dai and Reusch (2008) สารตัง้ต้นท่ีใช้ 

คือ 0.88 mM DL--hydroxybutyryl coenzyme A โดยละลายใน 10 mM Tris-HCl pH 7.5 สว่นผสมของ

ปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.088 mM DL--hydroxybutyryl coenzyme A, 100 mM KCl, และ 100 l ของ
สารละลายสว่นใสของเซลล์ท่ีได้ภายหลงัการท าให้เซลล์แตก บม่ท่ี 37oC เป็นเวลา 30 วินาที และหยดุ

ปฏิกิริยาโดยการเตมิ 0.44 M TCA 20 l ป่ันเหว่ียงความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดดู

สารละลายสว่นใส 102 l ลงใน eppendorf tube และเตมิ 1 mM 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) 

ปริมาตร 573 l วดัปริมาณหรือความเข้มข้นของ coenzyme A concentration ด้วยเคร่ือง
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร ท าซ า้ 2 ครัง้และมีแบลงค์เป็นตวัเปรียบเทียบ ส าหรับ
การเทียบคา่กิจกรรมของเอนไซม์ อาศยักราฟมาตรฐานท่ีท าการทดลองภายใต้สภาวะเดียวกนั โดยเทียบ 1 ยู

นิตของเอนไซม์เทา่กบัปริมาณของเอนไซม์ท่ีเร่งการเปล่ียน 1 mol DL--hydroxybutyryl coenzyme A 
ไปเป็น coenzyme A ในเวลา 1 นาที 
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การเพิ่มจ านวน PHA synthase gene โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)  
    
การออกแบบไพรเมอร์ 

เพ่ือเพิ่มจ านวนของ phaC gene ใน Rhodopseudomonas palustris CH72 จงึท าการออกแบบ
ไพรเมอร์จากสว่นของ phaC gene โดยการหาล าดบัสว่นท่ีเป็น conserve sequence จากกลุม่เชือ้ 
Rhodopseudomonas palustris CH72 ท่ีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกนัโดยการท า alignment ด้วยโปรแกรม 
Clustal X 
 
การคัดเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการท า Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มปริมาณ 
phaC gene จาก Rhodopseudomonas palustris CH72 
 สว่นผสมตา่งๆ ในปฏิกิริยาการท า PCR เป็นดงันี ้คือ 
 Reaction 
 10x  (PCR  buffer + MgCl2)  5.0  ul 
 10 mM dNTP mix    1.0 ul 
 10 mM Forward primer   1.5  ul 
 10 mM Reverse primer   1.5  ul 
 250 ug/ul template (cDNA)   5.0 ul 
 Taq  polymerase 5 U/ul  0.4  ul 
 DI      35.6 ul 
     Total  50  ul 
 
 สิ่งท่ีปรับเปล่ียน คืออณุหภมูิท่ีใช้ในการท า annealing โดยปรับเปล่ียนเป็นอณุหภมูิท่ี 50, 52.5, 55, 
60 oC ในชว่งเวลา 30 นาที 
 
การวิเคราะห์ phaC gene ที่เพิ่มจ านวน (PCR product) ด้วย electrophoresis เทียบกับ marker (1 
kb ladder)  
 น า PCR product ท่ีได้ภายหลงัการท า PCR ไปท าการวิเคราะห์ บน 1% agarose gel ท่ีมี marker 
เป็น 1 kb ladder 
 
การท าบริสุทธ์ิ PCR product 
 จากผลการทดลองการวิเคราะห์ phaC gene ท่ีเพิ่มจ านวนข้างต้น ได้ท าการเพิ่มเวลาในการ run 
gel เพ่ือแยกชิน้ส่วน 538 bp ออกมาโดยใช้ใบมีดตดั แล้วท าให้บริสทุธ์ิด้วย PureLinkTM Quick Gel 
Extration Kit (Invitrogen) แล้วน ามาตรวจสอบบน 1.0% agarose gel electrophoresis 
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การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
 ท าการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนด้วยวิธี dideoxy chain termination method (Sanger et al., 
1977) โดยใช้ Pfu DNA polymerase ด้วยเคร่ือง automated sequencer และใช้โปรแกรมของ PC/GENE 
package (IntelliGenetics, Mountain View, CA, USA) ในการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน
ของยีน แล้วหา sequence identities โดย CLUSTAL W ผา่นเข้าไปยงั GeneDoc (Nicholas and 
Nicholas, 1997) ซึง่วิเคราะห์โดยศนูย์เคร่ืองมือมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
 
การเช่ือมชิน้ส่วน PHA synthase gene(s) เข้าสู่ดีเอนเอพาหะ pGEM T-easy vector (Ligation) 
 ligation reaction 

  pGEM-T easy vector (50 ng) 0.5 l  
  PHA synthase gene  2.0 l 

  2x rapid ligation buffer  5.0 l 
  T4 DNA ligase   1 l 

  DI                 1.5 l 

   Total             10.0 l 
  บม่ท่ี 4oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
 
การน า recombinant pGEM T-easy containing PHA synthase gene เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน Escherichia 
coli JM109 competent cell (Transformation) 
 น า ligation mixture ย้ายเข้าสู ่E. coli JM109 competent cell ด้วยวิธี heat shock โดยน า E. coli 

