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บทคัดย่อ 
  

การผลิตโปรตีนจากยูแคริโอตโดยใช้แบคทีเรียเป็นเซลล์เจ้าบ้านนั้น  เป็นเทคโนโลยี
ทางด้านอณูชีววิทยาที่มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง โปรตีนฮีมเป็นหนึ่งในโปรตีนจากยูแคริโอตที่น่าสนใจ
เนื่องจากมีการค้นพบว่าโปรตีนฮีมเป็นโมเลกุลสำคัญที่ให้รสและกลิ่นของเนื้อสัตว์ จึงเป็นสาเหตุที่ทำ
ให้ผู้ผลิตเนื้อจากพืชนำโปรตีนชนิดนี้ คือ เลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) มาใช้เป็นส่วนประกอบ
ของอาหาร ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะศึกษาการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์เจ้าบ้านต่าง
สายพันธุ์ (heterologous protein expression) โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อผลิต Escherichia coli สาย
พันธุ์ที่มียีน LBA และ Mb ที่สร้างโปรตีนเลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) และไมโอโกลบิน 
(myoglobin) ตามลำดับ ตลอดจนทดสอบการแสดงออกของยีนและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
โปรตีนฮีมดังกล่าว จากการดำเนินงานวิจัย พบว่าสามารถนำส่งยีน LBA ที่ออกแบบลำดับนิวคลีโอ
ไทด์จากถั่วเหลือง และยีน Mb ที่ออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์จากวัว เข้าสู่ E. coli ได้สำเร็จ และยีน
ดังกล่าวสามารถนำไปสู่การผลิตโปรตีนเลกฮีโมโกลบิน  (leghemoglobin) และไมโอโกลบิน 
(myoglobin) ไ ด้  โ ด ย ป ร ะ เมิ น จ า ก  sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) โดย E. coli สายพันธุ์ที่ผลิตโปรตีนเลกฮีโมโกลบินเจริญได้ดีเทียบเท่า
สายพันธุ์ดั้งเดิม (wild type) ซึ่งมี doubling time ประมาณ 35 นาที ในขณะที่ E. coli สายพันธุ์ที่
ผลิตไมโอโกลบินเจริญได้ช้าลง (doubling time ประมาณ 67 นาที) จากการประเมินปัจจัยที่อาจ
ส่งผลต่อการผลิตโปรตีนฮีม ได้แก ่ความเข้มข้นของสารเหนี่ยวนำ (0.1-1 mM lactose) ระยะเวลาใน
การเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน  (4-24 ชั่วโมง) และอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ (23-37 องศา
เซลเซียส) ด้วยการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken ไม่พบปัจจัยที่กระทบต่อการผลิตโปรตีน
ฮีมในช่วงที่ทดสอบอย่างมีนัยสำคัญ พบเพียงผลกระทบที่ส่งผลต่อปริมาณโปรตีนฮีมทางอ้อม  คือ 
ปริมาณการผลิตโปรตีนรวมและจำนวนเชื้อที่มีชีวิตที่เพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ  จาก
งานวิจัยนี้ทำให้ได้สายพันธุ์ E. coli ที่สามารถผลิตโปรตีนฮีม 2 สายพันธุ์ในสภาวะที่มีสารเหนี่ยวนำ
แลกโทสอย่างน้อย 0.1 mM เหนี่ยวนำเป็นเวลาอย่างน้อย 4 ชั่วโมง โดยสามารถผลิตโปรตีนฮีมได้ที่
อุณหภูมิห้อง สามารถนำองค์ความรู้และกระบวนการทดลองดังกล่าวไปต่อยอดสำหรับการผลิต

 



 ง 

โปรตีนฮีมและโปรตีนอื่น ๆ ในแบคทีเรียได้ในอนาคต 

 
คำสำคัญ : โปรตีนฮีม, เลกฮีโมโกลบิน, ไมโอโกลบิน, การแสดงออกของยีน, การผลิตโปรตีนในเซลล์
เจ้าบ้านต่างสายพันธุ์ 

 

 

 



 จ 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

Title HETEROLOGOUS EXPRESSION OF 
HEMEPROTEINS USING BACTERIAL HOSTS 

Author Miss Warathip  Chuankid 
Degree Master of Science in Biotechnology 
Advisory Committee Chairperson Dr. Tippapha  Pisithkul  

  

ABSTRACT 
  

The production of eukaryotic proteins using bacteria as host cells 
represents a continuously evolving field in biotechnology. Hemoproteins are of 
particular interest due to their role in providing the taste and aroma of meat. This is 
a motivating factor for plant-based meat producers to employ such proteins, such as 
leghemoglobin (LBA), in food products. In this research endeavor, our aim was to 
investigate the heterologous expression of hemoproteins in bacterial host cells. 
Specifically, we sought to produce leghemoglobin (LBA) and myoglobin (Mb) using 
Escherichia coli strains carrying the LBA and Mb genes, respectively. Additionally, we 
aimed to optimize gene expression and conditions suitable for the production of 
these hemoproteins.This research revealed successful introduction and expression of 
the LBA gene designed with a nucleotide sequence from soybean (Glycine max) and 
the Mb gene designed with a nucleotide sequence from cattle (Bos taurus) into E. 
coli. Evaluation by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) indicated robust hemoprotien production by the modified E. coli strains. The 
leghemoglobin-producing strain grew comparably to the wild-type strain with a 
doubling time of approximately 35 minutes. In contrast, the myoglobin-producing E. 
coli strain exhibited a slower doubling time of approximately 67 minutes. Factors 
influencing hemoglobin production, including lactose concentration (0.1-1 mM 
lactose), induction time (4-24 hours), and cultivation temperature (23-37 degrees 
Celsius), were assessed using a Box-Behnken experimental design. Notably, none of 
these factors significantly impacted hemoglobin production within the tested ranges, 
except for the overall protein yield and cell viability, which increased with prolonged 
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incubation time. In summary, this research has yielded E. coli strains capable of 
producing two hemoprotein variants under environmentally amenable conditions, 
with a minimum of 0.1 mM lactose induction for at least 4 hours at room 
temperature. The knowledge and experimental processes obtained from this study 
can be further developed for the production of hemoproteins and other proteins in 
bacteria in the future. 

 
Keywords : heme proteins, leghemoglobin, myoglobin, gene expression, 

heterologous protein expression 
 

 

 



 ช 

กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.กฤษฎา อุ่นบ้าน ที่ให้ความกรุณาเป็นประธานสอบ วิทยานิพนธ์ 
ให้ข้อเสนอแนะเพ่ิมเติมสาหรับการแก้ไขและปรับปรุงวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบูรณ์มากขึ้น 
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ช่วยเหลือ ให้คำแนะนำ และอำนวยความสะดวกในส่วนของเครื่องมือ  อุปกรณ์ต่าง ๆ ที่ต้องใช้ใน
งานวิจัย ขอขอบคุณแหล่งทุน “ทุนศิษย์ก้นกุฏิ” จากฝ่ายบัณฑิตศึกษา สำนักบริหารและพัฒนาวิชาการ 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ และทุนโครงการทุนบัณฑิตศึกษาด้านการเกษตรและอุตสาหกรรม  จากสำนักงาน
พัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน) ปีงบประมาณ 2565 ผู้สนับสนุนหลักในการทำวิจัยครั้งนี ้

ขอขอบคุณนายกุลชร ชวนคิด บิดาของข้าพเจ้าที่ทำงานหนักเพื่อส่งเสียข้าพเจ้า  และ
ขอขอบคุณนางสมจิตร์ชวนคิด  ที่คอยให้กำลังใจและห่วงใยข้าพเจ้าในวันที่ เหน็ดเหนื่อย  และ
ขอขอบคุณชนัญชิดา ทาเจริญ เพื่อนร่วมงาน และน้องๆ ในห้องปฏิบัติการ ที่คอยร่วมทุกข์ร่วมสุข  ให้
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ข้าพเจ้ารู้สึกซาบซึ้งอย่างสูง และหวังเป็นอย่างยิ่งว่าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จะมีประโยชน์ต่อผู้ที่
สนใจและสถาบันอยู่ไม่น้อย ข้าพเจ้าจึงขอมอบความดีความชอบทั้งหมดนี้ให้แก่ อาจารย์ที่ปรึกษาที่
เคารพรัก เหล่าคณาจารย์ผู้ร่วมงานในห้องปฏิบัติการและผู้มีความเกี่ยวข้องทุกท่าน ข้าพเจ้ามีความยินดี
เป็นอย่างยิ่งที่จะรับฟังคำแนะนำจากที่ท่านที่ได้เข้ามาศึกษา เพื่อนำคำแนะนำของท่านไปพัฒนางานวิจัย
ต่อไป ข้าพเจ้าขอขอบคุณไว ้ณ ที่นี้ 
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บทที่ 1  
บทนำ 

ปัจจุบันแนวโน้มของอุตสาหกรรมของอาหารจากพืชและเนื้อปรุงแต่งจากพืช (plant-based 
food) มีแนวโน้มขยายตัวแบบก้าวกระโดดจากหลายปัจจัย ทั้งเหตุผลทางด้านสุขภาพ และการ
ตระหนักถึงปัญหาทางสิ่งแวดล้อม ในด้านสุขภาพนั้น อาหารมังสวิรัติ (vegetarian food) ได้ช่ือว่าให้
คุณค่าทางอาหาร กากใย (fiber) โดยที่มีปริมาณของไขมันและคอเลสเตอรอลต่ำเมื่อเทียบกับการ
บริโภคเนื้อสัตว์ นอกจากนี้ยังลดปัญหาการเกิดผลิตกรดยูริก (uric acid) ที่เกิดจากการย่อยเพียวรีน 
(purine) ในอาหาร และกำจัดกรดยูริกในกระแสเลือดไม่ทันจึงเกิดภาวะ hyperuricemia ที่นำไปสู่
การสะสมผลึกยูริกที่ก่อให้เกิดอาการของโรคเก๊าท์ (gout) นั่นเอง อาหารที่มีเพียวรีนในปริมาณสูง 
ยกตัวอย่างเช่น เนื้อสัตว์ (เช่น เนื้อวัว ไก่ แกะ หมู กุ้ง ซาร์ดีน เป็นต้น การรับประทานอาหารจากพืช
จึงเป็นทางเลือกสุขภาพที่น่าสนใจ 

ในเชิงสิ่งแวดล้อม มีงานวิจัยและข้อมูลการสำรวจประชากรโลกจำนวนไม่น้อยที่สนับสนุนว่า
อุตสาหกรรมปศุสัตว์นั้นส่งผลกระทบเชิงลบต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่าการเกษตรที่เน้นการผลิตพืช 
(Reijnders และSoret, 2003) กล่าวคือ การทำปศุสัตว์นั้น ไม่ยั่งยื่น (unsustainable) และด้วยอัตรา
การเพ่ิมขึ้นของจำนวนประชากรโลกนั้น ภายในปีค.ศ. 2050 ที่คาดว่าขนาดประชากรโลกจะพุ่งสูงกว่า 
9 พันล้านคน มนุษย์จะต้องมีทางเลือกของอาหารมากกว่าการบริโภคเนื้อสัตว์ที่มาจากปศุสัตว์ 
เนื่องจากพื้นที่การทำฟาร์มสัตว์บนโลกนั้นจะไม่เพียงพอต่อความต้องการในการผลิตสัตว์เพื่อการ
บริโภค (ข้อมูลจาก https://feeding9billion.com) อาหารทางเลือกจึงเป็นประเด็นสำคัญที่ต้องการ
การวิจัยและพัฒนา หนึ่งในนั้นคือเนื้อจากพืชที่กำลังได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางจากตลาดทั่วโลก 
ตัวอย่างความสำเร็จทางธุรกิจโดยบริษัทอย่างเช่น Modern Meat Inc. จากประเทศแคนาดาที่
ปัจจุบันได้เริ่มมีการขยายตลาดมาถึงประเทศออสเตรเลีย และบริษัท Impossible Foods Inc. ที่มี
ส่วนแบ่งในตลาดอุตสาหกรรมเนื้อมากถึง 5% ในกลุ่มอุตสาหกรรมเหล่านี้  

บริษัท Impossible Foods Inc. โด่งดังจากการค้นพบว่าฮีม (heme) เป็นโมเลกุลสำคัญที่ให้
รส กลิ่น และความรู้สึกของการได้บริโภคเนื้อ ทางหน่วยวิจัยของ Impossible Foods Inc. ได้ใช้
โปรตีน leghemoglobin จากปมรากถั่วมาแสดงออกในยีสต์ Pichia pastoris โดยโปรตีนที่
สังเคราะห์ออกมาได้นั้นได้มีการทดสอบว่าไม่ก่อให้เกิดการแพ้ในมนุษย์อีกด้วย (Jin  และคณะ, 2018) 
เป็นหลักฐานที่แสดงให้เห็นถึงการนำจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในการผลิตส่วนประกอบของอาหาร 
งานวิจัยและการพัฒนาดังกล่าวเป็นอีกก้าวสำคัญสำหรับการพัฒนาการผลิต “เนื้อ” จากพืช  
โดยเฉพาะสำหรับกลุ่มผู้บริโภคที่ยังติดรสชาติและกลิ่นเฉพาะของการบริโภคเนื้อสัตว์ 
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ในการผลิตโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตอื่น (heterologous protein expression) นั้น นอกจาก
ยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae และ Pichia pastoris แล้ว สามารถใช้แบคทีเรียเป็น
โรงงานผลิตโปรตีนได้เช่นกัน ระบบแบคทีเรียเจ้าบ้านที่ใช้กันทั่วไป ได้แก่ Escherichia coli และ
Bacillus sp. ที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ง่าย มีการเจริญอย่างรวดเร็ว และมีเทคนิคการทำพันธุวิศวกรรม
ที่หลากหลาย ยกตัวอย่างเช่นการนำ E. coli มาใช้ผลิตอินซูลินเพื่อใช้เป็นยารักษาโรคเบาหวาน 
(Goeddel  และคณะ, 1979) หรือใช้ผลิตอินเทอร์เฟียรอนแอลฟ่า และอินเทอร์เฟียรอนแกมมา เป็น
ต้น (Choi  และคณะ, 2006)  โดย E. coli และเวกเตอร์ในการแสดงออกที่สามารถใช้กับ E. coli ได้
นั้น มีหลากหลายชนิดที่อยู่ในรายการของการใช้จุลินทรีย์ในระดับอุตสาหกรรม (Good Industrial 
Large Scale Practice (GILSP)) (National Science and Technology Development Agency 
(NSTDA), 2015) ซึ่งในปัจจุบันเกิดเป็นแพลตฟอร์มให้บริการผลิต (production service platform) 
โดยสำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) และภาคเอกชน ซึ่งทาง
ห้องปฏิบัติการก็มีความสนใจที่จะพัฒนากระบวนการการผลิตโปรตีนโดยใช้จุลินทรีย์เป็นเซลล์เจ้าบ้าน
เช่นกัน โดยเลือกโปรตีนฮีมเป็นจากพืช ได้แก่ เลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) และโปรตีนฮีมจาก
สัตว์ ได้แก่ ไมโอโกลบิน (myoglobin) เป็นโปรตีนต้นแบบ และประเมินว่าการแสดงออกของโปรตีน
ฮีมโดยใช้แบคทีเรียมาเป็นเซลล์เจ้าบ้านมีความเป็นไปได้สูง เมื่อสร้างแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ผลิตโปรตีน
ฮีมสำเร็จแล้ว การนำเชื้อไปทดสอบทางกายภาพและชีวภาพ ตลอดจนหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตโปรตีน เป็นประเด็นสำคัญที่จะนำไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมเนื้อจากพืช (plant-based meat) 
และการพัฒนาแพลตฟอร์มการผลิตโปรตีน เอนไซม์ ตลอดจนงานทางชีววิทยาสังเคราะห์อื่น ๆ ต่อไป 
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วัตถุประสงค ์

1. เพื่ อ ออกแบบ ลำดับนิ วคลี โอ ไทด์ และนำส่ งยี น  LBA (leghemoglobin) และ Mb 
(myoglobin) เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli  

2. เพื่อทดสอบการผลิตโปรตีนจากยูคาริโอตได้แก่ leghemoglobin และ myoglobin ใน 
Escherichia coli 

3. เพื่ อหาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตโปรตีน  leghemoglobin และ myoglobin ใน 
Escherichia coli 
 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ไดแ้บคทีเรียสายพันธ์ุที่สามารถผลิตโปรตีนฮีมที่แตกต่างกันอย่างน้อย 2 สายพันธ์ุ (strains) 

2. ไดก้ระบวนการผลิตโปรตีนจากยูคาริโอตในเซลล์แบคทีเรยี 

3. ได้สภาวะที่เหมาะสมสำหรับผลิตโปรตีน   
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 

1. อาหารจากพชื 
อาหารจากพืช (plant-based food) คือ อาหารที่องค์ประกอบหลักเป็น พืช ผลไม้ ผัก 

และธัญพืช โดยไม่มีส่วนประกอบจากเนื้อสัตว์ หรือผลิตภัณฑ์จากสัตว์เลย โดยอาจจะมีการปรุง

แต่งสีธรรมชาติจากพืช และใช้ส่วนที่เป็นน้ำมันจากพืชในการเพิ่มความฉ่ำของเนื้อสัมผัสใน

ผลิตภัณฑ์ เช่นน้ำมันปาล์ม น้ำมันมะพร้าวเป็นต้น (Ostfeld, 2017) 

ในปัจจุบันนั้น อาหารจากพืชและเนื้อจากพืชได้รับความนิยมจากผู้บริโภคมากขึ้นและมี

การเจริญเติบโตทางการตลาดอย่างก้าวกระโดด โดยสามารถสังเกตได้จากผลิตภัณฑ์ของหลาย ๆ 

บริษัทที่ได้ผลิตออกมาแข่งขันกันอย่างมากมาย ซึ่งในประเทศไทยนั้น มีผลิตภัณฑ์เนื้อจากพืชใน

ท้องตลาด ยกตัวอย่างเช่น ผลิตภัณฑ์ Meat ZERO จากบริษัท Charoen Pokphand Foods 

(CPF) ผลิตภัณฑ์หมูกรอบจำแลง และหมูบดจำแลง จากบริษัท food AVATAR ที่มุ่งมั่นที่จะผลิต

อาหารจากพืชให้มีรสชาติจัดจ้าน ถูกปากคนไทย ผลิตภัณฑ์ Omn! Meat™ Mince ของบริษัท 

OmniFoods จากประเทศฮ่องกง บริษัท Beyond Meat บริษัทที่ผลิตเนื้อทดแทนจากเนื้อสัตว์ที่

มีส่วนผสมจากโปรตีนจากถั่ว น้ำมันมะพร้าวและผสมน้ำบีทรูทเพื่อให้มีสี รูปลักษณ์ และรสชาติ

ใกล้เคียงกับเนื้อ ในขณะที่คู่แข่งอย่างบริษัท Impossible Foods Inc. ซึ่งเป็นบริษัทที่มุ่งเน้นใน

การพัฒนาผลิตภัณฑ์ทดแทนจากพืช เพื่อทำให้เนื้อจากพืชให้มีรสชาติ รสสัมผัส ให้ใกล้เคียง

