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บทคัดย่อ 
ซี-ไฟโคไซยานิน คือไฟโคบิลิโปรตีนชนิดหนึ่ง มีสีน า้เงินและมีความส าคญัต่อการสงัเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโน

แบคทีเรีย ปัจจุบนัมีการน าซี-ไฟโคไซยานินมาใช้เป็นสีผสมในอาหารและเคร่ืองส าอาง อีกทัง้มีการรายงานวา่ซี -ไฟโคไซยานิน        
มีสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระได้ดี งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อค้นหาและวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีนซี-ไฟโคไซยานิน
หน่วยย่อยเบตา (cpcB) จากไซยาโนแบคทีเรียน า้พุร้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ผู้ วิจัยได้ออกแบบคู่ไพรเมอร์
เพื่อเพิ่มปริมาณยีน cpcB ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส และโคลนเข้าสูเ่วกเตอร์ pGEM-T easy เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ผลที่ได้พบว่ายีน cpcB มีขนาด 519 คู่เบส และมีความเหมือนสงูสดุกับยีน cpcB ของ Thermosynechococcus sp. NK55a, 
T. elongatus BP-1 และ Synechococcus vulcanus อยู่ 97% ซึ่งพบว่าไซยาโนแบคทีเรียทัง้ 3 ชนิดนีด้ ารงชีพในแหลง่ที่มี
อณุหภมูิสงูเช่นกนั เมื่อพิจารณาที่ระดบัโปรตีนพบว่าโปรตีน CpcB มีความยาว 172 กรดอะมิโน และพบกรดอะมิโนกลตูามีน
ต าแหนง่ที่ 68 และแอสพาราจีนต าแหนง่ที่ 21 ทีอ่าจมีความเก่ียวข้องกบัเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่อณุหภมูิสงู 
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Abstract 
 C-Phycocyanin, a blue-colored pigment, is a type of phycobiliproteins that has an important role in 
light-dependent photosynthetic reactions of cyanobacteria. It is used as a natural pigment in food and cosmetics 
and has also been shown to possess antioxidant properties. The aim of this study was to identify  and analyze 
the nucleotide sequences of a gene encoding a C-phycocyanin beta subunit (cpcB) belonging to 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01, a thermophilic cyanobacterium. Primers were designed to amplify cpcB 
gene by polymerase chain reaction and DNA fragment was ligated to pGEM-T easy vector for nucleotide 
sequencing. The sequencing results showed that the cpcB gene was 519 base pairs in length and its nucleotide      
sequences had 97% identity to those of thermophilic Thermosynechococcus sp. NK55, T. elongatus BP-1 and 
Synechococcus vulcanus. At the protein level, CpcB protein was made up of 172 amino acids. The presence of 
glutamine at position 68 and asparagine at position 21 were noticeable and their presence could involve in the 
stability of C-phycocyanin at high temperature. 
 

Keywords : Hot spring cyanobacteria, C-phycocyanin, C-phycocyanin beta subunit gene 