JM109 competent cell 100 l จาก deep freezer -70oC จากนัน้เตมิ ligate mixture ปริมาตร 10 l 
ผสมให้เข้ากนัอยา่งเบาๆ บม่บนน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที บม่ตอ่ท่ี 42oC เป็นเวลา 1นาที และบนน า้แข็งอีก 2 
นาที เตมิ LB broth ปริมาตร 800 l บม่ 1 ชัว่โมง แล้วจงึน าไป spread plate บน SOC medium ท่ีมี 
ampicillin, IPTG และ X-gal ปริมาตร 1000 มล. โดยเติม 25 mg/ml ampicillin ปริมาตร 1 มล. 23 mg/ml 
IPTG ปริมาตร 1 มล. และ 2% X-gal ปริมาตร 2 มล. บม่ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้ 
pick colony ท่ีเป็นสีขาวท่ีเจริญได้มาบม่บนในอาหารดงักลา่ว 
 
การสกัด recombinant pGEM T-easy vector จาก E. coli JM109 
 เลือกโคโลนี จากการ transformation แล้วสกดั plasmid ด้วย STET buffer (5%  (w/v) glucose, 
5% (v/v) Triton x-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) โดยน า E. coli JM109  ท่ีคาดวา่ได้รับ 
pGEM-T-Easy containing PHA synthase gene(s) แล้วมาเลีย้งในอาหาร LB broth ท่ีมี ampicillin 100 

g/ ml บม่ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง น ามาหมนุเหว่ียงโดยใช้ความเร็ว 11,000 rpm เป็น
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เวลา 1  นาที ทิง้สว่นใส แล้วละลายตะกอนเซลล์ด้วย STET buffer ปริมาตร 350-400 l ผสมให้เข้ากนั 
และตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที จากนัน้น าไปตัง้ในน า้เดือด 40 วินาที แล้ววางบนน า้แข็งทนัทีเป็นเวลา 15 นาที ป่ันแยก
โดยใช้ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 15  นาที น าตะกอนออกจาก eppendorf โดยใช้ไม้จิม้ฟันท่ีฆา่เชือ้

แล้ว และตกตะกอน DNA ด้วย isopropanol ปริมาตร 350-400 l ผสมให้เข้ากนัแล้ว บม่ท่ีอณุหภมูิ -70oC 
เป็นเวลา 25 นาที ป่ันเหว่ียงแยกสว่นใสออกโดยใช้ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ทิง้สว่นใส แล้ว
ผึง่ตะกอนให้แห้ง น า recombinant vector ท่ีสกดัได้ ไปเปรียบเทียบกบั vector ก่อนท่ีจะท า ligation โดย
เปรียบเทียบบน 1% agarose gel electrophoresis 
 
ผลการทดลอง 
 
การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเอนไซม์ PHA synthase จากเซลล์ 
 ภายหลงัการท าให้เซลล์แตกด้วย sonicator พบวา่ ช่วงเวลา 1, 3 และ 4 นาที เป็นช่วงเวลาท่ีไมเ่พียง
พอท่ีจะท าให้เซลล์แตก และชว่งเวลา 5 นาที ได้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ PHA synthase ท่ีมากกวา่ท่ีชว่งเวลา 
6 นาที และท่ีชว่งเวลา 10 นาที ไมส่ามารถตรวจพบกิจกรรมของ PHA synthase  
 
การหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ PHA synthase 

ภายหลงัการสกดั PHA synthase ออกจากเซลล์ Rps. palustris CH72 และน าไปหา กิจกรรมของ 
PHA synthase พบวา่สามารถวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร ได้เทา่กบั 0.111 หรือ
ค านวณเป็นคา่กิจกรรมของเอนไซม์ได้เทา่กบั 24.57 unit/ml เม่ือเทียบกบักราฟมาตรฐานข้างลา่งนี ้(Fig. 1) 
 

y = 0.0001x - 0.0966

R2 = 0.9937

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 2000 4000 6000 8000

CoA (uM)

A
4
1
2

 
Fig. 1. Standard curve of coenzyme A (CoA) 
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การออกแบบไพรเมอร์ 

การออกแบบไพรเมอร์โดยการท า alignment ด้วยโปรแกรม Clustal X พบล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมี
บริเวณ conserve sequence มากท่ีสดุได้แก่ 5 กลุม่ ดงันี ้ 

- hydroxyalkanoic acid synthase, class I [Rhodopseudomonas palustris BisA53 ]  

- hydroxyalkanoic acid synthase, class I [ Rhodopseudomonas palustris TIE-1]  
- phbC Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, class I [ Rhodopseudomonas 

palustris CGA009 ]  

- Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, class I [ Rhodopseudomonas palustris 
HaA2 ]  

- Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, class I [ Rhodopseudomonas palustris 
BisB18 ]  

โดยน า sequences ข้างต้นไป alignment เพ่ือหาบริเวณ conserve sequence โดยใช้โปรแกรม 
Clustal X จากนัน้เลือกบริเวณท่ี conserve ท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการออกแบบไพรมอร์ เม่ือได้ต าแหน่งท่ีใช้ใน
การออกแบบเรียบร้อยแล้วน าไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม   Vector NTI เพ่ือตรวจสอบ
คา่ Tm , %GC และ คา่ primer dimer 

 
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนจากเชือ้แตล่ะตวัแสดงให้เห็นดงันี ้

 
ที่มา: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/115522030/?from=3292637&to=3294439&report=fasta 
วันท่ีสืบค้น : 14 ธนัวาคม 2552 



 14 

 
ที่มา: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/192288433/?from=3022563&to=3024368&strand=true&repo
rt=fasta 
วันท่ีสืบค้น : 14 ธนัวาคม 2552 
 