เหมือนกับเนื้อมากที่สุดและยังคงคุณค่าทางโภชนาการแก่ผู้บริโภคมากที่สุด อีกทั้งยังโด่งดังจาก

การค้นพบโมเลกุลที่เป็นตัวแทนของความหอมอร่อยของเน้ือ ที่เรียกว่า “ฮีม”  

ผลิตภัณฑ์เนื้อจากพืช (plant-based meat) นั้นมีความแตกต่างกับเนื้อเพาะเลี้ยง 

(culture-based) โดยเนื้อจากพืชคือการนำพืชและส่วนผสมต่าง ๆ มารวมเป็นองค์ประกอบ อาจ

มีการเสริมรสชาติ เนื้อสัมผัสให้ใกล้เคียงกับเนื้อโดยไม่มีส่วนผสมจากเนื้อสัตว์หรือผลิตภัณฑ์จาก

สัตว์ แต่ culture-based meat คือการนำเซลล์สัตว์มาเลี้ยงให้กลายเป็นกลุ่มเนื้อเยื่อ  หา 

scaffold ให้ยึดเกาะเพื่อโครงสร้างและเนื้อสัมผัสที่เหมือนชิ้นเนื้อ โดยไม่ต้องเลี้ยงและฆ่าตัวสัตว์ 

(https://edu.gcfglobal.org/en/thenow/what-is-labgrown-meat/1/) 

อย่างไรก็ตาม ผลิตภัณฑ์อาหารจากพืชนั้น ยังมีขีดจำกัด โดยเฉพาะกลิ่นและรสชาติที่ยัง

ไม่สามารถทดแทนความรู้สึกของผู้ที่บริโภคเคยบริโภคเนื้อได้ ในด้านของเนื้อสัมผัสที่ยังขาดความ



 5 

ชุ่มฉ่ำซึ่งมักจะได้จากการส่วนที่เป็นของไขมันของเนื้อสัตว์ และสีสันของอาหารที่ยังอาจจะต้อง

อาศัยสีสังเคราะห์หรือสีธรรมชาติที่นำมาปรุงแต่งเพื่อให้มีความน่ารับประทานมากขึ้น อีกทั้ง

คุณค่าทางอาหาร เช่น โปรตีน วิตามินบี 12 และธาตุเหล็กในรูปของฮีม ก็ยังเป็นรองกลุ่ม

ผลิตภัณฑ์จากสัตว์อยู่ ดังนั้นการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อปรุงแต่งพืชให้มีรสชาติใกล้เคียงกับเนื้อ

เพื่อให้ได้รสชาติที่สมบูรณ์แบบสำหรับผู้ไม่ต้องการบริโภคเนื้อจึงเป็นประเด็นที่น่าสนใจ 

2. ฮีม (Heme) 
ฮีม (ภาพที่ 1) เป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชันที่มีธาตุเหล็กโมเลกุลกลาง มีอยู่ในเซลล์

ของสิ่งมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจนในการดำรงชีวิต เป็นองค์ประกอบสำคัญในโปรตีนที่จำเป็นต่อการ

ดำรงชีวิตของสิ่งมีชีวิตที่ใช้ออกซิเจนในการหายใจ ยกตัวอย่างเช่น ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) 

และไมโอโกลบิน (myoglobin) โดยทั้งสองโมเลกุลนี้มีบทบาทสำคัญในสิ่งมีชีวิต (Ponka, 1999) 

ปกติแล้วนั้น โมเลกุลของฮีมจะพบในน้ำเลือดของสัตว์ (Kongkachuichai  และคณะ, 

2002) แต่ในพืชนั้น ก็มีสารประกอบชนิดนี้เช่นกัน ทำหน้าที่คล้ายกับโมเลกุลของฮีมในสัตว์ โดย

สารประกอบดังกล่าวน้ีมีชื่อว่า เลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) ซึ่งมาจากชื่อของพืชตระกูลถั่ว 

(legumes) รวมกับชื่อโมเลกุล hemoglobin โดยเลกฮีโมโกลบินนั้นทำหน้าที่ลำเลียงออกซิเจน

ไปยังแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายในปมรากของพืชตระกูลถั่ว (Appleby, 1984) 

  

ภาพที่ 1:  โครงสร้างและการสังเคราะห์ของฮีมของวัว (Bos taurus) 
ที่มา: (Wyman Jr, 1948) 

  



 6 

3. โปรตีนฮีม (Heme protein) 
ฮีมโปรตีน (heme protein ) หรือ ฮีโมโปรตีน (hemoproteins) ประกอบด้วย

องค์ประกอบสองส่วน คือ โปรตีนเชิงซ้อนที่จับคู่กับโมเลกุลของฮีมที่จับอยู่กับธาตุเหล็ก และส่วน

ที่เป็นโปรตีนโครงสร้าง (scaffold) ทั้งหมดนี้บรรจุอยู่ในเซลล์เม็ดเลือดแดง เป็นส่วนประกอบที่

สำคัญที่สุดของเม็ดเลือดแดง เรียกว่าฮีโมโกลบิน (hemoglobin) ซึ่งมีหน้าที่ในการลำเลียง

ออกซิ เจน ไปสู่ ยั ง เนื้ อ เยื่ อต่ าง  ๆ  ของร่างกาย และอี กทั้ งยั งท ำหน้ าที่ รับและขนส่ ง

คาร์บอนไดออกไซด์ออกมากำจัดทิ้งอีกด้วย สีแดงของเลือดของมนุษย์และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ำนม

นั้นมาจากโมเลกุลของฮีมนั้นเอง โดยฮีมนั้นสามารถพบได้ในหลายโมเลกุล ยกตัวอย่างเช่น 

hemoglobin และ myoglobin ที่มีส่วนประกอบของฮีมโปรตีนอยู่ด้วย  

Carlsson และคณะ (2020) ได้ทำวิจัยการแสดงออกโปรตีนไมโอโกลบิน (myoglobin) 

ในใบยาสูบโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium spp.) เป็นตัวกลางในการส่งถ่ายสาร

พันธุกรรม พบว่ามีการรวมตัวของโมเลกุลฮีมเข้ากับโปรตีนที่ผลิต อีกทั้งโปรตีนที่ได้ยังมีคุณสมบัติ

ในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพเช่นเดียวกับโปรตีนฮีมต้นแบบอีกด้วย และตัวอย่างโมเลกุลอื่น ๆ ที่มี

ฮีมเป็นองค์ประกอบ เช่น cytochromes ที่ทำหน้าที่ในการขนส่งอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย 

(mitochondria) เฟอริติน (ferritin) และฮีโมไซเดอริน (hemosiderin) ที่เป็นโปรตีนทำหน้าที่

เป็นตัวยึดเก็บธาตุเหล็กไว้ในเม็ดเลือดแดง และแลกโตเฟอริน (lactoferrin) ไกลโคโปรตีนที่มี

หน้าที่ในการยึดจับกับธาตุเหล็ก เป็นต้น (Kontoghiorghe  และคณะ, 2015)  

ในปัจจุบันมีการสังเคราะห์ฮีม และโปรตีนฮีมอย่างหลากหลายในเซลล์เจ้าบ้านหลายสาย

พันธุ์ด้วยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ และมีแนวโน้มที่มีการนำไปใช้ในการปรุงอาหาร ด้าน

การแพทย์และดูแลสุขภาพ เพื่อทดแทนการบริโภคเนื้อสัตว์เพื่อให้ได้ฮีม ซึ่งการสกัดฮีมจากเลือด

สัตว์สัตว์หรือแยกออกจากเซลล์พืชนั้น เป็นสิ่งที่ซับซ้อนและใช้ทรัพยากรมาก ดังนั้น ในการผลิต

โปรตีนโดยใช้แบคทีเรียจึงเป็นวิธีการที่เป็นไปได้ในการผลิตฮีมสำหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Ko  

และคณะ, 2021) 

3.1. ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) 
โกลบิน เป็นส่วนโปรตีนของฮีโมโกลบิน (hemoglobin; Hb) ที่มีหน้าที่ขนส่ง CO2 

ในขณะที่ส่วนฮีมช่วยขนส่งออกซิเจน (O2) โกลบินประกอบด้วยพอลิเพปไทด์ 4 สาย แต่ละสาย

จะขดเป็นกระเปาะ ภายในมีฮีมเกาะอยู่ การสังเคราะห์ของฮีโมโกลบินนั้น เกิดขึ้นภายในเม็ด
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เลือดแดง การสังเคราะห์แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ การสังเคราะห์ฮีม เกิดขึ้นในไมโตคอนเดรีย และ

การสังเคราะห์โกลบินเกิดขึ้นที่ไรโบโซม (ribosomal protein synthesis) โดยเริ่มต้นจากการ

สังเคราะห์วงแหวน protoporphyrin เมื่อรวมกับโมเลกุลเหล็ก จะได้เป็น ฮีม จากนั้นจึงรวมกับ

โกลบิน ที่ประกอบด้วยสายแอลฟา และสายเบตาอย่างละ 2 สาย ได้เป็นโมเลกุล Hb ที่เป็น

โปรตีนสำคัญของเม็ดเลือดแดง 

ในปีคศ. 2023 Wang และคณะผู้วิจัยทำการศึกษาการผลิตฮีโมโกลบินจากพืช โดยใช้

เซลล์เจ้าบ้าน คือ Corynebacterium glutamicum ที่ปราศจากการผลิตเอนโดท็อกซินและเป็น

แบคทีเรียในกลุ่ม generally recognized as safe (GRAS) โดยผู้วิจัยได้ทำการแสดงออก

ฮีโมโกลบินในปริมาณมาก และวิเคราะห์ผลการแสดงออกปริมาณมากต่อการเจริญเติบโตของ

เซลล์พบว่า มีการผลิตฮีโมโกลบินได้มากถึง 20% เมื่อเทียบกับโปรตีนทั้งหมด และมีการหลีกเลี่ยง

การใช้สารเหนี่ยวนำที่ เป็นอาจพิษอย่าง isopropyl-β-thiogalactopyranoside โดยใช้

สารประกอบ เช่น propionate และ glutamate เป็นสารเหนี่ยวนำทดอทน อีกทั้งยังพบว่าการ

ผลิตโปรตีนดังกล่าวไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของเชื้อเมื่อเปรียบเทียบกับกับเซลล์ต้นแบบ 

(wildtype) (Wang  และคณะ, 2023) 

3.2. ไมโอโกลบิน (Myoglobin) 
ไมโอโกลบิน (ภาพที่ 2) เป็นโปรตีนที่จับอยู่กับธาตุเหล็ก ที่พบในธรรมชาติ ทำหน้าเป็น

รงควัตถุสีชมพูแดง และทำหน้าที่ในการขนส่งและลำเลียงออกซิเจนไปยังไมโตคอนเดรีย ที่พบ

มากในกล้ามเนื้อสัตว์ที่เลี้ยงลูกด้วยน้ำนม (mammals) และปลาบางชนิด ไมโอโกลบินมีปริมาณ

มากในบริเวณที่เป็นเนื้อแดง โดยสีของไมโอโกลบินนั้นสามารถเปลี่ยนแปลงได้เมื่อสัมผัสกับ

ออกซิเจน ดังต่อไปนี ้

ภาพที่ 2: ลักษณะของไมโอโกลบิน 
ที่มา: (Kendrew  และคณะ, 1997) 
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- ออกซิไมโอโกลบิน (Oxymyoglobin) โดยปกติแล้วโปรตีนไมโอโกลบินจะมีสีเป็นสีแดง

สว่าง 

- ดีออกซิไมโอโกลบิน (Deoxymyoglobin) เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ำลงนั้น (0.5-

1.0%) จะส่งผลให้โมเลกุลของไมโอโกลบินเปลี่ยนเป็นสีม่วงคล้ำ  

- เมทไมโอโกลบิน (Metmyoglobin) เกิดจากการออกซิเดชันอย่างช้าและส่งผลให้สีของ

เนื้อสัตว์เปลี่ยนแปลงเป็นสีน้ำตาล จากงานวิจัยของ (Yancey  และคณะ, 2006) พบว่าความ

เข้มข้นของไมโอโกลบินนั้น มีผลทำให้รสชาติของเนื้อสัตว์มีรสชาติที่เปลี่ยนไป 

ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าโมเลกุลของไมโอโกลบินนั้นมีบทบาทสำคัญในการเป็นตัวแทนของสีและ

ความฉ่ำของเนื้อสัตว์ที่เป็นสีแดง โดยในปี ค.ศ. 2020 Carlsson และคณะได้ทำวิจัยการแสดง

โปรตีนของไมโอโกลบินในใบยาสูบ (tobacco) โดยใช้อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium spp.) 

เป็นตัวกลางในการส่งถ่ายสารพันธุกรรม พบว่ามีการผลิตและรวมตัวของโมเลกุลฮีม อีกทั้ง

ผลผลิตดังกล่าวยังมีคุณสมบัติเช่นเดียวกับโมเลกุลฮีมต้นแบบอีกด้วย (Carlsson และคณะ, 

2020)   

 

3.3. เลกฮีโมโกลบนิ (Leghemoglobin) 

ภาพที่ 3: โครงสร้างของเลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) 
ที่มา: (Singh และVarma, 2017) 

นอกจากในน้ำเลือดของสัตว์ สามารถพบฮีมในพืชได้เช่นกัน โดยตัวอย่างโปรตีนฮีมของ

พืชที่ทำหน้าที่คล้ายกับโปรตีนฮีมในสัตว์ เช่น เลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) (ภาพที่ 3) ซึ่ง

มาจากชื่อของพืชตระกูลถั่ว (legumes) รวมกับชื่อโมเลกุล hemoglobin เลกฮีโมโกลบินเป็น

โปรตีนที่สามารถพบได้พืชตระกูลถั่ว เช่น ถั่วเหลือง เป็นต้น โดยมีบทบาทสำคัญในกระบวนการ-
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ตรึงไนโตรเจนแก่พืช โดยการทำให้ไนโตรเจนที่มีอยู่ในอากาศให้อยู่ในรูปแบบที่พืชสามารถ

นำไปใช้ได้ โดยใช้การทำงานของเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) 

โครงสร้างของเลกฮีโมโกลบินนั้น มีส่วนที่คล้ายคลึงกับเฮโมโกลบิน มีขนาดประมาณ 16 

kDa โดยเลกฮีโมโกลบินน้ัน ทำหน้าที่เช่นเดียวกับฮีมในสัตว์ คือ ลำเลียงออกซิเจนไปยังแบคทีเรีย

ที่อาศัยอยู่ภายในปมรากของพืชตระกูลถั่ว (Appleby, 1984)  

ในปีค.ศ. 2013 กลุ่มวิจัยของบริษัท Impossible food ได้ทำการแสดงออกยีน legA ใน

ยีสต์ Pichia pastoris เพื่อนำไปเป็นสารปรุงแต่งรสในอาหารจากพืชให้มีรสชาติคล้ายคลึงกับเนื้อ

มากขึ้น และในปีค.ศ. 2022 Shao และคณะ ได้ทำการพัฒนาทางพันธุวิศวกรรมเพื่อพัฒนาใน

การเพิ่มความสามารถของยีสต์ในการผลิตและหลั่งโปรตีนเลกฮีโมโกลบิน ในระดับอุตสาหกรรม

ได้ดียิ่งขึ้น โดยจากผลการศึกษาพบว่ายีสต์ดังกล่าวสามารถผลิตเลกฮีโมโกลบินได้มากถึง 3.5 gต่อ

ปริมาณเชื้อในอาหารเหลว 1 L (Shao  และคณะ, 2022) 

4. การแสดงออกของยีนในเซลล์เจ้าบ้านตา่งสายพันธุ์ (Heterologous expression) 
เป็นการนำรหัสของสารพันธุกรรมไม่ว่าจะเป็น DNA (cDNA) หรือ RNA ที่มีความสามารถใน

การแปลเป็นโปรตีน จากสิ่งมีชีวิตหนึ่งเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านอีกชนิดหรือสายพันธุ์หนึ่ง โดยที่อาศัย

กลไกของเซลล์เจ้าบ้านในการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมายที่ได้ส่งถ่ายยีนเข้าไปภายในเซลล์ 

(Gagnon, 2009) โดยเซลล์เจ้าบ้านที่นิยมนำมาใช้ในการแสดงออกที่เป็นตัวแทนของโพรแคริ -

โอติกเซลล์คือ Escherichia coli เนื่องจาก E.coli นั้น ได้มีการศึกษากลไกการแสดงออกของยีน

อย่างกว้างขวาง  และยูแคริโอติกเซลล์ เช่น ยีสต์ Pichia pastoris ซึ่งก็นิยมมาใช้ในการผลิต

โปรตีนจากสิ่งมีชีวิตต่างสายพันธ์ุเช่นกัน โดยมีจุดเด่นและจุดด้อยแตกต่างกันไป (ตารางที่ 1) 

ในปัจจุบันมีการผลิตโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตต่างสายพันธุ์ ยกตัวอย่างการนำยีนจากสิ่งมีชีวิต

ที่เป็นยูคาริโอต (eukaryote) ไปแสดงออกในแบคทีเรียที่เป็นโพรแคริโอต (prokaryote) ดัง

ตารางที่ 1 และตารางที่ 2 
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ตารางที่ 1: ขอ้ดีและข้อเสียของเซลล์เจ้าบา้นในการแสดงออกโปรตีน 
ระบบเซลลเ์จ้าบ้าน ข้อด ี ข้อเสีย 
Escherichia coli - สามารถแบ่งตัวได้อย่างรวดเร็ว  

- ค่าใช้จ่ายไม่สูง ต้นทุนต่ำ  
- ง่าย  

- ไม่สามารถตัดส่วนที่มี 
intron ออกเองได้ 

- เมื่อมียีนแปลกปลอม
เข้าสู่ภายในเซลล์อาจ
ส่งผลต่อการแสดงออก
ของยีนเจ้าบ้าน 

- Codon bias 
Bacillus subtilis - มีความสามารถในการรับดีเอ็นเอ

และพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ได้อย่าง
ง่ายดาย 

- มีความสามารถในการหลั่งโปรตีน
ออกภายนอกเซลล ์

- สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์
โปรตีนได้ง่าย  

- Protease ที่เซลล์ผลิต
อาจทำการย่อยโปรตีน
เป้าหมายที่ต้องการได้ 

- การมีอยู่ของพลาสมิดใน 
B. subtilis ไมเ่สถียร 

- การแสดงออกของ
โปรตีนเป้าหมายเมื่อ
เทียบกับ E. coli มี
ปริมาณที่น้อยกว่า 

Yeast  - สามารถเจริญเติบโตในอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีต้นทุนต่ำ 

- มีการปรับแต่ง post-
translational 

- ไม่ผลิต endotoxins   

- สามารถเกิดโปรตีน  
hyper glycosylation  

- Codon bias 

ดัดแปลงจาก: (Gomes  และคณะ, 2016) 
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ตารางที่ 2: การแสดงออกของโปรตีนลูกผสมในเซลล์แบคทีเรีย 

 

 ปริมาณของโปรตีนเป้าหมายที่สนใจนั้น ขึ้นอยู่กับสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลลเ์จ้าบ้านที่

ได้รับยีนพาหะที่ได้รับการส่งถ่ายเข้าไป ยกตัวอย่างเช่น อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ ความเข้มข้นของ