 
ที่มา: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/86747127/?from=3380804&to=3382609&report=fasta 
วันท่ีสืบค้น : 14 ธนัวาคม 2552 
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ที่มา:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/39933080/?from=2842246&to=2844051&strand=true&r
eport=fasta 
วันท่ีสืบค้น : 14 ธนัวาคม 2552 
 

 
ที่มา: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/90421528/?from=3061264&to=3063069&report=fasta 
วันท่ีสืบค้น : 14 ธนัวาคม 2552 
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ผลการท า alignment ด้วยโปรแกรม Clustal X 
สว่นท่ีแสดงเป็น * คือบริเวณ conserve sequence 
 
 
A53             ATGAGTGACATGATCGCCGAACCGCAGGCTGCCCGGAACTTCAATCCAGACGCCTTCGCG 60 

BisB18          ATGAGTGAGATGATCACCGAAACCAAGCCTGCCCCGGGCTTCGACCCCGAGGCTTTCGCG 60 

TIE-1           ATGACCGACATGCTCGCAGAACCCCAGGCGGCCCCGAAGTTCGATCCTGACGCGTTCGCC 60 

CGA009          ATGACCGACATGCTCGCAGAACCCCAGGCGGCCCCGAAGTTCGATCCTGATGCGTTCGCC 60 

HaA2            ATGAGCGACATGCTACCAGAAACCAGCACGGCGAAGAAGTTCGATCCCGAGGCTTTCGCG 60 

                ****  ** *** *  * *** *     * **   *   *** * ** ** ** *****  

 

A53             TTGAATTTGGCGAAGGCGATGGAGGCATCCGGCCAGGCGCTCGCCGCCTATCTCAATC-- 118 

BisB18          CTCAATCTGGCGCGCGCCATGGAGAACAGCGGCAAGGCGCTGGCAACTTATTTAAAGCCG 120 

TIE-1           CGCAATCTCGCGCAGGCGATGGAGACCGGTAGCCAGGCCTTAGCGACGATGATGAAGTCG 120 

CGA009          CGCAATCTGGCGCAGGCGATGGAGACCGGTAGCCAGGCCTTAGCGACGATGATGAAGTCG 120 

HaA2            CGTAATCTGGCGCAGGCGATGGAGTGCGGCAGCCAGGCGCTGGCGACGATGCTGAAGCCG 120 

                   *** * ***   ** ******       ** ****  * **  *     * **     

 

A53             -GCAACAAGATCGAGACGCC---CGACAAGCCGCCCCCGGAAATTGCCGAGGTGGTGAAG 174 

BisB18          CGTGACAGCGCCGAGCCGCT---CGACAAGCCGCCGGCGGAACTCACCGAAGTGGTGAAG 177 

TIE-1           CAAAACGGTGCCGTGCCACCGGACGGTCATCCGCCCGCCGGTCTGACCGAAATGGTGAAG 180 

CGA009          CAGAACGGTGCCGTGCCACCGGACGGTCATCCGCCCGCCGGTCTGACCGAAATGGTGAAG 180 

HaA2            ---AGCGA-GCCGATCGAC--GGTGTCAAGCCGCCGACCGAACTGACGGAGATCGTCAAG 174 

                     *     **     *     *   * *****  * *   *  * **  * ** *** 

 

A53             ACTTTTTCGAGCGTCGCCGAGTACTGGCTGTCGGACCAGAAGCGGGCCGCCGACGTGCAG 234 

BisB18          ACGCTGTCGGCGGTGGCGAACTACTGGTTGTCCGACAAGGACCGCGCCACCGAGATCCAG 237 

TIE-1           AGCTTCTCGAGCGTCGCCAATTACTGGCTATCCGACCAGGCCCGTTCTCATGAGCTGCAG 240 

CGA009          AGCTTCTCCACCGTCGCCAATTACTGGCTATCCGACCAGGCTCGTTCCAATGAGCTGCAG 240 

HaA2            ACGCTCACCAGCGTCGCCACCTACTGGATGTCCGACCAGACCCGCGCCGCGGAGCTGCAG 234 

                *   *  *    ** **    ****** * ** *** **   **  *    **  * *** 

 

A53             ATGAAGCTCGGAAAATCCTATCTCGATCTGTGGAACCAGGCGACGCGGCGGTTGGCCGGG 294 

BisB18          ACCAAGCTCGGCAAATCCTATCTCGATCTGTGGGGCGTCGCGATGCGGCGGATGGCCGGC 297 

TIE-1           CAGCGGCTCGGCAAGTCGTATCTCGAACTCTGGGGCGCGGCCTCCAAGCGCCTCGCCGGC 300 

CGA009          CAGCGGCTCGGCAAGTCGTATCTCGAACTCTGGGGCGCGGCCTCCAAGCGGCTCGCCGGC 300 

HaA2            ACGAAGCTCGGCAAATCCTATCTCGAGCTGTGGGGCAACGCCTCCAAGAAGCTCGCCGGC 294 

                     ****** ** ** ******** ** ***  *   **      *    * *****  

 

A53             GAAAAGACCGAA---CCCACCATCGAGCCGCCGGCCCGCGACAAGCGCTTTGCCGATCCG 351 

BisB18          GAAGACGCCGCC---GCCGTCATCGAAGTGCCGCCGCGCGACAAGCGCTTCAGCGCCCCG 354 

TIE-1           GAACAGGCCGAG---CCGGCGATCGCCCCCTCGCCGCGCGACAAGCGGTTCGCCTCACCG 357 

CGA009          GAACAGGCCGAG---CCGGCGATCGCCCCCTCGCCGCGTGACAAGCGGTTCGCCTCACCG 357 

HaA2            GAGACGGCCGTCGCCCCGACCATCGAGCCGCCGGCGCGCGACAAGCGTTTCGCCGATCCG 354 

                **     ***      *    ****      ** * ** ******** **   *   *** 

 

A53             GAATGGAAGTCGAACCAGTTTTTCGATTTCCTGCTGCAGGCCTATCTCTTGACCACGCAA 411 

BisB18          GAATGGAAGTCCAGCCCGTTGTTCGATTTCCTGGTGCAGGCCTATCTGTTGACCACGCAA 414 

TIE-1           GAATGGAAGGCCAACGCGTTCTACGATTTCCTGATGCAGGCCTACCTGCTGACGACGCAG 417 

CGA009          GAATGGAAGGCCAACGCGTTCTACGATTTCCTGATGCAGGCCTATCTGCTGACGACGCAG 417 

HaA2            GACTGGCGAAAGAACCAGTTCTACGAATTCATCATGCAGGCCTATCTGTTGACCTCGCAA 414 

                ** ***      * *  *** * *** *** *  ********** **  ****  ****  

 

A53             TGGGCCCAGGCGCTGGTGCGCGACGCCGAAGGGCTCGATCCGCACACCCGCAAGAAGGCG 471 

BisB18          TGGGCCTACCAGCTGGTGCGCGACGCCGAAGACATCGACCCGCATACCAAGAAGAAGGCC 474 

TIE-1           TGGGCCGACGAACTGGTCAAGAACGCCGAGA---TCGACCCGCACACCAAGCGCAAGGCC 474 

CGA009          TGGGCGGACGAGCTGGTCAAGAACGCCGAGA---TCGACCCGCACACCAAGCGCAAGGCC 474 

HaA2            TGGGCCAACGAGCTGGTCGAGAAGGCCGACGGCCTCGACCCGCACACCAAGCGAAAGGCC 474 

                *****  *    *****     * *****     **** ***** ***      *****  

 

A53             GAGTTCTACGTCCAGCAGATCACCAACGCCTTGGCGCCGTCGAATTTCGTGCTGACCAAT 531 

BisB18          GAGTTCTACATCCAGCAGATCACCAACGCGCTGGCACCGTCGAATTTCGTGCTGACCAAT 534 

TIE-1           GCGTTCTACGTCCAGCAGCTCACCACCGCTTTGGCGCCCTCCAACTTCGTGATGACCAAT 534 

CGA009          GCGTTCTACGTCCAGCAGCTCACCACCGCTTTGGCGCCCTCCAACTTCGTGATGACCAAT 534 

HaA2            GCATTCTACATCCAGCAGATCACCAACGCGATGGCGCCGTCGAACTTCGTGCCGACCAAT 534 

                *  ****** ******** ****** ***  **** ** ** ** ******  ******* 

 

A53             CCGGAGGTGCTGCGCGAGACGCTGGCCTCCAACGGCGACAATCTGGCGCGCGGCATGAAA 591 

BisB18          CCGGAGGTGCTGCGCGAGACGCTGGCCTGCAACGCCGACAATCTGGTGCGCGGCATGACC 594 

TIE-1           CCGGAGCTGACGCGCCAGACGCTGGAGGCCAGCGGCGACAATCTGGTGCGCGGCATGAAG 594 

CGA009          CCGGAGCTGACGCGCCAGACGCTGGAGGCCAGCGGCGACAATCTGGTTCGCGGCATGAAG 594 

HaA2            CCGGAATTGACCCGGCTGACGCTCGAGAACAGCGGCGACAATCTGGTGCGCGGCATGAAG 594 

                *****  **   **   ****** *    ** ** ***********  **********   

 

A53             ATGCTGGCCGAGGACATCGCCGCCGGCAAGGGCATGCTGAAGATCCGGCAATCCGACCCG 651 

BisB18          ATGCTGGCCGAGGACATCGCGGCGGGCAACGGCCAGTTGCGGATCCGGCAGTCCGACCCG 654 

TIE-1           ATGCTGGCCGACGACATCCAGTCAGGCCGCGGCCATCTGAAGATCCGGCAGTCCGATCCG 654 
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CGA009          ATGCTGGCCGACGACATCCAATCCGGCCGCGGCCACCTGAAGATCCGGCAGTCCGATCCG 654 

HaA2            ATGCTCGCCGAGGACATCGCCGCCGGCAAAGGCCATCTCAAGATTCGCCAGTCCGACCCG 654 

                ***** ***** ******    * ***   ***    *   *** ** ** ***** *** 
A53             GGCAATCTCGAGGTCGGCGTCAACATGGCGACCACGCCCGGCAAGGTGATCTTCCAGAAC 711 

BisB18          GCCAATCTGGAGGTCGGCGTCAACATGGCGACGACGCCCGGCAAGGTGATCTTCCAGAAC 714 

TIE-1           GCCGGGCTCGAGGTCGGCGTCAACATGGCGGTCACCCCGGGCAAGGTGATCTTCCAGAAC 714 

CGA009          GCCGGCCTTGAGGTCGGCGTCAACATGGCGGTCACCCCGGGCAAGGTGATCTTCCAGAAC 714 

HaA2            TCCAATCTGGAAGTCGGCGTCAACATGGCGACGACGCCCGGCAAGGTGATCTTCCAGAAC 714 

                  *   ** ** ******************   ** ** ********************* 

 