สารเหนี่ยวนำที่ใช้ ปริมาตรของการเลี้ยงเชื้อ และระยะเวลาของการเหนี่ยวนำ เป็นต้น  

5. เครื่องมือในการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์เจา้บ้านตา่งสายพันธุ์ (heterologous 
protein expression tools) 

5.1. พลาสมิด (plasmid) 
เป็ นสารพั น ธุก รรมที่ อ ยู่ น อก โครโม โซม  (Sm illie   และคณ ะ , 2010 ) เป็ น 

extrachromosomal ที่เป็น DNA  ทั่วไปแล้วพลาสมิดสามารถพบได้ทั้งในสิ่งมีชีวิตโพรแคริโอต

ติกและยูคาริโอติก  ลักษณะรูปร่างของพลาสมิดนั้นมีทั้งในรูปแบบที่เป็น เส้นตรง แบบวง และ

เกลียว อีกทั้งยังมีความสามารถในการจำลองตัวเองได้โดยไม่ต้องอาศัยโครโซมของเซลล์เจ้าบ้าน 

(Bos, 2000)  และด้วยคุณสมบัติที่สามารถจำลองตัวเองได้ด้วยตัวเอง พลาสมิดเป็นเครื่องมือที่

สำคัญในทางพันธุศาสตร์ เพื่อใช้ในการเป็นพาหะในการส่งและถ่ายโอนยีนเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน เพื่อ

ดัดแปลง แสดงออก ผลิตโปรตีน หรือจะใช้ในการกำจัดยีนเป้าหมาย เป็นต้น  

โครงสร้างของพลาสมิดนั้นประกอบด้วยองค์ประกอบหลักหลายอย่างยกตัวอย่างเช่น origin 

of replication เป็นบริเวณที่การจำลองตัวเองของพลาสมิดอีกทั้งมีส่วน multicloning site 

ที ่ เซลล์เจ้าบา้น (Host) โปรตีนที่แสดงออก อ้างอิง (references) 
1 Escherichia coli BL21 Chitinase (Tsujibo  และคณะ, 

2003) 
2 Escherichia coli Insulin (Goeddel และคณะ, 

1979) 
3 Escherichia coli ß-defensin 2 (Corrales-García  และ

คณะ, 2020) 
4 Pichia pastoris LegHb (Jin และคณะ, 2018) 
5 Saccharomyces 

cerevisiae 
Hepatitis b surface antigen (McAleer  และคณะ, 

1984) 
6 Sphingomonas sp. welan gum (Liu  และคณะ, 2017) 
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บริเวณตัดจำเพาะที่สามารถใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะได้ในตำแหน่งต่างๆ ที่ทำให้สามารถแทรกยีนที่

ต้องการแสดงออกเข้าไปได ้

พลาสมิดสามารถแบ่งได้หลากหลายประเภทตามลักษณะหรือหน้าที่ (Smalla  และคณะ, 

2015) โดยในแต่ละพลาสมิดนั้นอาจจะมี กลไกการจำลองตัวเอง ความสามารถในการแสดงใน

โฮสต์ชนิดต่างๆ จะมีความแตกต่างกันไป ยกตัวอย่างเช่น 

- High-copy plasmid พลาสมิดชนิดนี้นั้นมีความาสามารถในการทำสำเนาในปริมาณมากภายใน

เซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้เป็นอย่างมากในงาน downstream ในงานพวก

อุตสาหกรรม  

- Low-copy plasmid พลาสมิดชนิดนี้นั้นจะมีการจำลองตัวเองน้อยกว่าพลาสมิดแบบ high-

copy number เนื่องจากมีความเสถียรมากกว่าในระหว่างการจำลองและแบ่งตัว โดยใช้ในงานที่

มีการต้องการแสดงออกของยีนที่มีขนาดใหญ ่

โดยในการจะเลือกใช้พลาสมิดนั้นขึ้นอยู่กับการนำไปใช้งาน ยกตัวอย่างเช่นความแตกต่าง

ระหว่าง พลาสมิด low-copy number และ high-copy number ในแง่ของปริมาณของผลผลิต

และปริมาณในการแสดงออก แต่ถ้าต้องการแสดงออกของยีนที่มีขนาดใหญ่และมีความถูกต้องสูง 

พลาสมิดชนิด low-copy number จะมีความเหมาะในการนำไปใช้ในการแสดงออกมากกว่า 

(Dmowski และJagura-Burdzy, 2013) 

5.2. เครื่องหมายในการคัดเลือก (Selective markers) 
ในการทำพันธุวิศวกรรมนั้นจะมีเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจสอบว่า ดี เอ็นเอพาหะนั้นได้

เข้าไปสู่ยังเซลล์เจ้าบ้านหรือไม่ หรือตรวจสอบว่ายีนที่สนใจนั้นเข้าไปแทรกอยู่กับดีเอ็นเอพาหะ 

โดยทั่วไปแล้วนั้นจะใช้ selective marker ที่เป็นช่วงยีนที่มีความสามารถต้านทานยาปฏิชีวนะ 

(antibiotic resistance gene) ยกตัวอย่างเช่น ampR หรือ bla ที่มีความต้านทานต่อยา 

ampicillin tetA ที่ มี ค วามต้ านท านต่ อ  tetracycline และ kanR มี ค วามต้ านท านต่ อ 

kanamycin เป็นต้น 

และการตรวจสอบว่ายีนที่สนใจนั้นไปอยู่ที่บริเวณ multiple cloning site หรือไม่

สามารถตรวจสอบได้โดยเทคนิค Blue-white colony โดยเป็นการคัดเลือกเซลล์แบคทีเรียที่

ได้รับ ดีเอ็นเอพาหะที่ยีนที่สนใจ มีบริเวณของยีน lacZ ที่มีหน้าที่ในการสร้างเอนไซม์ เบต้ากา

แลคโตซิเดส (-galactosidase)  โดยจะสามารถคัดเลือกได้โดย ทำการใส่สารตั้งต้นในการสร้าง
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เอนไซม์เบต้ากาแลคโตซิเดส สารนั้นคือ X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-

glucopyranoside) ที่มีส่วนประกอบของน้ำตาลแลคโตส และมี indicator เป็นสีในการบ่งบอก

ว่าหากมีการเปลี่ยนสีเป็นสีฟ้านั้นหมายความว่า X-Gal ได้ถูกย่อยเนื่องจากไม่มียีนที่สนใจแทรกลง

ไปในบริเวณดังกล่าว ดังนั้นหากต้องการเซลล์ที่ได้รับดีเอ็นเอพาหะที่มีบริเวณยีนที่สนใจจะต้อง

เลือกเชื้อที่เกิดเป็น colony สีขาวเท่านั้น (Gagnon, 2009) 

5.3. กระบวนการปรับใช้โคดอน (codon optimization, codon usage) 
การปรับใช้โคดอนเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของโคดอนเพื่อการปรับปรุงความเหมาะสม

ของโคดอนโดยไม่ทำการเปลี่ยนแปลงลำดับของนิวคลีโอไทด์ ซึ่งการแสดงออกของยีนที่มาจาก

สิ่งมีชีวิตกลุ่มยูคาริโอติก ในสิ่งมีชีวิตโพรแคริโอติกนั้นจะต้องมีปรับใช้ชนิดของโคดอนให้เหมาะสม

กับเซลล์เจ้าบ้าน เพราะจะเป็นการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนให้มีปริมาณมากขึ้นและถูกต้อง 

เนื่องจากสิ่งมีชีวิตพวกโพรแคริโอติกนั้นไม่มีกระบวนการ post translational modification ที่

ทำการตัดส่วนที่เป็น intron ออกและเชื่อม exon เข้าด้วยกันอย่างสิ่งมีชีวิตยูคาริโอติก (Kurland 

และGallant, 1996)  

โดยโคดอนของแต่สิ่งมีชีวิตทั้งเซลล์โพรแคริโอติก และยูคาริโอติกเซลล์ที่แตกต่างกันนั้น 

ส่งผลอย่างมากต่อการผลิต heterologous protein (Kanjanawattana, 2010) เนื่องจาก

กระบวนการในการได้มาซึ่งโปรตีนในระบบเจ้าบ้านแบคทีเรียนั้นไม่มีกระบวนการ post-

translational modification เหมือนกับสิ่งชีวิตที่เป็นยูคาริโอต ซึ่งความแตกต่างของโคดอนนั้น

อาจจะส่งผลทำให้เกิดการผลิตโปรตีนได้ในปริมาณที่น้อยหรืออาจจะมีโอกาสที่จะ misfold ได้ 

เนื่องจากจำนวนประชากรของ tRNA population ของสิ่งมีชีวิตที่แตกต่างกันนั้นมีไม่เท่ากัน  

โดยยกตัวอย่างในกรณีของ รหัสโคดอน AUG ที่แปลรหัสเป็น isoleucine และรหัส 

AGG ใน arginine ที่มีปริมาณสัดส่วนของ tRNA ที่น้อยกว่ารหัสโคดอนตัวอื่นๆที่สามารถแปล

รหัสได้กรดอะมโินตัวเดียวกัน (Corrales-García และคณะ, 2020)  

5.4. เซลล์เจ้าบ้าน (host cells)  
เซลล์เจ้าบ้านคือ เซลล์เป้าหมายที่จะเป็นเซลล์ทีทำหน้าที่ในการแสดงออกของดีเอ็นที่เรา

ต้องให้มีการแสดงออกดีเอ็นเอน้ันๆ 

ในการคัดเลือกเซลล์ที่จะใช้ในการทำเป็นเซลล์เจ้าบ้านนั้น มีหลายปัจจัยที่จะต้องคำนึงถึง ยิ่ง

การจะนำมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์หรือส่วนประกอบของอาหาร จะต้องมีการศึกษา ผ่านการทดสอบทาง
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วิทยาศาสตร์ว่าแบคทีเรียหรือจุลินทรีย์ดังกล่าวมีคุณสมบัติ มีฤทธิ์และมีความปลอดภัยและได้รับรอง

จากสถาบันที่มีความน่าเชื่อถือ ยกตัวอย่างเช่นแบคทีเรียในกลุ่ม ที่มีความปลอดภัย (Generally 

Regarded as Safe หรือ GRAS) ที่ได้รับการรับรองว่ามีความปลอดภัยจากองค์กรอนามัยโลก 

5.4.1.  Escherichia coli 
Escherichia coli เป็นสิ่งมีชีวิตแบคทีเรียที่จัดอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างและลักษณะเป็นแท่นทรงกระบอก มีขนาดความยาวประมาณ 1.0-2.0 

ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลางรัศมี 0.5 ไมโครเมตร ดังภาพที่ 4 สามารถเจริญและแบ่งตัวได้ทั้งใน

สภาวะที่มีอากาศ และไม่มีอากาศ โดยทั่วไปแล้ว E. coli เป็นแบคทีเรียที่อยู่พบในระบบทางเดิน

อาหารของมนุษย์จึงสามารถเจริญเติบโตได้ดีในอุณภูมิประมาณ 37 °C E.coli สายพันธุ์ BL21 เป็น

แบคทีเรียที่มีการใช้อย่างแพร่หลาย ในการใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนใน

ระบบเจ้าบ้านแบบแบคทีเรีย เนื่องจาก นั้นได้มีการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนแมทาบอลิซึมอย่าง

กว้างขวาง มีความสามารถในการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วภายในเวลาสั้นๆเพียง 20-30 นาที มีลำดับทาง

พันธุกรรมที่รู้ชัดแน่นอน มีพลาสมิดที่สามารถเลือกใช้ในการแสดงออกได้อย่างหลากหลาย  (Snustad 

และSimmons, 2015) อีกทั้งยังมีระบบการแสดงออกภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ระบบ T7 

ทำให้ได้รับความนิยมในการนำมาแสดงออกดีเอ็นเอจึงทำให้ได้ผลผลิตโปรตีนที่ต้องการจำนวนมาก  

ภาพที่ 4: รูปรา่งของ Escherichia coli  ภายใต้กล้องจุลทรรศ์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

ที่มา: (Mojsoska  และคณะ, 2017) 
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6. เทคนิคทางอณูชีววิทยา (molecular techniques) ที่เกี่ยวข้องในการทำ heterologous 
protein expression 

6.1. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซพ่อลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction: PCR)  

กระบวนการพีซีอาร์ คือ เป็นปฏิกิริยายาในการเพิ่มปริมาณของยีนโดยอาศัย

การทำงานของ Taq polymerase ในหลอดทดลองโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ

อย่างรวดเร็ว (Mullis, 1994) โดยในหนึ่งปฏิกิริยายาของกระบวนการพีซีอาร์ ประกอบ

ไปด้วยสามขั้นตอนดังนี ้

1. Denaturation เป็นกระบวนการที่ใช้ความร้อนสูงประมาณ 94-95 °C เพื่อให้ความ

ร้อนจะทำลายส่วนที่เป็นพันธะไฮโดเจน ส่งผลให้ดีเอ็นเอแยกออกจากสายคู่เป็นสาย

เดี่ยว 

2. Annealing ในขั้นตอนนี้จะใช้ความร้อนประมาณ 55-65 °C เป็นเวลา 30-60 วินาที 

เพื่อให้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อดีเอ็นเอแม่แบบจับกันอย่างจำเพาะเจาะจง (โดย

ไพรเมอร์ที่ได้รับจากการสังเคราะห์จะมีการระบุ Tm) ที่ปลายสายดีเอ็นเอแม่แบบที่

ปลาย 3’ 

3. Extension เมื่อมีการระบุตำแหน่งของยีนที่ต้องการเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์แล้ว

นั้น จึงเพิ่มอุณภูมิให้เหมาะสมต่อการทำงานของ Taq polymerase ที่จะทำหน้าที่

สังเคราะห์ ดีเอ็นเอสายใหม่จากปลาย 3’ ที่ไพรเมอร์เกาะอยู่จากทิศทาง 5’ ไปยัง

ทิศทาง 3’  

6.2. Fitness assay  
คำว่า fitness นั้น มาจากศัพท์ภาษาอังกฤษว่า "Darwinian fitness" มักจะใช้หมายถึง

ความเหมาะสมที่ว่านี้ โดยแตกต่างจากคำว่า "physical fitness" ซึ่งหมายถึงความแข็งแรง

ของร่างกาย เป็นแนวคิดหลักอย่างหนึ่งในทฤษฎีวิวัฒนาการ ในสิ่งแวดล้อมหนึ่ง ๆ จะกำหนด

โดยลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) หรือลักษณะปรากฏ (phenotype) ก็ได้ ในกรณีแม้

ทั้งสอง สามารถอธิบายได้ว่า เป็นความสามารถที่จะรอดและสืบพันธุ์ได้ ฟิตเนส (fitness) ใน

บริบทนี้ จึงหมายถึงความสามารถของแบคทีเรียในการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อม เช่น 

อาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ ความหนาแน่นประชากร และสามารถอยู่รอดและสืบพันธุ์ได้ 
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ในการทำพันธุวิศวกรรมเพื่อให้ได้สายพันธุ์ใหม่ของแบคทีเรียที่ลักษณะปรากฏที่ต้องการ 

อาจส่งผลต่อความเหมาะสม หรือความสามารถในการอยู่รอด (fitness) ของแบคทีเรียได้ 

(Bartke, Garoff, Huseby, Brandis, & Hughes, 2020; Bialy, 1984) และการ่ใช้ระบบโปร

โมเตอร์ T7 จากการคะเนด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) สามารถให้ผลผลิตได้ถึงร้อยละ 25-40 ของโปรตีนในเซลล์ 

(Ye et al., 2022) จากตัวเลขดังกล่าว การผลิตโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตต่างสายพันธุ์ อาจส่งผล

กระทบต่อวิถีเมแทบอลิซึม และการเจริญเติบโตที่ผิดปกติของแบคทีเรียเจ้าบ้านได้ (Khosla 

& Bailey, 1988; Sheehan, Sleator, Fitzgerald, & Hill, 2006)  

การทดสอบนี้นั้นจำเป็นจะต้องมีเชื้อที่เป็นเชื้ออ้างอิงในการเปรียบเทียบ fitness ของเชื้อ

ที่ต้องการทดสอบ ปกติทั่วไปแล้วจะนำมาเปรียบเทียบกีบเชื้อที่มีลักษณธและสีที่แตกต่างกัน

เพื่อทำให้สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อที่เป็นชุดควบคุมและเชื้อที่เป็นชุดทดสอบ 

 

6.2.1. โปรตีนเรืองแสงสีแดง mCherry  
ในการศึกษานี้ใช้โปรตีน mCherry เป็นเครื่องมือในการทำ competition assay 

เพื่อแยกประชากรเซลล์ออกจากกัน โปรตีนดังกล่าว เป็นโปรตีนเรืองแสงสีแดง (red 

fluorescent protein; RFP) สามารถสังเคราะห์ได้ในสิ่งมีชีวิต ซึ่งโปรตีน mCherry นั้นมี

แหล่งที่มาจากโปรตีน DsRed ที่ได้จากดอกไม้ทะเลกลุ่ม Discosoma 

 
ภาพที่ 5: โปรตีนเรืองแสงในกลุ่ม Green fluorescent protein (GFP) และโปรตีนกลุม่ 
mFruits 
ที่มา: (Shaner  และคณะ, 2004) 
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โปรตีน mCherry เป็นโปรตีนในกลุ่มของ mFruits (Shaner, 2013) (ภาพที่ 5) ที่

นิยมนำมาใช้งานวิจัยมากที่สุดเนื่องจากมีประสิทธิภาพที่คงที่ และยังไม่กระทบกับเซลล์

เป้าหมายที่ใช้ในการแสดงออก อีกทั้งมีคุณสมบัติในการติดฉลากอย่างมีประสิทธิภาพ ในการ

วิจัย โปรตีน mCherry มักจะใช้ในเป็นสารในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน เช่น การติด

ฉลากกำกับติดตามยีน เซลล์ หรือออแกเนลล์เป้าหมาย ใช้เป็น โพรบ (probe) ในการจับกับ

ดีเอ็นเอหรือโมเลกุลเป้าหมาย เพื่อให้สามารถติดตามได้จากเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์  

(Winterflood และEwers, 2014)  ซึ่งในประโยชน์ในการทดสอบลักษณะทางพันธุกรรม

อย่างจำเพาะเจาะจง อีกทั้ง mCherry ยังสามารถใช้ในการศึกษาการเคลื่อนที่ และปฏิกิริยา

ต่าง ๆ ของโปรตีนในตำแหน่งต่าง ๆ ได้อีกด้วย เช่น เทคนิค Förster resonance energy 

transfer (FRET) ที่อาศัยโปรตีนเรืองแสง 2 ตัวในการบอก proximity ของโมเลกุล 2 

โมเลกุลในตัวอย่าง (McCullock  และคณะ, 2020) 

โครงสร้างของ mCherry ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ 711 คู่เบส (base pairs; bp) 

โดย mCherry นั้นเป็นโปรตีนโมโนเมอร์ประกอบด้วยกรดอะมิโน 236 ตัว มีมวล 26.7 kDa 

ถือเป็นโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำและมีความสามารถในการจัดโครงรูป (folding) ในอัตรา

ค่อนข้างเร็วกว่า tetrameric proteins เช่น DsRed ชนิดของกรดอะมิโนที่มีจำนวนมากที่สุด