A53             GAGCTGATGCAGCTCATCCAGTATCACCCGACCACCGAAACCGTGCTGCGCACGCCACTG 771 

BisB18          GAATTGATGCAGCTGATCCAATATCAGCCGACCACCGAGAACGTGCTGCGCACGCCGCTG 774 

TIE-1           GAAATCATGCAGCTCATCCAGTATGAGCCCGCCACCGCGACGGTGCAGCGCACGCCGCTG 774 

CGA009          GAGATCATGCAGCTCATCCAGTATGAGCCCGCCACCGCGACGGTGCAGCGCACGCCGCTG 774 

HaA2            GAGATCATGCAACTGATCCAGTACACGCCCGCGACCGAGACGGTGCTGCGCACGCCTCTG 774 

                **  * ***** ** ***** **    **  * ****  *  **** ********* *** 

A53             CTGATCGTGCCGCCGTGGATCAACAAATACTACATCCTCGATTTGAAGCCGGAAAAATCC 831 

BisB18          TTGATCGTGCCGCCGTGGATCAACAAGTATTACATTCTCGACCTCAAGCCGGAAAAATCC 834 

TIE-1           CTGATCGTGCCGCCGTGGATCAACAAGTACTACATTCTCGATCTGAAGCCCGAGAAGTCG 834 

CGA009          CTGATCGTGCCGCCGTGGATCAACAAGTACTACATTCTCGACCTGAAGCCCGAGAAGTCG 834 

HaA2            CTGATCGTGCCGCCATGGATCAACAAGTTCTACATTCTCGATCTCAAGCCCGAGAAGTCG 834 

                 ************* *********** *  ***** *****  * ***** ** ** **  

 

A53             TTCATCAAATGGTGCGTCGACCAGGGGCTCACCGTGTTCGTGATCTCCTGGGTCAATCCG 891 

BisB18          TTCGTCAAATGGTGCGTCGACCAGGGCGTCACGGTGTTCGTGATCTCCTGGGTCAATCCC 894 

TIE-1           TTCATCAAATGGTGCGTCGACCAGGGCCTCACCGTGTTCGTGATCTCCTGGGTCAACCCG 894 

CGA009          TTCATCAAATGGTGCGTCGACCAGGGCCTCACCGTGTTCGTGATCTCCTGGGTCAACCCG 894 

HaA2            TTCATCAAATACTGCGTCGACCAGGGTCTCACCGTGTTCGTGATCTCCTGGGTCAATCCC 894 

                *** ******  **************  **** *********************** **  

 

A53             GACGAGGCGCTGCGGCACAAATCCTTCGACGACTACATGAAGCAAGGCCCGCTGACCGCG 951 

BisB18          GACAAGAGCCTCGGCCACAAGACCTTCGACGACTACATGAAACAGGGTCCGCTGACCGCG 954 

TIE-1           GACAAGAGCCTCGCCGACAAGGACTTCGCCGACTACATGAAGCTCGGCCCGCTGACCGCG 954 

CGA009          GACAAGAGCCTCGCCGACAAGGATTTCGCCGACTACATGAAGCTCGGCCCGCTGACCGCG 954 

HaA2            GACAAGCGCCTCGCCGACAAGAGCTTCGCCGACTACATGAAGCTCGGGCCGCTGACCGCG 954 

                *** **   **     ****    **** ************ *  ** ************ 

 

A53             ATGGATGTGATCGAAACGATCACCGGCGAGATGAAGGTGCACACGCTCGGCTATTGCGTC 1011 

BisB18          ATGGACGTCATCGAACAGGTCACCGGCGAGATGAAGGTGCACACCATCGGCTACTGCGTC 1014 

TIE-1           ATGGACGTCGTCGAGAAGGTCACCGGCGAGATGAAGGTCCACACGCTGGGCTACTGCGTC 1014 

CGA009          ATGGACGTCGTCGAGAAGGTCACCGGCGAGATGAAGGTCCACACGCTGGGCTACTGCGTC 1014 

HaA2            ATGGACGTGATCGAGAAGGTCACCGGCGAGCTGAAGGTGCACACCATCGGCTATTGCGTC 1014 

                ***** **  ****   * *********** ******* *****  * ***** ****** 

 

A53             GGCGGCACCCTGCTGGCAACGACGCTGGCGTGGCTGGCCGACAAGCGCCGGGTGCGGGTC 1071 

BisB18          GGCGGCACCCTGCTCGCCGCGACGCTGGCCTGGCTCGCCGAAAAGCGCCGGGTCCGCGTC 1074 

TIE-1           GGCGGCACCCTGCTCGCCTCGACGCTGGCCTGGCTCGCCGAGCGCCGCCGGGTCCGCGTT 1074 

CGA009          GGCGGCACCCTGCTCGCCTCGACGCTGGCCTGGCTCGCCGAGCGCCGCCGGGTGCGCGTC 1074 

HaA2            GGCGGCACCCTGCTCGCCTCGACGCTGGCCTGGCTGGCCGAGCGCCGCCGCCAGCGCGTC 1074 

                ************** **  ********** ***** *****    *****    ** **  

 

A53             ACCTCCGCGACCTTCCTGACCACGCAAGTCGACTTCACCCATGCCGGCGACTTGATGGTG 1131 

BisB18          ACCTCGGCGACGCTGCTCACCACCCAGGTGGATTTCACCAATGCCGGCGATCTCTTGGTG 1134 

TIE-1           ACCTCGGCGACCTTCCTGACCACGCAGGTCGACTTCACCCATGCCGGCGACCTGATGGTG 1134 

CGA009          ACCTCGGCGACCTTCCTGACCACGCAGGTCGACTTCACCCATGCCGGCGACTTGATGGTG 1134 

HaA2            ACCTCGGCGACCTTCCTGACCACCCAGGTCGATTTCACCCATGCCGGCGACCTCAGCGTG 1134 

                ***** *****  * ** ***** ** ** ** ****** **********  *    *** 

 

A53             TTCGTCGACGAGGAGCAGATCGCGGCGCTGGAGCAGGAGATGAAGTCTGTCGGCGTGCTC 1191 

BisB18          TTCGTCGACGAGGATCAGATCGCCGCGTTGGAGCGCGAGATGCAGGCCAGCGGCGTGCTG 1194 

TIE-1           TTCGTCGACGAGGAGCAGATTTCCGCGGTCGAACGCGAGATGAAGGTCACCGGCGTGCTC 1194 

CGA009          TTCGTCGACGAGGAGCAGATTTCCGCGGTCGAACGCGAGATGAAGGTCACCGGCGTGCTC 1194 

HaA2            TTCGTCGACGAGGGCCAGATCTCGGCGCTGGAGCGCGACATGCAGACGACCGGCGTGCTC 1194 

                *************  *****  * *** * ** *  ** *** **     *********  

 

A53             GAGGGCTCCAAGATGGCGATGGCCTTCAACATGCTGCGCTCGAACGACCTGATCTGGTCC 1251 

BisB18          GAAGGCTCGAAGATGGCGATGGCCTTCAACATGCTGCGCTCCAACGACCTGATCTGGTCC 1254 

TIE-1           GAAGGCGCCAAGATGGCGATGGCCTTCAACATGCTGCGGCCGAACGATCTGATCTGGTCC 1254 

CGA009          GAAGGCGCCAAGATGGCGATGGCCTTCAACATGCTGCGGCCGAACGATCTGATCTGGTCC 1254 

HaA2            GAAGGCGCCAGGATGGCGATGGCGTTCAACATGCTGCGGTCGAACGACCTGATCTGGTCC 1254 

                ** *** * * ************ **************  * ***** ************ 

 

A53             TACGTCGTCAATAACTACCTGAAGGGCAAGTCGCCCTCGCCCTTCGACCTGCTGCACTGG 1311 

BisB18          TATGTGGTCAATAACTATCTGAAGGGCCAGCCGCCGTCGGCGTTCGACCTGTTGCACTGG 1314 

TIE-1           TACGTCGTCAATAACTACCTGAAGGGCCAGCCGCCGCAGGCGTTCGACCTGCTGCACTGG 1314 

CGA009          TACGTCGTCAACAACTACCTGAAGGGACAGCCGCCGCAGGCGTTCGACCTGCTGCACTGG 1314 

HaA2            TATGTGGTCAGCAACTATCTGAAGGGCCAGCCGCCCGCCGCGTTCGACCTGCTGCACTGG 1314 

                ** ** ****  ***** ********  ** ****     * ********* ******** 

 

A53             AATTCCGACTCGACGCGGATGCCGGCGGCCAACCATTCCTATTATCTGCGCAACTGCTAT 1371 

BisB18          AACTCCGATTCGACGCGGATGCCGGCGGCGAACCATTCCTATTATTTGCGCAACTGCTAT 1374 

TIE-1           AATTCCGACGCCACCCGGATGCCGGCGGCGAACCACTCCTACTACCTGCGCAACTGCTAT 1374 
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CGA009          AATTCCGACGCCACCCGGATGCCGGCGGCGAACCACTCCTACTACCTGCGCAACTGCTAT 1374 

HaA2            AATTCCGACGCCACCCGGATGCCGGCGGCGAACCACTCTTACTATCTGCGCAACTGTTAT 1374 

                ** *****  * ** ************** ***** ** ** **  ********** *** 

 

A53             CTCGACAACCGGCTGTCGGAAGGCAGCATGGTGCTCGATAACACAAGGCTCGACCTCGCC 1431 

BisB18          CTCGACAACCGGCTGTCGGCCGGCACCATGGTGCTGGACAACACCCTGCTCGACCTTTCC 1434 

TIE-1           CTCGACAACAAGCTGTCGGCCGGCACCATGGTGCTGGACAACACCACGCTCGACCTCACC 1434 

CGA009          CTCGACAACAAGCTGTCCGCCGGCACCATGGTGCTGGACAACACCACGCTCGACCTCACC 1434 

HaA2            CTCGACAACAAGCTGTCGGCCGGCACCATGGTGCTCGACGACACCCCGCTCGATCTGTCG 1434 

                *********  ****** *  **** ********* **  ****   ****** **  *  

A53             AAGGTCAAGGTGCCGGTCTACAACCTCGCCACCCGCGAGGACCACATCGCCCCGGCGCAG 1491 

BisB18          AAGGTCAAGGTGCCGATCTACAACCTCGCCACCCGCGAGGACCACATCGCGCCGGCGGAC 1494 

TIE-1           AAGGTCAAGGTGCCGATCTACAACCTCGCCACCCGCGAAGATCACATCGCGCCGGCGGAG 1494 

CGA009          AAGGTCAAGGTGCCGATCTACAACCTCGCCACCCGCGAAGACCACATCGCGCCGGCGGAG 1494 

HaA2            AAGGTCAAGGTGCCGATCTACAACCTCGCCACCCGCGAGGACCACATCGCGCCGGCGGAA 1494 

                *************** ********************** ** ******** ****** *  

 