ในลำดับปฐมภูมิของ mCherry คือ ไลซีน (lysine) ไกลซีน (glycine) และกลูตาเมต 

(glutamate) ตามลำดับ และกรดอะมิโนที่มีสัดส่วนน้อยที่สุด คือ อะลานีน (alanine) โดย

คิดเป็นเพียงร้อยละ 5 ของลำดับกรดอะมิโนทั้งหมดใน mCherry (Myšková et al., 2020) 

โปรตีน mCherry ไม่มีโครงสร้างจตุรภูมิ (quaternary structure) กล่าวคือ 

ทั้งหมดประกอบด้วยสายพอลิเพปไทด์เพียงเส้นเดียว โครงสร้างสามมิติของ mCherry 

วิเคราะห์โดยการเลี้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ (X-ray) ให้ความละเอียดในระดับอังสตรอม 

mCherry พบว่าประกอบด้วยเกลียวแอลฟา (alpha-helix) และแผ่นเบต้า (beta-sheet) 

13 แผ่น  โดยโครงสร้างส่ วน ใหญ่ ของ m Cherry คือ beta -sheet ซึ่ งล้ อมรอบ 

chromophore (ligand) และเกลียวกลางเป็นโครงสร้างคล้ายลำกล้องเรียกว่าเบต้าบาเรล 

(beta-barrel; ภาพที่ 6) (Stepanenko et al., 2013) 
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ภาพที่ 6: โครงสร้างเบต้าบาเรลของโปรตีน mCherry 
ที่มา : https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/anthozoafps.html 
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งานวิจัยอืน่ ๆ ที่เกี่ยวข้อง 
ในปี ค.ศ. 2020 Carlsson และคณะได้ทำวิจัยการแสดงโปรตีนของ myoglobin ในใบยาสูบ

โดยใช้อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium spp.) เป็นตัวกลางในการส่งถ่ายสารพันธุกรรม พบว่ามี

การผลิตและรวมตัวของโมเลกุลฮีม อีกทั้งผลผลิตดังกล่าวยังมีคุณสมบัติเช่นเดียวกับโมเลกุลฮีม

ต้นแบบอีกด้วย (Carlsson และคณะ, 2020)  ไม่เพียงแต่การแสดงออกโปรตีน myoglobin จากสัตว์

ในใบยาสูบ ทาง Cutruzzola และคณะยังได้ทำการศึกษาการแสดงออกของ limacinamyoglobin 

(Mb) ในเซลล์เจ้าบ้านอย่าง E. coli INVαF และ TB-1 ได้ อีกทั้งยังได้โปรตีนลูกผสมนั้นยังมีความ

ใกล้เคียงกับโปรตีนต้นแบบอีกด้วย (CUTRUZZOLÀ  และคณะ, 1996) 

ตัวอย่างโมเลกุลอื่น ๆ ที่มีฮีมเป็นองค์ประกอบ เช่น ไซโตโครม (cytochromes) ที่ทำหน้าที่

ในการขนส่งอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย เฟอริติน (ferritin) และฮีโมไซเดอริน (hemosiderin) ที่

เป็นโปรตีนทำหน้าที่เป็นตัวยึดเก็บธาตุเหล็กไว้ในเม็ดเลือดแดง แลกโตเฟอริน ( lactoferrin) ซึ่งเป็น

ไกลโคโปรตีนที่มีหน้าที่ในการยึดจับกับธาตุเหล็กเป็นต้น (Kontoghiorghe และคณะ, 2015) 

Bhard และคณะ ได้ศึกษาการแสดงออกของยีน bINH-α ที่แปลรหัส alpha Inhibin จากวัว 

(Indian Sahiwal Cattle; Bos indicus) ใน E. coli และทำการนำไปทดสอบในหนูตะเภาพบว่า

สามารถออกฤทธิ์ได้ปกติโดย Nicholson และคณะใช้ AmyE locus ในการทำ chromosome 

integration ใน E. coli นั้นแสดงให้เห็นไม่มีผลกระทบต่อการทำงานของเซลล์และการแบ่งเซลล์ 

(Nicholson  และคณะ, 1987)   

 ดังที่กล่าวมาทั้งหมดนี้แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้ระบบของแบคทีเรียในการ
แสดงออกโปรตีนฮีมเพ่ือเป็นประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารในอนาคตต่อไปได้ 
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บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์และสารเคม ี

1. เชื้อจุลินทรีย ์

Escherichia coli BL21 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.พรชัย แก้วทรัพย์ศักดิ์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

Escherichia coli DH5α Invitrogen, Thermo-Fisher Scientific, MA, USA 

Escherichia coli TOP10 Invitrogen, Thermo-Fisher Scientific, MA, USA 
 

2. อาหารเลี้ยงเชือ้จุลินทรีย ์

Luria-Bertani broth/agar Himedia, India 
Nutrient broth  Himedia, India 
MC medium (competent medium) - 

 

3. สารเคม ี

30% Acrylamide Himedia, India 
Agar powder Himedia, India 
Ampicillin, sodium salt Bio Basic, Canada 
Ammonium persulfate Himedia, India 
Acetic acid Sigma-Aldrich, USA 
Bacteriological agar Difco™, USA 
Beta-mercaptone ethanol Himedia, India 
Bromophenol blue PanReac AppliChem, USA 
Coomassie brilliant blue Bio Basic, Canada 
Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) Qiagen, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) RCI Labscan Ltd, Ireland 
Dithiothreitol (DTT) fisher bioreagents,  
Ethanol RCI Labscan Ltd, Ireland 
Glacial acetic acid RCI Labscan Ltd, Ireland 
Glycine Vivantis, Malaysia 
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Glycerol Kemaus, Australia 
Hydrochloric acid RCI Labscan Ltd, Ireland  
IRON (II) sulphate 7-hydrate  Kemaus, Australia 
Imidazole Himedia, India 

Isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) Vivantis, Malaysia 

Isopropanol RCI Labscan Ltd, Ireland 
Methanol RCI Labscan Ltd, Ireland 
Molecular grade water panreac applichem, India 
N, N’-Methylene bis-acrylamide Sigma-Aldrich, Germany 
Oligonucleotides IDT, Singapore 
Potassium chloride RCI Labscan Ltd, Ireland 
Potassium dihydrogen phosphate  AJAX Finechem, Australia 
Sodium chloride Merck, Germany 
Sodium lauryl sulfate Loba, India 
Taq DNA polymerase  Qiagen, Germany 
Tris free base Himedia, India 
Tryptone Himedia, India 
Yeast extract  Himedia, India 
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-
pyranoside) 

Vivantis, USA 

 

4. ดีเอ็นเอมาตรฐาน และโปรตีนมาตรฐาน 

ExcelBand 1 KB (0.25-10kb) SMOBIO Technology, Taiwan 
BH 100 bp DNA ladder RTU Bio-Helix, Taiwan 
OneMARK B DNA Ladder Bio-Helix, Taiwan 
Pre-stained 3-color protein ladder (PM2500, 10-180 
kDa) 

SMOBIO Technology, Taiwan 
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5. เอนไซม์ตัดจำเพาะ 

NdeI New England Biolabs, MA, USA 
XhoI New England Biolabs, MA, USA 
SphI New England Biolabs, MA, USA 
SalI  New England Biolabs, MA, USA 

 

6. อุปกรณ ์

miniamp plus thermal cycler  Thermo Fisher 
the mini heating dry bath incubator Biosan, Latvia 
QIAquant real-time PCR cycler Qiagen 
เครื่องถ่ายภาพเจล (ImageQuant™) Cytiva, USA 
ชุดเครื่องรันเจลดีเอ็นเอ (gel electrophoresis) Hercuvan, Malaysia 
ชุดรันเจลโปรตีน (SDS-PAGE system) Bio-Rad, USA 
เครื่องส่องเจล (UV transilluminator) Bio-Helix, Taiwan 
Micro-volume spectrophotometer (OneDrop™) Biometrics Technology, USA 
High intensity ultrasonic processor Sonics & Materials, USA 
เครื่องให้ความร้อนหลอดทดลอง (heating block) Major Science, USA 
หม้อนึ่งฆ่าเชื้อแรงดันไอน้ำ (autoclave) Zealway, USA 
ไมโครเวฟ (microwave) Sharps, Japan 
เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (automatic pipette) Sartorius, Germany 
ไมโครปิเปตทิป (pipette tip) Hycon, USA 
เครื่องชั่ง 2 ตำแหน่ง (analytical balance) OHAUS, USA 
เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง (analytical balance) OHAUS, USA 
ตู้อบลมร้อน (hot air oven) Memmert 
เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) Biosan, Latvia 
ตูช้ีวนิรภัย (biological safety cabinet) Haier Biomedical, China 
ตู้บ่มเช้ือจุลินทรีย์ (incubator) Gallenkamp, China 
เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (shaker incubator) Wiggens, China 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) Apera Instruments® 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) Drawell Scientific, USA 
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เครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) Biosan, Latvia 
เครื่องทำแห้งภายใต้ความเย็นสุญญากาศ (freeze dryer) Drawell Scientific, USA 
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning 
electron microscope) 

TESCAN, Czech 

เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) Biosan, Latvia 
จานเพาะเชื้อ (petri dish) Hycon plastics, USA 
หลอดทดลอง (test tubes) PYREX, USA 
หลอดปั่นเหวี่ยง (centrifuge tube) Kirgen, USA 
ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) Schott Duran, Germany 
ถุงมือไนไตรล์ (nitrile gloves) MG PRO 

 

 

7. ชุดสกัดและทำให้บรสิุทธิ์สำเร็จรูป 

GeneJET plasmid miniprep kit Thermo Scientific, USA 
TIANGEN DNA extraction kit TIANGEN, China 
TIANquick PCR purification kit TIANGEN, China 
QIAquick gel extraction kit Qiagen, Germany 
RNeasy RNA extraction kit Qiagen, Germany 
QIAzol reagent Qiagen, Germany 

 

8. โปรแกรม และฐานข้อมูล 

ApE primer editor  
Bio-edit  
ImageQuant (Gel documentation system)  
design expert version 13  
Vision work  
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วิธีการดำเนินงานวิจัย 
ภาพรวมการดำเนนิงานวิจัย 

ในงานวิจัยนี้ทำการศึกษาการแสดงออกของยีน/โปรตีนฮีม 2 ชนิด ได้แก่  leghemoglobin 

จากถั่วเหลืองและ myoglobin จากวัว ในแบคทีเรีย โดยได้ทดลองใช้แบคทีเรีย Escherichia coli 

เป็นเซลล์เจ้าบ้าน และในส่วนงานทดสอบต่าง ๆ แบ่งออกเป็นกลุ่มงานดัง ภาพที่ 7   

 
ภาพที่ 7: ภาพรวมการดำเนินงานวิจัย 
 

1. การเลี้ยงเชื้อและเตรียมดีเอ็นเอ construct เพื่อการแสดงออกของยีน 
1.1 การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ Escherichia coli ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-
Bertani (LB) แบบแข็ง และแบบเหลว ขึ้นอยู่กับการใช้งาน  ในขั้นตอนถัดไป  โดยเชื้อที่ มี  
พลาสมิดจะต้องเลี้ยงด้วยอาหารที่มีการเสริมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ที่ความเข้มข้น 
100 µg/mL ทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลวเนื่องจากพลาสมิดที่ใช้อาศัยยีน bla ซึ่ง confers 
ampicillin resistance ซึ่ง E. coli สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 37 °C และมี doubling time ประมาณ 
30-40 นาทีในสภาวะการเลี้ยงเช้ือแบบมีอากาศ 
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1.2 การเตรียมลำดับนิวคลีโอไทดแ์ละพลาสมิดสำหรบัการแสดงออกยีนที่สนใจ  
ในงานวิจัยนี้ มีความสนใจที่ผลิตโปรตีนฮีม 2 ชนิด ได้แก่ ไมโอโกลบิน (myoglobin; Mb) 

ซึ่งเป็นโปรตีนฮีมจากสัตว์ และเลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin; LBA) ซึ่งเป็นโปรตีนฮีมจากพืช โดย

ใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์จากวัว (Bos taurus) (transcript_ID: NM_173881.2) และถั่วเหลือง (Glycine 

m a x )  ( t ra n s c r ip t_ ID : N M _ 0 0 1 2 4 8 9 9 9 .3 ) ต า ม ล ำ ดั บ  โด ย พิ จ า ร ณ า ล ำ ดั บ 

นิวคลีโอไทด์และออกแบบไพรเมอร์เพื่อใช้ตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยซอฟต์แวร์ ApE plasmid 

Editor (Davis และJorgensen, 2022) และใช้แพลตฟอร์ม เพื่อทำ codon optimization ให้

เหมาะสมกับการแสดงออกของยีนใน E. coli (Chin  และคณะ, 2014) 

ส่วนในการแสดงออกพลาสมิดที่ใช้ในการแสดงออกโปรตีน myoglobin นั้น จะทำการจ้าง

เหมาบริษัทสังเคราะห์ Mb แบบดีเอ็นเอสายคู่โคลนเข้าสู่พลาสมิด pET151 ภาพที่ 8 และสั่ง

สังเคราะห์ยีน LBA แบบดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA) เมื่อได้ลำดับนิวคลีโอไทด์แล้ว ทำ

การสั่งสังเคราะห์ยีน (GeneArt, Thermo-Fisher Scientific, USA)  

ในการเตรียมพลาสมิดก่อนการส่งถ่ายพลาสมิดดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน แบ่งออกเป็น 2 
กรณี ได้แก่ ยีน LBA พลาสมิดเวกเตอร์ pET151 ที่มียีน Mb เนื่องจากการสังเคราะห์ยีน LBA น้ันเป็น
แบบ dsDNA จึงนำสายดีเอ็นเอนั้นมาเติมบริเวณตัดจำเพาะโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(polymerase chain reaction; PCR) และไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มี  ตำแหน่งตัดจำเพาะ 
(restriction sites) ที่ปลาย 5’ และ 3’ และลำดับนิวคลีโอไทด์ 5’-CATCACCATCACCATCAC-3’ ที่
ปลาย 3’ ก่อน double stop codon เพื่อติดฉลากฮิสทิดีน (Hisx6 tag) จากนั้นทำการ subcloning 
สายผลิตภัณฑ์ PCR ที่ทำให้บริสุทธิ์แล้ว (TIANquick PCR purification kit, TIANGEN, China) เข้า
กับพลาสมิด pBR322 ด้วย เอนไซม์ตัดจำเพาะ NdeI และ XhoI (New England Biolabs, MA, 
USA) และเอนไซม์ T4 ligase (Vivantis, Malaysia) ส่วนยีน Mb นั้น ใช้การจ้างเหมาสังเคราะห์ 
dsDNA และโคลนเข้าสู่พลาสมิด pET151 จึงพร้อมนำส่งเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (GeneArt, Thermo-
Fisher Scientific, USA) ด้วยวิธี transformation 

 
ตารางที่ 3: พลาสมิดที่ใชใ้นการทดลอง 
 

พลาสมิด หน้าที ่
pBR322 แสดงออกยีน/โปรตีน LBA 
pET151 แสดงออกยีน/โปรตีน Mb (สั่งสังเคราะห์) 
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ภาพที่ 8: แผนที่พลาสมิดของ pET151 ทีม่ียีนไมโอโกลบิน (Bos taurus Mb) (GeneArt Gene 
Synthesis, Thermo-Fisher Scientific, USA) 
 

ตารางที่ 4: ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเตรียม DNA constructs 

Primers Sequence (5’ →3’) 
Annealing 
temp (°C) 

Product size 
(bp) 

Target 
gene 

Ndel_LBA_F1 
(PCR, RT-PCR) 

CATATGGTGGCGTTTACCGA
AAA 

55 

432 
LBA LBA_his6_Xhol_R1 

(PCR) 

CTCGAGTTATTAGTGATGGT
GATGCGCTTTTTTAATCGCC
GCC 

55 

LBA_R2 (RT-PCR) CGCTTTTTTAATCGCCGCC 55 413 

Mb_F2 (PCR, RT-
PCR) 

CGAAGCCGAAGTGAAACACC 52 
462 Mb 

Mb_R2 (PCR, RT-
PCR) 

TTATTAGCCATGAAAGCCCA
GC 

52 
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1.3 การส่งถ่ายพลาสมิดดเีอ็นเอเข้าสู่เซลลเ์จ้าบ้าน (transformation) 

ในการส่งถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E .coli เริ่มต้นจากการใช้ E. coli DH5α เพื่อเพิ่ม

ปริมาณพลาสมิดไว้ใช้ในลำดับถัดไป โดยเตรียมโคโลนีของ E. coli DH5α บนอาหารแข็ง จากนั้นทำ
การเลี้ยงในอาหารเหลวที่อุณหภูมิ 37°Cจากนั้นเก็บเกี่ยวเซลล์ ด้วยการปั่นเหวี่ยง กำจัดส่วนใสและ
เติมสารละลาย 0.1 M CaCl2 ปริมาตร 50 µL ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปปั่นเหว่ียงอีกครั้ง กำจัดส่วนใส 
และเติม CaCl2 ปริมาตร 50 µL อีกครั้ง จากนั้นเติมพลาสมิดดีเอ็นเอ (ความเข้มข้น 10 ng/µL 
ปริมาตร 1-2 µL) ลงไปในหลอดที่มีเซลล์ บ่มในน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นนำไป heat-
shock ที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 90 วินาทีในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) และนำไปบ่ม
ต่อในน้ำแข็งอย่างรวดเร็วเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงเติมอาหาร LB แบบเหลว 1 mL ที่ pre-
warmed ไว้แล้วลงในหลอด บ่มที่ 37°C เป็นเวลา 45-60 นาที จึงนำไปเกลี่ยลงบนอาหาร LB แบบ
แข็งที่มีแอมพิซิลลิน (ampicillin; 100 µg/mL) isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG; 
0.1 mM) และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-Gal; 20 µg/mL) เพื่อ
ใช้ในการคัดเลือกโคโลนีที่ได้รับพลาสมิดที่มี DNA insert 

เมื่อได้โคโลนีของ E. coli DH5α พร้อมแล้ว จึงนำไปสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด

สำเร็จรูป (GeneJET Plasmid Miniprep kit, Thermo Fisher Scientific Inc., USA  หรือ 

TIANprep Rapid Mini Plasmid Kit, TIANGEN, China) จากนั้นส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

(Single-pass sequencing, ATGC Co., Ltd., Thailand) และเมื่อได้รับการยืนยันลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่ถูกต้องแล้ว ทั้ง LBA และ Mb จึงทำการเก็บเชื้อ E. coli DH5α: LBA และ E. coli DH5α: 

Mb ไว้ใน 12.5% (v/v) กลีเซอรอล ในถังไนโตรเจนเหลว สำหรับการผลิตพลาสมิดดังกล่าวไว้ใช้ใน

ลำดับถัดไป 

และทำการเลี้ยงเซลล์ E. coli DH5α: LBA และ E. coli DH5α: Mb ใน LB ที่มีแอมพิ
ซิลลิน เพื่อสกัดพลาสมิด จึงนำพลาสมิดทั้ง 2 แบบมาถ่ายเข้าสู่ E. coli BL21 เพื่อการผลิตโปรตีน ใน
การถ่ายพลาสมิดและการยืนยันลำดับนิวคลีโอไทด์ใช้วิธีการที่ได้อธิบายมาแล้วข้างต้น ทั้งนี้ในการสกัด 
พลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียและการทำ PCR มีรายละเอียดดังอธิบาย หัวข้อ 1.4 

 
 



 28 

1.4 การสกัดพลาสมิดดีเอน็เอและทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; 
PCR) 

เมื่อได้โคโลนีจากการถ่ายพลาสมิดแล้ว ทำการแยกโคโลนีอีกครั้งบนอาหาร LB ที่มี แอมพิ
ซิลลิน IPTG และ X-Gal เพื่อยืนยันสีของโคโลนี จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดสำเร็จรูป 
(GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo-Fisher Scientific Inc., USA) โดยใช้วิธีการตามคู่มือ
ผลิตภัณฑ์ โดยนำเชื้อ E. coli ที่เลี้ยงในอาหารเหลวมาปั่นเหวี่ยงเพื่อให้ได้ตะกอนเซลล์ หลังจากใช้ชุด
สกัดสำเร็จรูป นำพลาสมิดที่ได้มาตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (อะกาโรส 1% (w/v)) และวัด
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (OneDrop, Biometrics Technologies, USA) 
และเก็บรักษาที่ -20°C ก่อนการนำไปวิเคราะห์/ใช้งาน ตรวจสอบยีนที่ต้องการ (ฮีมโปรตีน) ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ในตารางที่ 2 โดยใช้ชุด 2X PCR MasterMix 
(Vivantis, Malaysia) และ อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (1% (w/v) กำลังไฟฟ้า 100V เป็นเวลา 30 
นาที และหลังจากนั้นนำไปดูผลภายใต้แสง UV LED (ใช้ RedSafe™ เป็นสารเพื่อ visualization) 
และใช้ gel documentation system (Cytiva, USA) ในกรณีที่ต้องการบันทึกภาพ 
 
2. การศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส (transcriptional expression) ด้วย

วิธี reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
เมื่อต้องการประเมินการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส นำแบคทีเรียในอาหาร

เหลวที่สภาวะต่าง ๆ ไปสกัดอาร์เอ็นเอด้วย QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, USA) และเก็บ
ผลิตภัณฑ์ที่ได้ใน RNA stabilizing solution (Qiagen, USA) ที่อุณหภูมิ -80°C ก่อนนำไปวิเคราะห์ 
เมื่อรวบรวมตัวอย่างอาร์เอ็นเอ ได้ครบทั้งการทดลอง (ทุกสภาวะการเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน) 
และนำอาร์เอ็นเอดังกล่าวมาใช้เพื่อเป็น template ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยวิธี 
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT -PCR) โดยใช้น้ำยาแบบ 1-step 
reaction (SensiFAST™ SYBR® No-ROX One-Step Kit, Bioline Reagents Ltd., UK) ตาม
คำแนะนำการใช้ผลิตภัณฑ์ และวิเคราะห์ผลปฏิกิริยา 20 µL ด้วย QIAquant 96 5-plex (FEM, 
Qiagen, USA) (ปฏิกิริยาประกอบด้วย 45°C 10 นาที, 95°C 2 นาที และ 40 รอบของ 95°C 5 
วินาทีและ 60°C 30 วินาที) ทำซ้ำ 2 ครั้ง (biological duplicates) โดยแต่ละครั้งทำ 3 ปฏิกิริยา 
(technical triplicates) และให้โปรแกรม QIAquant ประเมินระดับทรานสคริปต์โดยการคำนวณ
ค่าเฉลี่ย cycle threshold (Ct) ด้วยไพรเมอร์ดังตารางที่ 6 
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ตารางที่ 5: ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณของยีนในระดับการถอดรหัส 
 

Primers Sequence (5’ →3’) 
Target 
gene 

Ndel_LBA_F1  CATATGGTGGCGTTTACCGAAAA 
LBA 

LBA_R2  CGCTTTTTTAATCGCCGCC 
Mb_F2  CGAAGCCGAAGTGAAACACC 

Mb 
Mb_R2  TTATTAGCCATGAAAGCCCAGC 

 
3. การศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับการแปลรหัส (translational expression) ด้วย 

sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 นอกจากการประเมินในระดับการแปลรหัสของยีน จึงทำการประเมินการแสดงออกของยีนใน
ระดับการแปลรหัสหรือการผลิตโปรตีน โดยวิธี sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) เพื่อดูขนาดของโปรตีนทั้งหมด (whole cell lysates) และทำการ
เหนี่ยวนำการแสดงออกของยีนด้วย IPTG เพื่อให้มีการผลิตโปรตีนเป้าหมายในปริมาณมากภายใต้
ระบบการแสดงออก T7 promotor  
 
3.1 การเหนี่ยวนำการแสดงออกในระดับขวดรูปชมพู่ (small-scale induction) 

เลี้ยงเซลล์ที่ต้องการทำการแสดงออกในอาหารเหลวที่มี 100 µg/mL แอมพิซิลลินจนกระทั่ง 
มีความขุ่นที่ OD600 ประมาณ 0.3 – 0.4 จากนั้นเติมสารเหนี่ยวนำ IPTG ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 1 
mM และบ่มที่อุณหภูมิห้อง ด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง จากนั้น จากนั้นทำให้เซลล์แตกด้วย
เครื่อง homogenizer (high intensity ultrasonic processor รุ่น VC/VCX 130,500,750 
,SONIC) ที่ amplitude 30% เป็นห้วง sonicate ช่วงละ 10 วินาที เว้น 20 วินาที 3-5 ครั้ง ทำการ 
sonicateตัวอย่างทั้งหมดบนน้ำแข็ง และเติม protease inhibitor cocktail (VWR Inc., PA, USA) 
1-2 µL หากดำเนินการหลายตัวอย่างในคราวเดียวและต้องใช้เวลานานในการทำเพื่อป้องกันการเสีย
สภาพของโปรตีน 
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3.2 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
นำตัวอย่างที่ผ่านการทำให้เซลล์แตกด้วยการ homogenizer ไปวิเคราะห์โปรตีน โดยเทคนิค 

sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS -PAGE) โดยเติม
สารละลาย 2X Laemmli buffer (Karlsson  และคณะ, 1994) ผสมให้เข้ากันและให้ความร้อนที่ 
80 °C  เป็น เวลา 5 นาที  หลั งจากนั้ นนำสารละลายโปรตีนสู่ เจลพอลิอะคริลาไมด์  (12% 
polyacrylamide gel) โดยรันตัวอย่างด้วยกำลังไฟ 90-100V หลังจากนั้นนำเจลมาย้อมด้วยสี 
Coomassie brilliant blue (Brunelle และGreen, 2014) และนำมาล้างด้วยสารละลาย de-
staining (50% ethanol, 40% water, 10% acetic acid) จนเห็นแถบโปรตีน 
 
4. การหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการแสดงออกของโปรตนีในปริมาณมาก 
 การแสดงออกของโปรตีนในปริมาณมากโดยใช้ IPTG เป็นสารที่ช่วยในการเหนี่ยวนำให้เกิด
การแสดงออก ร่วมกับการใช้ Fe+ ที่เป็น co-factor ของโปรตีนฮีม โดยทำการเพาะเลี้ยง E. coli 
BL21 ในอาหารเหลวที่มีแอมพิซิลลิน 100 µg/mL และทำการกระตุ้นแบคทีเรียให้สร้างโปรตีนโดย
เติม 0.1 mM หรือ 1 mM IPTG และเติมสารละลายเหล็กความเข้มข้น 50 mM ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
และบ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 30°C ความเร็วรอบ 120 rpm ข้ามคืน เก็บเกี่ยวเซลล์ใน
หลอด conical vial ขนาด 50 mL ปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลล์และส่วนใส โดยนำทั้งส่วนที่เป็น
ตะกอนและส่วนใสมาผสมกับ protein lysis buffer ปริมาณ 20 mL (หรือตามปริมาณชีวมวล) และ
นำไปทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง homogenizer (Vibra Cell, Model VCX750; Sonics & 
Materials. Inc., USA) โดยตั้งค่าสภาวะเครื่องดังนี้ อุณหภูมิ 25 °C pulse on 20 วินาที pulse off 
10 วินาที amplitude 30 นานเป็นเวลา 2 นาที โดยใช้น้ำแข็งช่วยรักษาอุณหภูมิของตัวอย่างให้เย็น
อยู่เสมอ เติม protease inhibitor cocktail เพื่อป้องกันการถูกทำลายของโปรตีน 

เพื่อทำการทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีน โดยใช้การ

วิเคราะห์โดยวิธีการตอบสนองต่อพื้นผิว (response surface methodology: RSM) เพื่อใช้ค่าทาง

สถิติในการหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการผลิต (Atkinson และDonev, 1992) โดยเลือกการ

ใช้แผนการทดลองแบบ Box-Behnken design เพื่อใช้การหาสภาวะที่มี ตัวแปรหลายตัว  

 การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตโปรตีน  leghemoglobin  และ โปรตีน 

myoglobin โดยทำการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีนที่ได้จากเซลล์ E. coli ทำการ

ออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken โดยกำหนดเป็น 3 ปัจจัยที่ต้องการศึกษาคือ ความเข้มข้น

ของ IPTG (X1) ระยะเวลาหลังจากการเหนี่ยวนำ (X2) และ อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ (X3) ดัง

ตารางที่ 9 ซึ่งการดำเนินการออกแบบการทดลองดังนี้ ทำการกำหนดระดับของปัจจัยในการหา
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สภาวะ แบ่งเป็น 3 ระดับด้วยกัน คือระดับต่ำ (-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง (1) เพื่อดูการ

ตอบสนอง 3 การตอบสนอง ได้แก่ ปริมาณโปรตีนรวมทั้งหมด (R1) ปริมาณโปรตีนที่สนใจเมื่อเทียบ

กับอัตราส่วนของโปรตีนฮีมต่อโปรตีนทั้งหมด (R2) และปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากการทำการ

เหนี่ยวนำด้วยแลคโตส (R3) เมื่อทำการกำหนดระดับปัจจัยเป็นที่เรียบร้อยแล้วจึงทำการออกแบบการ

การทดลอง Box-Behnken โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป design expert version13 โดยกำหนดปัจจัย

เป็น 3 ระดับโดยในแต่ละระดับมีความแตกต่างกันที่ 3 ระดับมีการทำซ้ำ 5 ครั้งจึงมีการทดลอง

ทั้งหมด 17 runs ต่อยีน ดังตารางที่10 

 

ตารางที่ 6: ปจัจัยและระดับของปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง 

ปัจจัย 
ระดับ 

-1 0 1 
X1: ความเข้มข้นของแลคโทส (mM) 0.1 0.55 1 
X2: อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงแบคทีเรีย (°C) 23 30 37 
X3: เวลาหลังใส่สารเหนี่ยวนำ (ชั่วโมง) 4 14 24 
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ตารางที่ 7: แผนการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken ที่ใช้ในการทดลอง 
Run X1 X2 X3 

1 0.1 37 14 
2 0.1 30 4 
3 0.55 23 24 
4 0.55 37 24 
5 0.1 23 14 
6 1 37 14 
7 0.55 30 14 
8 0.1 30 24 
9 0.55 30 14 
10 1 23 14 
11 0.55 23 4 
12 0.55 30 14 
13 0.55 30 14 
14 0.55 37 4 
15 1 30 24 
16 0.55 30 14 
17 1 30 4  

 
  



 33 

ในการวิเคราะห์ผลจากการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณมาก

ได้วิเคราะห์การตอบสนองของแผนการทดลองโดยประเมินปริมาณโปรตีนรวมทั้งหมด ปริมาณโปรตีน

ที่สนใจเมื่อเทียบกับอัตราส่วนของโปรตีนฮีมต่อโปรตีนทั้งหมด และปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิตหลังจาก

การทำการเหนี่ยวนำด้วยแลคโตส 

4.1 การวัดปรมิาณโปรตนีรวมด้วยวิธีการแบรดฟอร์ด (Bradford’d protein assay) 
หลังจากทำเตรียมตัวอย่างโดยการทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง แบ่งตัวอย่างออกมาปริมาณ 

200 µL ผสมน้ำปริมาณ 100 µL และสารละลายแบรดฟอร์ด 200 µL เพื่อนำมาวัดปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดด้วยวิธีการ Bradford’s protein assay โดยใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีน
ในการทำกราฟมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบและคำนวณปริมาณของโปรตีนทั้งหมด  
4.2 วัดจำนวนเซลลท์ี่มีชีวติหลังการเหนี่ยวนำโดยวิธีการดร็อปเพลต (Drop plate technique) 
 เพื่อให้ทราบถึงปริมาณของโปรตีนต่อปริมาณจึงจะต้องมีการทำการประเมินความหนาแน่น
ของเซลล์ก่อนนำไปเตรียมตัวอย่างเพื่อนำไปวิเคราะห์โปรตีน โดยผสมตัวอย่าง 100 µL กับ
สารละลาย 0.85% NaCl 900 µL หลังจากนั้นทำการเจือจางและทำการหยดบนอาหาร LB agar 
เพื่อนำมามาวิเคราะหจ์ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตในหน่วย CFU/mL 
 
4.3 วิเคราะห์ความอัตราส่วนของโปรตีนฮีมจากโปรตีนทั้งหมดด้วยโปรแกรม ImageQuant™ 
TL 

นำอะคริลาไมด์เจลที่ได้ทำการล้างสี Coomassie ที่ไม่จำเพาะออกเรียบร้อยแล้วไปถ่ายภาพ
ด้วยเครื่อง gel documentation (ImageQuant™ TL, Cytiva, USA) โดยใช้โหมด colorimetric 
นำมาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนเทียบกับความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐาน (pre-stained protein 
ladder) และนำมาคำนวณสัดส่วนเปรียบเทียบกับโปรตีนทั้งหมด 
 

อัตราส่วนของโปรตีนที่สนใจ =
ปริมาณโปรตีนที่คำนวณจากโปรแกรม (mg)

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (mg)
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5. การประเมินลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียที่ผลิตโปรตีนฮีมและการเจริญของเชื้อภายใต้
สภาวะเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน 

5.1.  การเปรียบเทียบความสามารถในการเจรญิของแบคทีเรียลูกผสม  
เพื่อดูการเจริญของแบคทีเรียพันธุ์ผสมโดยการเปรียบเทียบกับ  E. coli BL21 (wild 

type) และ E. coli: mCherry นำแบคทีเรีย E. coli BL21 ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอพาหะของยีน 
LBA และ Mb ไปเพาะเลี้ยงในอาหาร LB broth ในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37°C (120 
rpm) และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 600 nm (OD600) ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์เพื่อสร้าง 
growth curve และคำนวณ doubling time (Td) โดย Td = ln2/B ซึ่ง B ได้จากสมการของ
กราฟ exponential trend line (y = AeBx) สร้างจาก growth curve ในสเกล log2  

และมีการเสริมสาร FO growth supplement ที่เป็นผง hemoglobin มาทดสอบกับ 
E. coli BL21 ที่เลี้ยงในอาหาร LB broth เปรียบเทียบกับ E. coli สายพันธุ์ที่เป็น wild type 
และสายพันธุ์ที่ได้รับพลาสมิดทั้งระบบ pBR322 (Ascpf1) โดยนำเชื้อทั้งหมดมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร LB broth ที่มีการเติมแอมพิลซิลิน ในภาชนะที่เป็นเพลตชนิด 96 หลุม นำไปบ่มในตู้
เขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37°C และนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 nm ทุก 30 นาที โดยเครื่อง 
microplate reader จนครบ 16 ชั่วโมง 

ภาพที่ 9: (A) ภาพของไมโครเพลตขนาด 96 หลุมขณะเลีย้งเชื้อแบคทีเรยีในเครื่องเขย่าแบบควบคุม
อุณหภูมิ (B) ภาพของเครื่อง microplate reader ที่ใช้ในการวัดค่าดูดกลืนแสง 
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ตารางที่ 8: เชือ้ที่นำมาวัดการเจริญในการทำ competition assay 
Strains 

E. coli BL21 
E. coli BL21 pBR322: LBA 
E. coli BL21 pET151: Mb 

 
ตารางที่ 9: ระดับความเข้มข้นของ FO growth supplement 

ปัจจัย 
ระดับ 

control ต่ำ สูง 
ความเข้มข้นของ FO growth supplement 0 0.1 0.5 

 
5.2. การทดสอบ competition assay 

ในการทดสอบ fitness ใช้ E. coli BL21 ที่มียีน mCherry ที่สร้างโปรตีนเรืองแสงเพื่อการ
แยกเซลล์ทดสอบออกจากชุดควบคุม มาปรียบเทียบการเจริญเติบโตและความสามารถในการแข่งขัน
ของ E. coli BL21:LBA และ E. coli BL21:Mb นำเซลล์แบคทีเรียทั้งสามมาเลี้ยงในอาหารเหลว 
inoculate ให้ เชื้อแต่ละตัวให้มีค่า OD 600 ที่ เท่ ากัน และจึงนำมาทำการผสมเชื้อ E. coli 
BL21:mCherry กับ E. coli BL21:LBA และ E. coli BL21 :mCherry กับ E. coli BL21::Mb กันใน
อาหาร LB broth ที่มีแอมพิซิลลิน บ่มที่ระยะเวลาต่าง ๆ และเจือจางก่อนนำมามาเกลี่ยลงบนอาหาร 
เมื่อทำการบ่มจานเพาะเชื้อในตู้บ่มเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงเป็นที่เรียบร้อยแล้ว นำจานเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียสายพันธุ์ลูกผสมไปส่องภายใต้เครื่อง gel documentation system (Cytiva, USA) ใช้
โปรแกรม ImageQuant™ LAS500 เลือกการถ่ายภาพด้วยโหมด fluorescence และใส่แผ่น
ฟิลเตอร์ที่เหมาะสมในช่อง gel documentation และกด start-expose ทำการแปรผลภาพด้วย
ซอฟท์แวร์ ImageQuant™ LAS500 และ VisionWorks (Germany) 
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5.3. การศึกษาลักษณะทางกายภาพภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (scanning 

electron microscopy; SEM) 
ในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างของก่อนนำไปส่องภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(SEM) นำเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับดีเอ็นเอพาหะมาเลี้ยงในตู้เขย่าควบคุมอุณภูมิข้ามคืน หลังจาก
นำมาเก็บเกี่ยวเซลล์ในหลอด conical vial 50 mL นำมาป่ันเหวี่ยง เพื่อนำส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยง
เชื้อออก และนำมาละลายด้วยสารละลาย 0.85 % (w/v) NaCl และนำไปทำแห้งด้วยเครื่อง 
freeze dryer จนได้ตัวอย่างแห้งที่เป็นผงออกมา  

หลังจากนำตัวอย่างผงที่ได้จากกระบวนการ freeze dry ไปดูลักษณะทางกายภาพ
ภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าลักษณะของเซลล์ทั้งหมดไม่สามารถแยกความ
แตกต่างได้ จึงปรับใชก้ารเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการ ethanol series dehydration 