A53             TCGGTGCTGTACGGCTCGCAATTCTTCGGCGGCCCGGTGAAATTCGTACTGTCCGGCTCC 1551 

BisB18          TCCGTGCTGTACGGCTCGCAATTCTTCGGCGGCCCGGTGAAATACGTGCTGTCCGGCTCC 1554 

TIE-1           TCGGTGCTGTACGGCTCGCAGTTCTTCGGCGGTCCGGTGAAATTCGTGCTGTCCGGCTCC 1554 

CGA009          TCGGTGCTGTACGGCTCGCAGTTCTTCGGCGGTCCGGTGAAATTCGTGCTGTCCGGCTCC 1554 

HaA2            TCCGTGCTGTACGGTTCGCAATTCTTCGGCGGCCCGGTGAAATACGTGCTGTCCGGCTCC 1554 

                ** *********** ***** *********** ********** *** ************ 

 

A53             GGCCATATTGCCGGCGTGGTCAACCCGCCGGCCGCCGGCAAGTATCAATATTGGACCCGC 1611 

BisB18          GGCCACATCGCCGGCGTGATCAACCCGCCGGCCGCGGGCAAGTATCAATATTGGACCAAC 1614 

TIE-1           GGCCACATCGCCGGCGTGATCAATCCGCCGGTGGCGAACAAGTACCTATTCTGGACCAAC 1614 

CGA009          GGTCACATCGCCGGCGTGATCAATCCGCCGGCGGCGAACAAGTACCAATTCTGGACCAAC 1614 

HaA2            GGCCACATCGCCGGCGTGATCAATCCGCCGGCGGCGAACAAATATCAGTACTGGACCAGC 1614 

                ** ** ** ********* **** *******  **   *** ** *  *  ******  * 

 

A53             GACAGCATCGCGGCTGACAATCTCGAACAATGGCTGCAGGGGGCCGAGGAAAATCCGGGG 1671 

BisB18          GAGGCCAGCACGGCGTCGACCGTCGCCGAATGGATCAAGGGCGCGCAGGAGCACAAGGGC 1674 

TIE-1           CCCGACATCTTCGCCGGCTCGGTCGCCAATTGGCTGAACGGCGCCGAAGAGCACAAGGGG 1674 

CGA009          CCCGACATCTTCGCCGGCTCGGTCGCCAATTGGCTGAACGGTGCCGAAGAGCACAAGGGG 1674 

HaA2            GAGACCATCCGCGCCGGCTCGGTCGCCGAATGGCTGAAGGGCGCGCAGGAGCACAAGGGT 1674 

                     ** *   **        ***   * *** *  * ** **  * **  *   ***  

 

A53             TCGTGGTGGCCGGACTGGCGGGCCTGGATCGAAAGCCACGACGCCGAGCAGGTCGCGGCC 1731 

BisB18          TCGTGGTGGCCGGACTGGCGGCAATGGCTGACCGGCATCGACCCCGAAGAAGTCCCGGCG 1734 

TIE-1           TCGTGGTGGCCGGATTGGCGCGCTTGGATCGGCCAGTTCGACGACGAACAGGTTCCCGCC 1734 

CGA009          TCGTGGTGGCCGGATTGGCGCGCTTGGATCGGCCAGTTCGACGACGAACAAGTTCCCGCC 1734 

HaA2            TCGTGGTGGCCGGACTGGCGCGAATGGGTCGGCAGTTTCGATCCCGAACAGGTCCCTGCC 1734 

                ************** *****    *** *         ***   ***  * **  * **  

 

A53             CGCAACGTCGGCAGCGAGGCGATGCCGCCGATCGAGGATGCGCCCGGCAGCTATGTGCGA 1791 

BisB18          CGCAGCGTCGGCACCGAGGCCCTGCCGCCGCTCGAGGATGCGCCGGGCAGCTACGTCCGG 1794 

TIE-1           CGCGCCATCGGCAACGAAGCCTACCCGCCGCTGGAAGATGCGCCGGGCAGCTACGTCAAA 1794 

CGA009          CGCGCCATCGGCAACGAAGCCTACCCGCCGCTGGAAGATGCGCCGGGCAGCTACGTTAAA 1794 

HaA2            CGCGGCATCGGCAACGAGACCTATCAGCCGATCGAGGACGCCCCCGGCAGCTACGTCCGG 1794 

                ***  * ****** ***  *    * **** * ** ** ** ** ******** **     

 

A53             GTCCGCGCCTGA 1803 

BisB18          GTGCGGGCCTGA 1806 

TIE-1           GTGCGATCCTGA 1806 

CGA009          GTGCGATCCTGA 1806 

HaA2            GTGCGATCCTGA 1806 

                ** **  ***** 

               

 
จากข้อมลูเบือ้งต้น น ามาออกแบบ primer ผลท่ีได้แสดงดงัตารางข้างลา่ง 
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Table 1 primer design of phaC gene 
 

Primer 
Name 

Primer Sequence Tm 
(°C) 

Length 
(bases) 

Product  
Region 

Product Length 
(bases) 

Forward GGCAAGGTGATCTTCCAGAACG 51.6 22 766 -1304 538 
Reverse CGCAGCATGTTGAASGCCATCG 53.4 22 

 
 
การคัดเลือกสภาวะที่ เหมาะสมในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ phaC gene จาก 
Rhodopseudomonas palustris CH72 
 

สภาวะท่ีเหมาะสมในการท า PCR มีการทดลองใช้อุณหภูมิของ PCR Condition : Steps 
Temperature Time โดยปรับเปล่ียนอณุหภูมิท่ีขัน้ตอนของ annealing ได้แก่ 50, 52.5, 55, 60 oC ในช่วง
เวลา 30 วินาที พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 52.5oC ในช่วงเวลา 30 นาที เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิ
นอกเหนือจากนี ้จะไมพ่บแถบดีเอนเอภายหลงัการท าอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 
 
   Initial denaturing  95.0  o C   5   min 

              Denaturing    95.0  o C        2   min ………. 
   Annealing       52.5  o C          30 sec            35X 

   Extension    72.0  o C     2   min ……….. 
   Cool and hold    72.0  o C     10   min 

         8.0  o C            
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การวิเคราะห์ phaC gene ที่เพิ่มจ านวน (PCR product) ด้วย Electrophoresis เทียบกับ marker (1 
kb ladder) 
 
 ชิน้สว่นของ PCR product ท่ีได้ มี 2 ชิน้ ปรากฏบน agarose gel กลา่วคือได้ชิน้ส่วนขนาด 538 bp
และขนาดท่ีต ่ากวา่ 538 bp (Fig. 2) 
 

8000 bp

3000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp 538 bp

 
Fig. 2 phaC gene amplified by PCR 
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การท าบริสุทธ์ิ PCR product 
 ภายหลงัการท า agarose gel electrophoresis พบวา่ชิน้สว่นท่ีแยกได้และภายหลงัการท าให้
บริสทุธ์ิมีขนาด 538 bp  โดยไมมี่ชิน้สว่นอ่ืนปนเปือ้น ดงัรูปข้างลา่ง (Fig. 3) 
 
 
 

 

8000 bp

3000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp 538 bp

 
Fig. 3 amplified phaC gene after purification by PureLinkTM Quick Gel Extration Kit (Invitrogen) 

 
 
การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
 พบวา่ไมส่ามารถอา่นนิวคลีโอไทด์แตล่ะตวัได้ชดัเจน แตไ่มแ่นใ่จวา่เกิดจากความผิดพลาดของการ
ทดลองหรือไม ่จงึได้ท าการทดลองตอ่ เพ่ือจะตดัชิน้สว่นภายหลงัการ ligation และ transformation มา
ทดลองซ า้ในขัน้ตอนนี ้

 
การสกัด recombinant pGEM T-easy vector จาก E. coli JM109 ภายหลังการท า ligation และ
transformation 
 ภายหลงัจากการท า ligation และ transformation ได้ท าการ pick colony ท่ีเป็นสีขาวทัง้ขนาดเล็ก 
และขนาดใหญ่หลายโคโลนีท่ีเจริญ มาแยกเลีย้งเพื่อสกดั recombinant pGEM T-easy vector จาก E. coli 
JM109 พบวา่ ไมป่รากฏความแตกตา่งของชิน้สว่นของ vectors ทัง้หมดดงักล่าว  
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากการทดลองการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดั PHA synthase ออกจากเซลล์และการ
วิเคราะห์ PHA synthase ท าให้ทราบคา่กิจกรรมของ PHA synthase ใน Rhodopseudomonas palustris 
CH72 ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีใช้ในการทดลองท่ีสามารถผลิตเม็ดแกรนลูขึน้ภายในเซลล์ได้ พบว่าสภาวะท่ี
เหมาะสมในการสกดัเอนไซม์ PHA synthase จากเซลล์ คือการท าให้เซลล์แตกด้วย sonicator โดยใช้
ชว่งเวลา 5 นาที โดยให้หยดุทกุๆ 15 วินาที เป็นเวลา 5 วินาที หลงัจากนัน้จงึน าเซลล์แตกเหลา่นีไ้ปป่ันเหว่ียง
ความเร็วรอบ 10,000 rpm 4oC เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายสว่นใสท่ี 4oC เพ่ือหาคา่กิจกรรมสารละลาย
เอนไซม์ท่ีสกดัได้ มีคา่กิจกรรมภายหลงัการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร ได้เทา่กบั 
0.111 หรือ 24.57 unit/ml เม่ือเทียบกบักราฟมาตรฐาน ซึง่ชว่งเวลาท่ีน้อยกวา่ 5 นาทีอาจไมเ่พียงพอท่ีจะท า
ให้เซลล์แตกและขบัเอนไซม์ออกมา และท่ีชว่งเวลามากกวา่ 5 นาที อาจมีผลไปยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
นอกจากนีย้งัท าการเพิ่มจ านวน PHA synthase gene ด้วยวิธี PCR โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะกบั PHA synthase gene โดยท าการเลือกบริเวณท่ี conserve  จาก PHA synthase gene 
(class I) ในแบคทีเรียกลุม่ Rhodopseudomonas palustris ท่ีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกนั เม่ือท าการเพิ่มปริมาณ
ยีนดงักลา่วโดยการใช้ chromosomal DNA ของ Rhodopseudomonas palustris CH72 เป็น template 
พบวา่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบสามารถจบักบั chromosomal DNA ได้โดยมีขนาดประมาณ 538 bp ซึง่มีขนาด
ตรงกบั PCR product ของไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ แตอ่ยา่งไรก็ตาม การหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
ตลอดจนการท า ligation และ transformation ยงัไมส่ามารถได้ E. coli JM109 ท่ีมี PHA synthase gene 
ดงักลา่ว 
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