ในขั้นตอนการทำ ethanol series dehydration เตรียมตัวอย่างของก่อนนำไปส่อง
ภายใต้ SEM ด้วยการนำเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับดีเอ็นเอพาหะมาเลี้ยงในตู้เขย่าควบคุมอุณภูมิ
ข้ามคืน หลังจากนำมาเก็บเกี่ยวเซลล์  ปั่นเหวี่ยงและทิ้งส่วนใสและล้างตะกอนเซลล์ด้วย
สารละลาย 0.85% (w/v) NaCl เป็นจำนวนสามครั้ง เมื่อล้างด้วยน้ำเกลือแล้วเติมสารละลายของ 
0.85% (w/v) NaCl ที่มีส่วนผสมของ 4% (w/v) paraformaldehyde เพื่อทำการตรึงเซลล์ 
และนำไปบ่มในตู้เย็นอุณหภูมิ 4°C ข้ามคืน เมื่อครบเวลานำมาล้างด้วยสารละลาย 0.85% (w/v) 
NaCl อีกครั้งและนำไปปั่นเหวี่ยงเพื่อเก็บเกี่ยวตะกอนเซลล์ และนำมาผสมกับเอทานอลตั้งแต่
ความเข้ม 30% 50% 70% 80% 90% และ 99% การบ่มในความเข้มข้นแต่ละจะใช้เวลา 10 
นาที และเมื่อถึง 99% เอทานอลให้ทำการบ่มเป็นเวลา 30 นาที จึงนำไปเข้าสู่กระบวนการ CPD 
(critical point drying) เพื่อทำแห้งที่อุณหภูมิวิกฤตแบบอัตโนมัติ 

เมื่อได้ตัวอย่างที่แห้งนำตัวอย่างไปติดกับเทปคาร์บอนที่อยู่บน  stub และเนื่องจาก
ตัวอย่างของเซลล์แบคทีเรียนั้นไม่มีการนำไฟฟ้า จึงจำเป็นต้องเคลือบด้วยอนุภาคทองคำหนา
ประมาณ 5 nm หลังจากนั้นนำไปส่องภายใต้ SEM  ที่กำลังขยาย 5,000 และ 15,000 เท่า เพื่อ
วิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ wild type และเซลล์ที่ได้รับพลาสมิด 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

1. การออกแบบยีนและนำส่งยีนที่นำไปสู่การสร้างโปรตีนฮีม 2 ชนิด – เลกฮีโมโกลบินและไมโอ
โกลบิน 

ในการเลือกลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีนของยูแคริโอตไปแสดงออกในโพรแคริโอต ได้มีการ
เลือกลำดับจาก mRNA (ไม่มีอินทรอน) ของยีน และ/หรือแปลรหัสย้อนกลับจากกรดอะมิโน จากนั้น
ปรับลำดับนิวคลีโอไทด์ตามการใช้โคดอนตาม Bacillus subtilis แล้วทำการสั่งสังเคราะห์ยีน LBA 
(encodes leghemoglobin) จากถั่วเหลือง (Glycine max) และยีน Mb (encodes myoglobin) 
จากวัว (Bos taurus) โดยยีน LBA ทำการโคลนเข้าสู่พลาสมิดเองโดยใช้พลาสมิด pBR322 (AsCpf1) 
ทำ ligation เชื่อมต่อยีนที่ออกแบบและเวกเตอร์ที่มียีน selection marker (bla) ที่จะสร้าง

เอนไซม์เบตาแลกแตมเมส (β-lactamase) เพื่อสามารถเจริญได้บนอาหารที่มีแอมพิซิลลิน ส่วน ยีน 
Mb ทำการจ้างเหมาโคลนเข้าพลาสมิด pET151 จากนั้นทำการถ่ายพลาสมิดที่ เตรียม construct 
แล้วเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านด้วยการทำ transformation และตรวจสอบการมีอยู่ของ heterologous 
gene ดังกล่าวในเซลล์เจ้าบ้านได้เป็นผลสำเร็จ โดยพบโคโลนีของ E. coli ที่สามารถเจริญได้บน
อาหารที่มีแอมพิซิลลิน ดังภาพที่ 11 

 

 
  

ภาพที่ 10: ลักษณะของโคโลน ีEscherichia coli BL21 ที่ได้รับการส่งถ่ายดีเอ็นเอพาหะ สามารถ
เจริญได้บนอาหารที่มีแอมพซิิลลิน (100 µg/mL)  
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2. ผลจากการตรวจสอบยีนที่ถ่ายเขา้สูเ่ซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli 
เมื่อทำการคัดเลือกโคโลนีที่มีความสามารถในการเจริญได้บนอาหารที่มีส่วนประกอบ

ของแอมพิซิลิน หลังจากนั้นจึงทำการสกัดพลาสมิดที่สกัดได้จากโคโลนีบนอาหาร ไปตรวจสอบ
ด้วยวิธี PCR และเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบว่า เมื่อนำพลาสมิดที่สกัดได้จาก E.coli BL21 มาเป็น
แม่แบบในการทำ PCR กับไพรเมอร์ Ndel_LBA_F1 และ LBA_his6_Xhol_R1 พบว่ายีน LBA 
นั้นมีผลผลิตภัณฑ์ของยีนเป้าหมายที่ขนาดประมาณ 432 คู่เบส ดังภาพที่ 12  และพลาสมิดที่
สกัดได้จาก E.coli BL21 ::Mb นำมาทำเป็นแม่แบบ PCR นั้นมีผลของผลิตภัณฑ์ของยีน
เป้าหมายที่ขนาด 462  คู่เบส ดังภาพที่ 13  ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการส่งถ่ายยีนเพื่อการผลิต
โปรตีนฮีมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านได้สำเร็จ 

 
ภาพที่ 11: (A) ภาพของพลาสมิดที่สกัดได้จากแบคทีเรียที่ได้รับการคัดเลือก (B) ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์
ของยีน LBA ขนาด 432 bp 

ภาพที่ 12:  (A) ภาพของพลาสมิดที่สกัดได้จากแบคทีเรียที่ได้รับการคัดเลือก  (B) ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์
ของยีน Mb ขนาด 462 bp 
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3. ผลการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส 
 เมื่อยืนยันการมีอยู่ของยีนที่ส่งถ่ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านได้สำเร็จแล้ว ในลำดับถัดไป จึงทดสอบ
การแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส โดยสกัดอาร์เอ็นแล้วทำ reverse-transcription 
polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

เมื่อนำ RNA จากแบคทีเรียที่สกัดได้ ไปเพิ่มปริมาณด้วยวิธี RT-qPCR (ไพรเมอร์ตารางที่ 
11) พบว่ามีการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส  และการแสดงออกดังกล่าวสามารถถูก
เหนี่ยวนำด้วย IPTG และธาตุเหล็ก ยีนที่ผลิตขึ้นมามีการเปลี่ยนแปลงตามเวลาหลังการเหนี่ยวนำ ทั้ง
ยีน LBA (ตารางที่ 11) และยีน Mb (ตารางที่ 12) แม้อาจจะไม่แสดงความแตกต่างทางสถิติเมื่อ
วิเคราะห์ด้วย Duncan’s multiple range test (DMRT) 
ตารางที่ 10: ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและ RT-PCR 

Primers Sequence (5’----->3’) 
Annealin
g temp 

(°C) 

Product 
size 
(bp) 

Target 
gene 

Ndel_LBA_F1 (PCR, RT-PCR) CATATGGTGGCGTTTACCGAAAA 55 
432 LBA 

LBA_R2 (RT-PCR) CGCTTTTTTAATCGCCGCC 55 
Mb_F2 (PCR, RT-PCR) CGAAGCCGAAGTGAAACACC 52 

320 Mb 
Mb_R2 (PCR, RT-PCR) TTATTAGCCATGAAAGCCCAGC 52 

ตารางที่ 11: การเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน LBA ระดับการถอดรหัสใน E. coli BL21 
ตัวอย่าง  ค่าเฉลี่ย Ct 

E. coli BL21: LBA no-induction control  24.823 a 

E. coli BL21: LBA (+IPTG 1hr) 24.293 ab 

E. coli DH5-: LBA (+IPTG 3hr) 24.187 ab 

E. coli BL21: LBA (+Fe & IPTG 3hr) 23.090 ab 

E. coli BL21: LBA (+Fe & IPTG 1hr) 21.647 b 

Pr > F(Model) 0.148 

Significant No 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกัน (a, b) แสดงข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (P value 
< 0.05) จากการวิเคราะห์ DMRT 
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ตารางที่ 12: การเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน Mb ระดับการถอดรหัสใน E. coli BL21 
ตัวอย่าง  ค่าเฉลี่ย Ct 

Mb (+IPTG 1 hr) 15.387 a 

Mb (no-induction control) 10.177 a 

Mb (+IPTG & Fe 3 hr) 9.937 a 

Mb (+IPTG & Fe 1 hr) 9.873 a 

Mb (+IPTG 3 hr) 9.503 a 

Pr > F(Model) 0.458 

Significant No 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกัน (a, b) แสดงข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (P value 
< 0.05) จากการวิเคราะห์ DMRT 

พบว่ามีการผลิตโปรตีนที่ต้องการจากการแสดงออกของยีนเมื่อทำการทดสอบด้วย RT-PCR 
นั้นไม่สามารถสรุปได้เนื่องจากการแสดงออกภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์นี้อาจ leaky เกิดการ
แสดงออกและมีการแปลรหัสได้โดยไม่ต้องอาศัยสารที่ช่วยในการเหนี่ยวนำ จึงทำการทดสอบการผลิต
โปรตีนโดยใช้ SDS-PAGE และตรวจสอบขนาดของโปรตีนที่ทำการแสดงออกในปริมาณมาก 
(overexpression) เพื่อยืนยันการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมาย 
 

4. ผลการตรวจสอบการแสดงออกระดับยีนในระดับการแปลรหัส (พลาสมิด pBR322) 
เมื่อยืนยันการมีอยู่ของยีนในเซลล์เจ้าบ้านเรียบร้อยแล้ว จึงทดสอบการแสดงออกของยีนใน

ระดับการแปลรหัส (การผลิตโปรตีน ) ในขั้นตอนนี้ใช้วิธี SDS-PAGE เพื่อแยกโปรตีนจาก cell 
lysates และทำการย้อมสีด้วย Coomassie staining จากผลการทดลองพบว่าเมื่อทำการเหนี่ยวนำ
การแสดงออกด้วย IPTG ร่วมกับ Fe+ นั้นพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณมากที่ขนาด 24 
kDa และ 18 kDa ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของโปรตีนเป้าหมาย Leghemoglobin และโปรตีน 
Myoglobin ตามลำดับ (ภาพที่ 13)  

จากรูปที่ จะเห็นว่าโปรตีน leghemoglobin และ myoglobin นั้นถูกผลิตขึ้นมาจากการ
เหนี่ยวนำด้วย IPTG และเหล็ก โดยจะเห็นว่ามีแถบโปรตีนที่ไม่ปรากฏใน wildtype (E. coli BL21) 
และเซลล์ลูกผสมที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วย IPTG แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพการควบคุมการ
แสดงออกด้ วย โป รโม เตอร์ที่ ใช้  นอกจากนี้  จึ งใช้ ซอฟท์ แ วร์  ImageQuant ร่วมกั บ  gel 
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documentation system เพื่อประเมินความเข้มของแถบโปรตีน พบว่าในขณะที่ leghemoglobin 
นั้นคิดเป็นปริมาณ ~10-15% ของโปรตีนในตัวอย่าง โปรตีน myoglobin สามารถผลิตได้ในปริมาณ
ที่คิดเป็น ~20-25% ของโปรตีนในตัวอย่าง (protein content) ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานในบาซิลลัสที่
สามารถแสดงออกโปรตีนได้ในปริมาณมากถึง 25-40% ด้วยโปรโมเตอร์ T7 (Ye  และคณะ, 2022) 

 

ภาพที่ 13: ภาพของการวิเคราะหโ์ปรตีนด้วย SDS-PAGE และ Coomassie staining เพื่อการแยก
และย้อมสีโปรตีนที่ได้จาก cell lysates ของ E. coli BL21  
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5. ผลการเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิด 
จากการเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดกับ  wild 

type พบว่า E. coli BL21 ที่เป็น wild type และ E. coli BL21: LBA มีอัตราการเจริญเติบโตไม่

แตกต่างกัน แต่ E. coli BL21: Mb มีการเจริญเติบโตที่ช้ากว่าสายพันธุ์ลูกผสมอื่น ๆ (ภาพที่ 16 และ

ตารางที่ 14) 

ภาพที่ 14: Growth curve ที่วัดด้วยค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร (OD600) ของเชื้อแบคทีเรีย
ลูกผสมในอาหาร LB แบบเหลว เป็นเวลาชั่วโมง การเจริญเติบโตในระยะ exponential phase ถูก
นำไปคำนวณหา doubling time ต่อไป 
ตารางที่ 13: Doubling time (Td) ของแบคทีเรียลูกผสมแต่ละสายพันธ์ุ 

สายพันธุ์ trendline equation (y = AeBx) B Td (hour) Td (min) 

E. coli BL21 0.0237e1.1364x 1.1364 0.60995 36.597 

E. coli BL21: Mb 0.0152e0.6181x 0.6181 1.12142 67.285 

E. coli BL21: LBA 0.0167e1.1873x 1.1873 0.58380 35.028 

E. coli: mCherry 0.0093e1.0992x 1.0992 0.63059 37.836 

 

จากการเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดกับ wild type 

และ เซลล์ที่ได้รับพลาสมิดในอาหารผสมที่เสริมสาร FO growth supplement (heme powder) 

ในความเข้มข้น 0.1% และ 0.5% ในอาหาร LB ชนิดเหลว และทำการเหน่ียวนำด้วย IPTG พบว่าการ

เจริญของเชื้อ E. coli BL21 ที่มีการผลิตโปรตีนนั้นมีการเจริญที่ใกล้เคียงกับ E. coli BL21 wild 

type ดังภาคผนวก จ  
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6. ผลการประเมนิประศักยภาพการเจริญของแบคทีเรยีด้วยเทคนิค competition assay  
เพื่อทดสอบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ลูกผสมที่ผลิตโปรตีนฮีมนั้น มีความเหมาะสมในการอยู่รอด 

(fitness) แตกต่างจากแบคทีเรียดั้งเดิม (ตั้งต้น) หรือไม่ โดนใช้วิธีการ fitness evaluation ด้วย 

competition assay โดยใช้ประโยชน์จากโปรตีน mCherry ซึ่งมีงานวิจัยที่ใช้ mCherry ในการ

ทดสอบที่ไม่มีกระทบต่อ fitness ของชุดควบคุม (Durão, Amicone, Perfeito, & Gordo, 2021) 

โดยโปรตีนเรืองแสง mCherry สามารถให้สีแก่โคโลนี (ภาพที่ 23) ทั้งจากการสังเกตและภายใต้แสง 

LED fluorescent ใน gel documentation system (Cytiva, USA) 

 

ภาพที่ 15: ภาพสัดส่วนของโคโลนีจากการทำ competition assay บนอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากทำ
การทดสอบ competition assay 
(A) โคโลนีของ Escherichia coli BL21: Mb (ลูกศรสีเหลือง) และโคโลนีของ Escherichia coli 
BL21: mCherry (ลูกศรสีชมพู)  
(B) โคโลนีของ Escherichia coli BL21: LBA (ลูกศรสีเหลือง) และโคโลนีของ Escherichia coli 
BL21: mCherry (ลูกศรสีชมพู)  

เมื่อได้โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วจึงนับจำนวนโคโลนีชุดควบคุม (mCherry สีชมพู) เทียบ

กับจำนวนโคโลนีของ E. coli สายพันธุ์ลูกผสมที่ผลิตโปรตีนฮีม (สีขาวเหลือง) จากนั้นนำมาวิเคราะห์

ทางสถิติด้วย t-test เพื่อประเมินความแตกต่างทาง fitness ระหว่างคู่เทียบ (ตารางที่ 15) ผลการ

ทดสอบนี้สอดคล้องกับระยะเวลาในการแบ่งเซลล์ (Td) ของเชื้อที่ทดสอบ โดยเห็นได้ชัดว่า E. coli 

BL21: Mb มี fitness ที่ลดลง ทั้งนี้อาจมาจากการที่แบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถผลิตโปรตีน 

myoglobin ได้ในปริมาณสูงเมื่อเทียบกับ protein content ในเซลล์ (ภาพที่ 14) 
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ตารางที่ 14: จำนวนโคโลนีของแบคทีเรียลูกผสมเทียบกบัชุดควบคุม (mCherry)  

Time 

points 
Samples 

(mCherry 

control) 

(heme protein-

expressing cells) T-test  

(2-tailed, 

pair) red colonies 

(avg CFU) 

white colonies 

(avg CFU) 

initial (t = 0) E. coli BL21: Mb 131.44 109.78 0.159 

3 hours E. coli BL21: Mb 181.56 122.22 0.029 

initial (t = 0) E. coli BL21: LBA 162.00 195.89 0.087 

3 hours E. coli BL21: LBA 271.89 227.67 0.270 

Two-tailed, pair t-test คำนวณจากการทำซ้ำ 3 ครั้ง (biological triplicates) และแต่ละครั้งด้วย 
3 ซ้ำทางเทคนิค (3 technological triplicates) การนับโคโลนีใช้ทั้งวิธีนับเองและใช้ซอฟท์แวร์ 
(VisionWorks LS, Germany) ผสมผสานกัน 
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7. การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (Scanning electron microscopy; SEM) 

เมื่อนำเซลล์แบคทีเรียโปรตีนลูกผสมส่องดูลักษณะทางกายภาพภายใต้กล้อง

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่าเซลล์มีลักษณะทางกายภาพที่คล้ายคลึงกันระหว่าง

แบคทีเรียพันธุ์ดั้งเดิมและแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิด แต่ในกรณีของเซลล์ที่มีการผลิตโปรตีน

ไมโอโกลบินนั้น มีลักษณะผนังเซลล์ที่มีลักษณะที่แตกต่างจากเซลล์กลุ่มอื่นที่ได้รับพลาสมิดที่

แตกต่างกัน ดังภาพที่ 15 

 
ภาพที่ 16: ภาพเซลล ์E. coli ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด กำลังขยาย 15,000 เท่า  
 (A) E. coli BL21 (wild type); (B) E. coli BL21 mCherry; (C) E. coli BL21 LBA (D) E. coli 
BL21 Mb) ผ่านการทำแห้งด้วยเอทานอล (ethanol series dehydration)  
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8. ผลการหาสภาวะที่เหมาะในการแสดงออกของโปรตีนฮีม ใน Escherichia coli 
ในลำดับสุดท้าย เพื่อทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนฮีม และศึกษา

การใช้แลกโทสเป็นสารเหนี่ยวนำแทนการใช้ IPTG ที่มีรายงานว่าอาจเป็นพิษต่อเซลล์และผู้ปฏิบัติงาน
หรือผู้บริโภคได ้

จากการทำการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนพบว่าเมื่อดูผลกระทบของ

ปัจจัยต่างๆต่อการตอบสนองโดยมีปัจจัย 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของ IPTG (X1) ระยะเวลา

หลังจากการเหนี่ยวนำ (X2) และ อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ (X3) เพื่อดูการตอบสนอง 3 การ

ตอบสนอง ได้แก่ ปริมาณโปรตีนรวมทั้งหมด (total protein) (R1) ปริมาณโปรตีนที่สนใจเมื่อเทียบ

กับอัตราส่วนของโปรตีนทั้งหมด (R2) และปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากการทำการเหนี่ยวนำด้วยแลค

โตส (R3) 

  ตารางที่17  ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในผลิตโปรตีน leghemoglobin  แสดงให้เห็นถึง

แบบแผนการทดลองหลังรันด้วยโปรแกรม design expert ได้แผนการทดลองทั้งหมด 17 รัน การ

ทำซ้ำระดับกลาง 4 ซ้ำ ประกอบด้วย 3 ตัวแปรอิสระ ได้แก่ ความเข้มข้นของสารแลคโทส อุณหภูมิที่

ใช้ในการเลี้ยง และระยะเวลาเก็บหลังทำการเหนี่ยวนำ และตัวแปรตอบสนอง 3 ตัวได้แก่ ปริมาณ

โปรตีนรวม ปริมาณโปรตีนที่สนใจ และความหนาแน่นของเซลล์หลังการเหนี่ยวนำ พบว่าในช่วง

สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ศึกษาจะให้ ปริมาณโปรตีนรวม โปรตีนที่สนใจ และปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิต

มากที่สุดคือ 1062.546 µg/mL 34.3494  µg/mL และ 6.10 x1010 CFU/mL ตามลำดับ 
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ตารางที่ 15: ผลการตอบสนองโปรตีน leghemoglobin (LBA)   

Run 

ปัจจัย    
ความ

เข้มข้นของ
แลคโทส 
(mM) 
X1 

อุณหภูมิที่ใช้
ในการเลี้ยง
แบคทีเรีย 

(°C) 
X2 

เวลาหลัง
ใส่สาร

เหนี่ยวนำ 
(ชั่วโมง) 

X3 

R1 
ปริมาณ

โปรตีนรวม 
(µg/mL) 

R2 
ปริมาณ
โปรตีนที่
สนใจ 24 

kDa 
(µg/mL) 

R3 
จำนวนเซลล์

ที่มีชีวิต
หลังจาก
เหนี่ยวนำ

การ
แสดงออก 
CFU/mL 

1 0.1 37 14 324.0846 23.1421 2.50E+08 
2 0.1 30 4 312.5462 4.799291 6.10E+10 
3 0.55 23 24 562.5462 11.55461 5.80E+08 
4 0.55 37 24 589.4692 2.120552 7.00E+07 
5 0.1 23 14 843.3154 12.45086 5.40E+08 
6 1 37 14 297.1615 11.77811 2.10E+08 
7 0.55 30 14 281.7769 19.51899 1.50E+08 
8 0.1 30 24 427.9308 16.94199 3.00E+08 
9 0.55 30 14 327.9308 22.87068 2.20E+08 
10 1 23 14 643.3154 12.43558 6.20E+08 
11 0.55 23 4 608.7 12.32134 1.12E+10 
12 0.55 30 14 1062.546 9.411356 1.90E+08 
13 0.55 30 14 339.4692 20.62043 2.30E+08 
14 0.55 37 4 320.2385 34.3494 1.41E+08 
15 1 30 24 712.5462 12.63076 9.00E+07 
16 0.55 30 14 424.0846 28.29624 1.00E+08 
17 1 30 4 547.1615 21.01756 1.35E+10 
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ตารางที่ 16: ผลกระทบของตัวแปรอิสระ 

*Statistically significant at 95% of confidence level 
 

 

 

  

Independence 
(ตัวแปรอิสระ) 

Effect (ผลกระทบ) p-value 
R1 R2 R3 R1 R2 R3 

A: ปริมาณแลค
โทส 

2958.58 108.86 2.841E+20 0.3679 0.0804 0.1595 

B: อุณหภูม ิ 24881.66 35.00 1.882E+19 0.0269 0.2848 0.6975 
C: เวลาในการ
เหนี่ยวนำ 

69593.20 15.06 8.989E+20 0.0023 0.4723 0.0265 

AB 76686.39 59.66 3.600E+15 0.0018 0.1743 0.9957 
AC 946.75 12.97 5.591E+20 0.6030 0.5036 0.0630 
BC 15147.93 11.93 2.782E+19 0.0659 0.5207 0.6374 
A² 157.12 -0.9965 7.976E+09 0.0007 0.7009 0.1702 
B² 41.73 0.3752 -7.749E+09 0.1735 0.8845 0.1811 
C² -2.50 -1.84 1.057E+10 0.9302 0.4832 0.0825 
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ตารางที่ 17:ผลการวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของตัวแปรอิสระต่อการตอบสนอง ของความเข้มข้น
ของโปรตีนทั้งหมด สัดส่วนของโปรตีน leghemoglobin และ จำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำ
การแสดงออก 

 
 ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน Leghemoglobin จากการนำผลการทดลอง

มารันด้วยโปรแกรม Design expert version 13 พบว่าโมเดลที่เหมาะสมที่สุดสำหรับในการอธิบาย

ผลของค่าตัวแปรตอบสนองทั้ง 3 ตัวแปร ที่โปรแกรมให้ใช้คือแบบ Quadratic เมื่อพิจารณาค่า R2 ที่

บ่งบอกถึงปริมาณค่า error ระหว่างผลการทดลองที่ได้กับค่าโมเดลที่โปรแกรมได้ทำนายไว้ โดยการ

ทดลองนี้ค่า R2 ของปริมาณโปรตีนรวม ปริมาณโปรตีนที่สนใจ และจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจาก

เหนี่ยวนำการแสดงออกเท่ากับ 0.9317 0.5901 0.6687 และ 0.7746 ตามลำดับ ค่า Adjusted R2 

จะให้คำนึงถึงตัวแปรที่มีความสำคัญต่อโมเดล โดยทั่วไปแล้วจะต้องมีค่าต่ำกว่าค่า R2 และถ้าในกรณีที่

มีค่าต่างจากค่า R2 มากจะหมายความว่า มีตัวแปรที่มีผลต่อโมเดลน้อยหรือไม่ได้มีความสำคัญต่อ

โมเดล ซึ่งในการทดลองนี้มีค่าเท่ากับ 0.8439 0.0631 0.2428 และ 0.4847 ตามลำดับ เช่นเดียวกับ

ค่า predict R2 หากมีค่านั้นมีความแตกต่างกับค่า R2 และ adjusted R2 มากจะหมายความว่าตัว

แปรนั้นส่งผลต่อโมเดลน้อยมาก ซึ่งจากค่าทดลองพบว่าค่า predict R2 มีค่าเท่ากับ 0.0031 -1.169 -

factors 

Sum of square Mean square f-value 

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 

Model 3.050E+05 
263.
04 

109.59 
2.758E+

21 
33890.8

1 
29.
23 

12.
18 

3.064E+
20 

10.
61 

1.12 
1.5
7 

2.67 

Residue 22356.51 
182.
70 

54.29 
8.025E+

20 
3193.79 

26.
10 

7.7
6 

1.146E+
20 

    

Lack of fit 20184.91 
47.2

2 
27.26 

8.025E+
20 

6728.30 
15.
74 

9.0
9 

2.675E+
20 

12.
39 

0.46
47 

1.3
5 

93208.
00 

Pure error 2171.60 
135.
48 

27.02 
1.148E+

16 
542.90 

33.
87 

6.7
6 

2.870E+
15 

    

Total 3.274E+05 
445.
73 

163.87 
3.560E+

21 
        

R² 0.9317 
0.59
01 

0.6687 0.7746         

Adjusted R² 0.8439 
0.06
31 

0.2428 0.4847         

Predicted R² 0.0031 
-

1.16
9 

-
1.9196 

-2.6068         

Adeq Precision 10.8923 
3.85
42 

4.2793 6.7960         



 50 

1.9196 และ -2.6068 ตามลำดับ พบว่าค่าของ predict R2 มีความแตกต่างกับค่า R2 และ 

Adjusted R2 มากแสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างกันเป็นอย่างมาก และค่า Adeq precision เป็น

ค่าที่ทำอัตราส่วนของค่าทำนายต่อค่าเฉลี่ยที่ทำนายผิดพลาด ในการทดลองนี้ได้ค่าเท่ากับ 10.8923 

3.8542 4.2793 และ 6.7960 ตามลำดับ และในทางสถิตินั้น ค่า model ที่ได้ควรจะเป็น significant 

(p<0.05)  และค่า lack of fit เป็น not significant (p>0.05)  

ภาพที่ 17: ภาพกราฟพื้นผิวการตอบสนองแบบ 3 มิติ ของการสนองต่อปัจจัยต่างๆของ E.coli BL21 
LBA  
(A) ผลของปัจจัยที่มีต่อปริมาณโปรตีนทั้ งหมด  (B) ผลของปัจจัยต่ออัตราส่วนของโปรตีน 
leghemoglobin ต่อโปรตีนทั้งหมด (C) ผลของปัจจัยต่อจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำการ
แสดงออกด้วยแลคโตส 

ในตารางที่ 20 ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในผลิตโปรตีน myoglobin แสดงให้เห็นถึงแบบ

แผนการทดลองหลังรันด้วยโปรแกรม design expert ได้แผนการทดลองทั้งหมด 17 รัน การทำซ้ำ

ระดับกลาง 4 ซ้ำ ประกอบด้วย 3 ตัวแปรอิสระ ได้แก่ ความเข้มข้นของสารแลคโทส อุณหภูมิที่ใช้ใน

การเลี้ยง และระยะเวลาเก็บหลังทำการเหนี่ยวนำ และตัวแปรตอบสนอง 3 ตัวได้แก่ ปริมาณโปรตีน

รวม ปริมาณโปรตีนที่สนใจ และจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำการแสดงออก พบว่าในช่วง

สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ศึกษาจะให้ ปริมาณโปรตีนรวม โปรตีนที่สนใจ และความหนาแน่นของเซลล์ที่

มากที่สุดคือ 1204.854 µg/mL  33.35245 µg/mL และ 8.80 x 1011 CFU/mL ตามลำดับ  
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ตารางที่ 18: ผลการตอบสนองโปรตีน Myoglobin (Mb)  

Run 

ปัจจัย การตอบสนอง 

ความเข้มข้น
ของแลคโทส 

(mM) 
X1 

อุณหภูมิที่ใช้ใน
การเลี้ยง

แบคทีเรีย (°C) 
X2 

เวลาหลังใส่
สารเหนี่ยวนำ 

(ชั่วโมง) 
X3 

R1 
ปริมาณ
โปรตีน
รวม 

(µg/mL) 

R2 
ปริมาณ
โปรตีนที่
สนใจ 24 

kDa 
(µg/mL) 

R3 
จำนวน
เซลลท์ี่มี

ชีวิต
หลังจาก
เหนี่ยวนำ

การ
แสดงออก 
CFU/mL 

1 0.1 37 14 712.5462 21.05127 2.50E+08 

2 0.1 30 4 254.8538 33.35245 1.18E+11 

3 0.55 23 24 777.9308 11.24779 1.40E+12 

4 0.55 37 24 939.4692 11.70874 4.20E+11 

5 0.1 23 14 693.3154 9.375243 1.02E+09 

6 1 37 14 420.2385 23.79601 2.50E+08 

7 0.55 30 14 704.8538 19.15291 2.10E+08 

8 0.1 30 24 670.2385 14.92006 1.07E+12 

9 0.55 30 14 1070.238 17.28587 2.10E+08 

10 1 23 14 785.6231 16.22916 2.30E+08 

11 0.55 23 4 497.1615 23.13131 1.26E+10 

12 0.55 30 14 558.7 25.05817 2.00E+08 

13 0.55 30 14 916.3923 14.18606 1.80E+08 

14 0.55 37 4 1204.854 12.65714 9.60E+10 

15 1 30 24 720.2385 17.00826 8.80E+11 

16 0.55 30 14 774.0846 18.08588 2.20E+08 

17 1 30 4 547.1615 21.01756 1.02E+11 
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ตารางที่ 19: ผลกระทบของตัวแปรอิสระ ได้แก่ ความเข้มข้นของแลคโตส (X1) ระยะเวลาหลังจาก
การเหนี่ยวนำ (X2) และ อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ (X3) ต่อความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด 
สัดส่วนของโปรตีน leghemoglobin และ จำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำการแสดงออก 
 

 
ตารางที่ 20: ผลการวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของตัวแปรอิสระต่อการตอบสนอง ของความเข้มข้น
ของโปรตีนทั้งหมด สัดส่วนของโปรตีน myoglobin และ จำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำการ
แสดงออก 

*Statistically significant at 95% of confidence level 

factors 
Sum of square Mean square f-value 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Model 2.733E+06 4.708E+08 2.994E+24 3.036E+05 5.232E+07 3.327E+23 9.36 4.43 22.05 
Residue 2.271E+05 8.271E+07 1.056E+23 32443.05 1.182E+07 1.509E+22    

Lack of fit 1.695E+05 5.920E+07 1.056E+23 56505.18 1.973E+07 3.521E+22 3.92 3.3 1.531E+08 
Pure error 57585.80 2.351E+07 9.200E+14 14396.45 5.878E+06 2.300E+14    

Total 2.960E+06 5.536E+08 3.100E+24       

R² 0.9233 0.8506 0.9659       
Adjusted R² 0.8246 0.6585 0.9221       
Predicted R² 0.0533 -0.7774 0.4548       
Adeq 
Precision 

9.8698 7.8105 15.1542 
      

Independence 
Effect (ผลกระทบ) p-value 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

A: ปริมาณแลคโทส 39.90 -2785.73 -2.585E+10 0.5508 0.0556 0.5705 

B: อุณหภูม ิ 22.60 2974.78 -1.122E+11 0.7332 0.0443 0.0363 
C: เวลาในการ
เหนี่ยวนำ 

347.12 486.38 4.302E+11 0.0010 0.7009 
< 
0.0001 

AB -109.62 1268.06 1.975E+08 0.2630 0.4846 0.9975 
AC 152.88 1266.38 -4.350E+10 0.1334 0.4852 0.5017 
BC 35.58 -5489.06 -2.658E+11 0.7046 0.0152 0.0034 
A² 161.15 -1797.62 3.029E+10 0.1090 0.3188 0.6284 
B² -302.31 5461.98 -3.006E+10 0.0108 0.0139 0.6310 

C² -509.04 3787.68 5.120E+11 0.0007 0.0582 
< 
0.0001 
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ภาพที่ 18: ภาพกราฟพื้นผิวการตอบสนองแบบ 3 มิติ ของการสนองต่อปัจจัยต่างๆของ E. coli 

BL21 Mb  

(A) ผลของปัจจัยที่มีต่อปริมาณโปรตีนทั้ งหมด  (B) ผลของปัจจัยต่ออัตราส่วนของโปรตีน 

myoglobin ต่อโปรตีนทั้งหมด (C) ผลของปัจจัยต่อจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากเหนี่ยวนำการ

แสดงออก 

 ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีน myoglobin จากการนำผลการทดลองมารัน

ด้วยโปรแกรม Design expert version 13 พบว่าโมเดลที่เหมาะสมที่สุดสำหรับในการอธิบายผลของ

ค่าตัวแปรตอบสนองทั้ง 3 ตัวแปร ที่โปรแกรมให้ใช้คือแบบ Quadratic เมื่อพิจารณาค่า R2 ที่บ่งบอก

ถึงปริมาณค่า error ระหว่างผลการทดลองที่ได้กับค่าโมเดลที่โปรแกรมได้ทำนายไว้ โดยการทดลองนี้

ค่า R2 ของปริมาณโปรตีนรวม ปริมาณโปรตีนที่สนใจ และความหนาแน่นของเซลล์ เท่ากับ 0.9233 

0.8506 และ 0.9659 ตามลำดับ ค่า Adjusted R2 จะให้คำนึงถึงตัวแปรที่มีความสำคัญต่อโมเดล 

โดยทั้วไปแล้วจะต้องมีค่าต่ำกว่าค่า R2 และถ้าในกรณีที่มีค่าต่างจากค่า R2 มากจะหมายความว่า มีตัว

แปรที่มีผลต่อโมเดลน้อยหรือไม่ได้มีความสำคัญต่อโมเดล ซึ่งในการทดลองนี้มีค่า 0.8246 0.6585 

และ 0.9221 ตามลำดับ เช่นเดียวกับค่า predict R2 หากมีค่านั้นมีความแตกต่างกับค่า R2 และ 

adjusted R2 มากจะหมายความว่าตัวแปรนั้นส่งผลต่อโมเดลน้อยมาก ซึ่งจากค่าทดลองพบว่าค่า 

predict R2 มีค่าเท่ากับ 0.0533 -0.7774 และ 0.4548 ตามลำดับ พบว่าค่าของ predict R2 มี

ความแตกต่างกับค่า R2 และ Adjusted R2 มากแสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างกันเป็นอย่างมาก และ

ค่า Adeq precision เป็นค่าที่ทำอัตราส่วนของค่าทำนายต่อค่าเฉลี่ยที่ทำนายผิดพลาด ในการทดลอง

นี้ได้ค่าเท่ากับ 9.8698 7.8105 และ 15.1542 ตามลำดับ และในทางสถิตินั้น ค่า model ที่ได้ควรจะ

เป็น significant (p<0.05)  และค่า lack of fit เป็น not significant (p>0.05)   



 54 

บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการทดลองพบว่ายีน LBA และ Mb ที่ออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์สามารถนำส่งเข้าสู่

เซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli ทั้งสายพันธุ์ DH5- เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดและสายพันธุ์ BL21 
เพื่อผลิตโปรตีนได้สำเร็จ การนำส่งยีนดังกล่าวนำไปสู่การแสดงออกของยีน แม้ว่าผลการประเมินการ
แสดงออกในระดับการถอดรหัส (transcriptional expression) ด้วยวิธีการ RT-PCR จะไม่สามารถ
สรุปผลได้ชัดเจนก็ตาม แต่ในระดับการแปลรหัส (translational expression) นั้น ปรากฏเป็นแถบ
โปรตีนชัดเจนตามขนาดที่คาดหมาย และแถบโปรตีนปรากฏเด่นเฉพาะในสภาวะการเลี้ยงเชื้อที่
เหนี่ยวนำด้วย IPTG หรือแลกโทสเท่านั้น  

การประเมินการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัสด้วยวิธี RT-PCR ในการศึกษานี้ผู้วิจัย
ใช้การสกัดอาร์เอ็นเอ (total RNA) ตามด้วยการทำปฏิกิริยาแบบ one-step RT-PCR กล่าวคือมีการ
ทำ reverse transcription ต่อด้วยการทำ PCR ในหลอดเดียวกัน โดยใช้อาร์เอ็นเอเป็นสารตั้งต้น 
จากงานวิจัยโดย Wacker และ Kodard (Wacker และGodard, 2005) พบว่า two-step RT-PCR 
ที่เปลี่ยนอาร์เอ็นเอให้เป็น complementary DNA (cDNA) ก่อน แล้วจึงทำ PCR มีประสิทธิภาพสูง
กว่า ในการทำการทดลองกับอาร์เอ็นเอนั้น ต้องคำนึงถึงความเสถียรของอาร์เอ็นเอและการปนเปื้อน
ของเอนไซม์ RNase อยู่แล้ว (Mathay  และคณะ, 2012) อีกทั้งยังพบว่าเมื่อใส่เอนไซม์ reverse 
transcriptase ลงไปผสมกับ DNA polymerase และมีสารตั้งต้นที่หลากหลายอาจทำให้ปฏิกิริยาไม่
อยู่ในสภาวะที่เหมาะสมที่สุด จึงทำให้ประเมินการแสดงออกของยีนได้ไม่ดีเท่าการวัดปริมาณโปรตีน
ด้วย SDS-PAGE 

ในการทำ SDS-PAGE ผู้วิจัยอาศัยขนาดของโปรตีนฮีมที่จำเพาะในการบ่งชี้แถบของโปรตีน
ฮีมที่ผลิตในการศึกษา อีกทั้งยังอาศัยการที่แบคทีเรีย E. coli ไม่มียีนที่ผลิตโปรตีนฮีมตามธรรมชาติ 
จึงใช้ differential expression ในสภาวะที่เหนี่ยวนำ และไม่เหนี่ยวนำด้วย IPTG ในการระบุโปรตีน
ฮีมได้ ทั้งเลกฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน ซึ่งมีขนาด 24 kDa และ 18 kDa ตามลำดับ อย่างไรก็ดี ใน
งานวิจัยนี้ยังไม่ได้ศึกษาการใช้ประโยชน์จากฉลากฮิสทีดีน (Hisx6 tag) เท่าที่ควร โดยศึกษาเพียงการ
ทำโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยนิกเกิลคอลัมน์ในเบื้องต้นเท่านั้น แต่ยังไม่ได้คำนวณ % yield ตลอดจนการ
ระบุโปรตีนที่จำเพาะเจาะจงด้วย Western blotting ซึ่งสามารถใช้ประโยชน์จาก anti-Hisx6 tag 
antibody ได้  (Zentgraf  และคณะ, 1995) เป็นต้น 

เมื่อยืนยันการแสดงออกของโปรตีนฮีมใน E. coli ได้สำเร็จแล้ว ผู้วิจัยจึงศึกษาผลของการ
ผลิตโปรตีนต่อลักษณะทางกายภาพและการเจริญของเชื้อสายพันธุ์ลูกผสม (recombinant strains) 
ในการศึกษาอัตราการแบ่งตัว (doubling time) พบว่าการแสดงออกของโปรตีน ไมโอโกลบินด้วย
เวกเตอร์พลาสมิด pET151 ส่งผลให้เซลล์ E. coli BL21เจริญช้าลง โดยมีระยะการแบ่งเซลล์ที่ยาวขึ้น
ใกล้เคียงสองเท่า (doubling time เพิ่มขึ้นจาก ~35 เป็น 67 นาที) ผลการศึกษาดังกล่าวนี้สอดคล้อง
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กับผลจากการประเมิน fitness ด้วย competition assay ซึ่ งในการศึกษานี้  ผู้วิจัยใช้  E. 
coli::mCherry ที่ผลิตโปรตีนเรืองแสงสีแดงเป็นตัวเปรียบเทียบเพื่อให้สามารถจำแนกเซลล์/โคโลนี
จากสายพันธุ์ที่ผลิตโปรตีนฮีม (ไม่เรืองแสง) ได้ จากงานวิจัยโดย van Zyl และคณะ พบว่าการผลิต
โปรตีน mCherry ไม่กระทบต่อการเจริญของ E. coli และ Lactobacillus sp. (van Zyl  และคณะ, 
2015) 

อย่างไรก็ดี E. coli สายพันธุ์ลูกผสมที่ผลิตเลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) นั้น มี 
doubling time เทียบเท่ากับ wild type (E. coli BL21) และสายพันธุ์อ้างอิง E. coli::mCherry 
และการแสดงออกของโปรตีนฮีม นั้นไม่ได้ทำให้ลักษณะทางกายภาพของเซลล์แตกต่างจากเซลล์
ดั้งเดิมสังเกตได้จากภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) จึงเป็นข้อสังเกต
ที่น่าสนใจว่าการผลิตโปรตีนฮีมไมโอโกลบิน ทำไมจึงส่งผลกระทบต่อสรีรวิทยาของเซลล์แตกต่างจาก
เลกฮีโมโกลบินซึ่งเป็นโปรตีนฮีมเช่นกัน และมีขนาดใกล้เคียงกันกับไมโอโกลบิน ผู้วิจัยคาดว่าอาจมา
จากการใช้พลาสมิดต่างชนิดกัน ได้แก่ pET151 และ pBR322 อย่างไรก็ดีทั้งสองพลาสมิดมีการใช้กัน
อย่างแพร่หลายใน E. coli (Karki, 2012) ปัจจัยอื่น ๆ ที่อาจเป็นไปได้ คือ ความเป็นพิษของโปรตีน
ต่อเซลล์เจ้าบ้าน (protein toxicity) และการใช้ทรัพยากรในการผลิตโปรตีนฮีมแทนการผลิตชีวมวล
ของ E. coli::Mb ซึ่งควรมีการศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตโปรตีนต่อไปหากต้องการนำไปใช้
ประโยชน ์

จากการศึกษาผลกระทบของสภาวะที่ใช้ในการเลี้ยง E.coli BL21 ที่มีการผลิตโปรตีนฮีม เลก
ฮีโมโกลบินและไมโอโกลบิน โดยการศึกษาปัจจัย 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของสารเหนี่ยวนำแลก
โทส (0.1-1 mM) ระยะเวลาในการเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน (4-24 ชั่วโมง) และอุณหภูมิในการ
เลี้ยงเชื้อ (23-37°C)  พบว่าปัจจัยเหล่านี้แทบไม่ส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีนฮีมทั้งสองใน
ปริมาณมาก (protein overexpression) แต่มีระยะเวลาและอุณหภูมิที่ส่งผลต่อการเจริญของเชื้อ วัด
จากการอยู่รอดของเชื้อในหน่วย CFU/mL และการผลิตโปรตีนรวม ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณของเซลล์
แบคทีเรียที่เพิ่มขึ้น จึงสรุปได้ว่า สามารถผลิตโปรตีนฮีมได้โดยใช้การเหนี่ยวนำการแสดงออกของยีน
ด้วยแลกโทส 0.1 mM เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เพื่อประหยัดสารเหนี่ยวนำและเวลาในการผลิต อีกทั้งยัง
สามารถทำการผลิตโปรตีนฮีมได้ในอุณหภูมิห้อง (28-30°C) และควรมีการปรับการทดลอง คือ ปรับ
ช่วงการทดลองในปัจจัยต่าง ๆ เพื่ อ ให้ครอบคลุมช่วงที่ สามารถเห็นผลการทำ protein 
overexpression ที่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญได ้

 
 

 

  



 56 

ข้อเสนอแนะ 
ในการนำโปรตีนไปใช้ประโยชน์เชิงอุตสาหกรรม จำเป็นต้องทำโปรตีนให้บริสุทธิ์ ซึ่งโปรตีนที่

ผลิตออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular proteins) จะสามารถเก็บเกี่ยวได้ง่ายกว่าโปรตีนที่ผลิตใน

เซลล์ (intracellular proteins) ที่ต้องอาศัยการทำ cell lysis  

ในการผลิตโปรตีนเพื่อให้เซลล์ส่งออกสู่ภายนอกเซลล์ (secretion) สามารถทำได้โดยเทคนิค

ต่าง ๆ เช่น การเติมลำดับกรดอะมิโนที่เป็นสัญญาณสำหรับการส่งออกโปรตีนไปยัง extracellular 

space (Schierle et al., 2003) เพื่อความสะดวกในการเก็บเกี่ยวโปรตีน เช่น ลำดับกรดอะมิโนของ 

PelB และ DsbA เป็นต้น(Kulmala  และคณะ, 2022) 

นอกจากนี้อาจนำส่งยีนเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านที่เป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม generally recognized as 

safe (GRAS) เช่น Bacillus sp. และ Lactobacillus spp.  โดยจะต้องมีการปรับการใช้โคดอน และ

การใช้พลาสมิดเวกเตอร์ที่เหมาะสมกับเซลล์เจ้าบ้านต่อไป 

ในการนำโปรตีนฮีมไปใช้ประโยชน์ ควรศึกษาสภาวะที่โปรตีนสามารถตรึงฮีมและหรือธาตุ

เหล็กไว้ในโมเลกุลได้ ทั้งนี้ ควรมีการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม และอาจมีการศึกษาการส่งถ่าย

และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตฮีมเพิ่มเติมด้วย เช่น  ALAS (ALA synthese) 

(Chiabrando  และคณะ, 2014)  cyoE (heme o synthase) (Geng  และคณะ, 2022) และ ctaA 

(heme a synthase) (Svensson และHederstedt, 1994) เป็นต้น 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชือ้ และสารละลาย 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 

Luria-Bertani (LB) broth (สูตรลดปรมิาณ NaCl 50%) 
Yeast extract  5 g/L 
Tryptone 10 g/L 
Sodium chloride (NaCl) 5 g/L 
น้ำกลั่น 1 L 
*ในกรณีที่ต้องการเตรียมอาหาร LB แบบแข็งใส่ bacteriological agar powder 12 g/น้ำ 1 L 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วย autoclave อณุหภูมิ 121 °C ความดัน 15 PSI เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
ปฎิกิริยาลูกโซพ่อลิเมอเรส (PCR) และ RT-PCR 

สภาวะที่ใช้ในการทำ PCR 

2x Taq master mix (Vivantis, Malaysia) 
Reagents Volume (μL) 

2x Taq master mix  6.25 
forward primer (10 µM) 0.6 
reverse primer (10 µM) 0.6 
molecular-grade water 3.5 
DNA template 2 หรือตามความเข้มข้น 
 ปรับให้เป็น 12.5 μL ด้วยน้ำ 

 

Taq PCR master mix (QIAGEN, USA) 
Reagents Volume (μL) 

10x buffer 1.25 
2 mM dNTP 0.25 
forward primer (10 µM) 0.5 
reverse primer (10 µM) 0.5 
molecular-grade water 7.9 
Taq DNA polymerase 0.06 
DNA template 2 หรือตามความเข้มข้น 
รวม ปรับให้เป็น 12.5 μL ด้วยน้ำ 
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SensiFAST SYBR one-step mix (Bioline, UK) 
Reagents Volume (μL) 

2x sensiFAST mix 10 
Forward primer (10 µM) 0.8 
Reverse primer (10 µM) 0.8 
Reverse transcriptase  0.2 
H2O (DEPC-treated) 3.8 
RNA Template  4 
รวม 20  

 

สภาวะในการทำ PCR ด้วยเครื่อง thermal cycler 

สำหรบัการเพิม่ปริมาณยนี LBA 
 อุณหภูม ิ(°C) เวลา (นาที:วนิาที) 
Initial Denaturation 95 5:00 
Denaturation 95 0:30 
Annealing 57 0:35 
Extension  72 0:45 
Final extension  72 7:00 
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สำหรับการเพิ่มปริมาณยีน Mb 
 อุณหภูม ิ(°C) เวลา (นาท:ีวินาที) 
Initial Denaturation 95 2:00 
Denaturation 95 0:24 
Annealing 65 0:35  
Extension  72 0:45  
Final extension  72 7:00 

 

สภาวะในการทำ RT-PCR 

สำหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน LBA และ Mb ในระดับการถอดรหัส   

 scan อุณหภูม ิ
 (°C) 

เวลา  
(นาที:วนิาที) 

goto loop 

Reverse 
transcription 

 45 10:00   

Denaturation  95 2:00   
Annealing  95 0:05    
Extension   57 0:30  3 39 
Final extension  * 72 7:00    

Melting curve * Melting curve 60 °C ถึง 95 °C 
15 วินาท ีด้วย ∆T 1 °C 
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ภาคผนวก ค 
ปฏิกิรยิา restriction digestion และ ligation 

ปฏิกิริยา Restriction digestion สำหรบัตัด พลาสมิด pBR322  
Reagents  Volume (μL) 

DNA template 6 
Buffer V5 12 
XhoI 0.5 
Ndel 0.5 
Molecular grade water 105.5 
รวม 120 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

ปฏิกิริยา ligation สำหรบัเชื่อมพลาสมิด pBR322  
Reagents  Volume (μL) 

Molecular grade water 6 

10x buffer (T4 DNA ligase) 3 

Restriction digestion Product  20 

T4 DNA Ligase  1 

รวม 30 



 62 

ภาคผนวก ง 
บัฟเฟอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

 

บัฟเฟอร์สำหรับ gel electrophoresis 
10 TAE buffer 10X (stock solution) 
Tris-base (tris(hydroxymethyl)aminomethane) 48.4 g 
glacial acetic acid 11.4 mL 
EDTA 3.7 g 
น้ำกลั่น  988 mL 

 

บัฟเฟอร์และสารละลายที่ใช้ในการทำ SDS-PAGE 
Protein lysis buffer 
50 mM KH2PO4 15 mL 
300 mM KCl 15 mL 
10 mM imidazole 150 μL 
น้ำกลั่น 120 mL 
รวม 150 mL 

*ก่อนใช้เติม 1M DTT 150 μL  

Laemmli sample buffer (2X) 
10% (w/v) SDS 4 mL 
glycerol 2 mL 
1 M Tris-Cl (pH 6.8) 1.2 mL 
molecular-grade water 2.8 mL 
bromophenol blue 0.02% (w/v) 
10x SDS-PAGE Running Buffer 
Tris-base 30.3 g 
glycine 144 g 
SDS 10 g 
น้ำกลั่น/molecular-grade water 1,000 mL 
Coomassie staining buffer  
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Coomassie blue 0.1% (w/v) 
methanol 40% (w/v) 
acetic acid glacial 10% (w/v) 
น้ำกลั่น/molecular-grade water 50% (w/v) 
Distaining solution  
ethanol 300 mL 
glacial acetic acid 100 mL 
น้ำกลั่น/molecular-grade water 600 mL 
รวม 1,000 mL 
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ภาคผนวก จ 
ผลการเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดในอาหารที่เสริม FO growth 

supplement 

 
ภาพที่ 19: กราฟแสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในอาหาร LB broth และทำการเหนี่ยวนำ
ด้วย IPTG ที่วัดด้วยค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร (OD600)  

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

OD
60

0

Time (hour)
E. coli BL21 E. coli BL21: pBR322+LBA E. coli BL21: pBR322+Mb



 65 

 

ภาพที่ 20: กราฟแสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในอาหาร LB broth ที่มีส่วนผสมของ 0.1% 
FO growth supplement และเหนี่ยวนำด้วย IPTG ที่วัดด้วยค่าดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
(OD600) 

 

ภาพที่ 21: กราฟแสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในอาหาร LB broth ที่มีส่วนผสมของ 0.5% 
FO growth supplement และเหนี่ยวนำด้วย IPTG 
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ภาคผนวก ฉ 
การสร้างสายพันธุ์อ้างอิง E.coli BL21:mCherry  

 

การส่งถ่ายยีน mCherry เขา้สู่เจ้าบ้าน Escherichia coli 

 เพื่อเป็นการสร้างแบคทีเรียที่เป็นชุดควบคุมในการประเมมินความเหมาะสม (fitness) ของ

แบคทีเรียที่ผ่านการทำพันธุวิศวกรรม โดยใช้ประโยชน์จาก mCherry โปรตีนที่มีการให้สีเป็นตัว

จำแนกระหว่างสายพันธ์ุ  

 เลี้ยงเชื้อ E. coli BL21 และ E. coli DH5 ใน LB ชนิดเหลวข้ามคืน และนำมา subculture 

ที่ อุณหภูมิ  37°C  อีกครั้ งก่อนนำมาใช้งาน โดยทำการเก็บ เกี่ ยวเซลล์ด้ วยหลอด 1.5m L 

microcentrifuge tube กำจัดส่วนใสทิ้งและเติมสารละลาย 0.1 M CaCl2 ปริมาณ 50 μL นำไปปั่น

เหวี่ยง (benchtop centrifuge, maximum speed, 1 min) กำจัดส่วนใสทิ้ง และเติม CaCl2  ความ

เข้มข้น ปริมาตร 50 μL อีกครั้ง ผสมให้เข้ากันกับเซลล์ (resuspend) เติมพลาสมิดลงไปในหลอด 

และนำไปบ่มในน้ำแข็ง 30 นาที และนำหลอดไป heat-shock ที่อุณหภูมิ 42 °C เซลเซียสในอ่างน้ำ

แบบควบคุมอุณภูมิ เป็นเวลา 90 วินาที เมื่อครบเวลาแล้วนำหลอดลงไปบ่มต่อในน้ำแข็งทันทีเป็น

เวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหาร LB แบบเหลวลงในหลอดปริมาณ 1 mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C ในตู้

บ่มเป็นเวลา 60 นาทีและนำไปเขย่าในเครื่องเขย่าอุณหภูมิเป็นเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลานำมาเกลี่ย

บนอาหาร LB แบบแข็ง ที่มีส่วนผสมของแอมพิซิลลิน (100 µg/mL) 
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ผลการส่งถ่ายพลาสมิด mCherry เขา้สู่ Escherichia coli BL21  

  

 

ภาพที่ 22: (A) แบคทีเรียที่ผ่านการ transformation ด้วยพลาสมิดจาก Escherichia coli DH5α 
pBR322 bla::mCherry มีความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีแอมพิซิลลิน  (B) โคโลนีจะ
เปลี่ยนเป็นสีชมพูแดง เมื่อผ่านไปประมาณ 2 วัน 

 
ภาพที่ 23: ลักษณะของผงแห้งที่ผ่านการทำแห้งแบบแห้งเยือกแข็งโดยเครื่อง freeze dryer 
 (A) เซลล์ของเซลล์ wild type (B) ผงของเซลล์ของเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดที่ผลิตโปรตีน LBA (C) ผง-
ของเซลล์ของเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดที่ผลิตโปรตีน myoglobin (D) ผงของเซลล์ของเซลล์ที่ได้รับพ
ลาสมิดที่ผลิตโปรตีน mCherry (โดยผงของเซลล์ที่ผลิตโปรตีน mCherry นั้นจะมีลักษณะเป็นสีชมพู)  
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ผลจากการตรวจสอบ ยีน mCherry จากเซลลเ์จ้าบ้าน Escherichia coli 

 

ภาพที่ 24: (A) ผลการสกัดพลาสมิด mCherry จาก DH5α:bla:mCherry (B) ภาพผลิตภัณฑ์ PCR 
ของยีน mCherry 771 base pair  
 

การเรืองแสงของโปรตีน mCherry และผลจากการถ่ายภาพใต้ระบบ gel documentation 

system 

ภาพที่ 25: ลักษณะของโคโลนี E. coli BL21: mCherry 
(A) ภาพของโคโลนีภายใต้แสงธรรมชาติ (โคโลนีสีแดง E. coli BL21: mCherry โคโลนีสีเหลือง E. 
coli BL21 ชุดทดสอบ) (B) ภาพของโคโลนีภายใต้แสง UV ที่มีฟิลเตอร์ (โคโลนีสีดำ E. coli BL21: 
mCherry โคโลนีสีเทา E. coli BL21 ชุดทดสอบ) (C) ภาพของโคโลนีภายใต้ fluorescence และ
ภาพของโคโลนีเมื่อนำมาปรับสีภาพด้วย rainbow mode ในโปรแกรม ImageQuant TL (โคโลนีสี
แดง E. coli BL21: mCherry โคโลนีสีเขียว E. coli BL21 ชุดทดสอบ) 
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