 
บทน า  

ไฟโคบิลิโปรตีน (Phycobiliproteins) คือรงควตัถุประกอบ (accessory pigments) ซึ่งท าหน้าที่ในการดดูกลืน
พลงังานแสงเพื่อใช้ในการสงัเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีแดง (Govindjee & Shevela, 2011; 
Grossman et al., 1993) ไฟโคบิลิโปรตีนโดยทัว่ไปที่พบในไซยาโนแบคทีเรีย ได้แก่ ซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) อลัโล-
ไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) และไฟโคอีริทริน (phycoerythrin) (MacColl, 1998) โดยซี-ไฟโคไซยานินเป็นรงควตัถทุี่มีสี
น า้เงิน สามารถดดูกลืนแสงได้สงูสดุที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และปลดปลอ่ยฟลอูอเรสเซนต์ได้สงูสดุที่ความยาวคลืน่ 
650 นาโนเมตร (Minkova et al., 2003) โครงสร้างของซี-ไฟโคไซยานินเป็นโมเลกุลเชิงซ้อนซึ่งประกอบด้วยโปรตีน 2 หน่วย
ย่อย ได้แก่ หน่วยย่อยแอลฟาและเบตา โดยโปรตีนแต่ละหน่วยย่อยจะเช่ือมต่อกับไฟโคไซยาโนบิลิน (phycocyanobilin)              
1 และ 2 โมเลกุล ตามล าดับ  ด้วยพันธะโควาเลนท์ซึ่งกระตุ้ นโดยเอนไซม์บิลินไลเอส ในธรรมชาติซี -ไฟโคไซยานิน            
หน่วยแอลฟาและเบตาจะอยู่รวมกันเป็นโครงสร้างมอนอเมอร์  (αβ) ไตรเมอร์ (αβ)3 และเฮกซะเมอร์ (αβ)6 แต่ละ            
เฮกซะเมอร์จะรวมกันเป็นแท่ง แต่ละแท่งของซี-ไฟโคไซยานินจะยึดจับกันด้วยโปรตีนเชื่อมต่อ และยึดจับกับไฟโคบิลิ
โปรตีนชนิดอื่น ๆ เพื่อท าหน้าที่ในการดดูกลนืแสงและสง่ผา่นพลงังานไปยงัศนูย์กลางปฏิกิริยาต่อไป (MacColl, 1998) โดยยีน
ที่ท าหน้าที่สงัเคราะห์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาและเบตาในไซยาโนแบคทีเรีย ได้แก่ ยีน cpcA และ cpcB 
ตามล าดบั  ซึ่งทัง้สองยีนนีจ้ะอยู่ภายในไฟโคไซยานินโอเปอรอน (phycocyanin operon) โดยมีรายงานว่าไฟโคไซยานิน
โอเปอรอนของ Synechococcus sp. PCC7002 ประกอบด้วยยีน cpcB, cpcA, cpcC, cpcD, cpcE และ cpcF 
ตามล าดบั โดยยีน cpcE และ cpcF ท าหน้าที่สงัเคราะห์เอนไซม์บิลินไลเอส (bilin lyase) ซึ่งเช่ือมไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากบั
โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหนว่ยหน่วยยอ่ยแอลฟา (Zhou et al., 1992) สว่นยีน cpcC และยีน cpcD ท าหน้าที่สงัเคราะห์โปรตีน
เช่ือมต่อระหว่างแท่งซี-ไฟโคไซยานิน (phycocyanin-associated rod linker protein) (de Lorimier et al., 1990a, 1990b) 
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นอกจากนีย้งัมียีนอื่น ๆ ที่อยู่นอกไฟโคไซยานินโอเปอรอนแต่เก่ียวข้องกบัการท าหน้าที่ของซี-ไฟโคไซยานิน เช่น ยีน cpcS, 
cpcU และ cpcT เป็นต้น ซึง่ท าหน้าที่สงัเคราะห์เอนไซม์บิลนิไลเอสเช่ือมไฟโคไซยาโนบิลนิเข้ากบัโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหนว่ย
ยอ่ยเบตา (Shen et al., 2006, 2008) 

โดยทั่วไปสามารถพบไซยาโนแบคทีเรียได้ทัง้ในแหล่งน า้จืด น า้เค็ม รวมไปถึงในน า้พุร้อน และหิมะ เป็นต้น 
(Yuwadee, 2006) ส าหรับไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถทนความร้อนได้ดีมกัจะมีโปรตีนซึ่งมีกรดอะมิโนที่มีประจุ (Asp, Glu, 
Arg, Lys) และมีขัว้ (Asn, Gln, Ser, Thr) จ านวนมากกว่ากรดอะมิโนที่ไม่มีขัว้ ซึ่งสมบัติของกรดอะมิโนที่มีประจุและมีขัว้
เหลา่นีส้ามารถท าให้เกิดแรงวาลเดอวาลล์ พนัธะไอออนิก พนัธะไดซลัไฟด์ และพนัธะไฮโดรเจน ภายในโครงสร้างโปรตีนมาก
ยิ่งขึน้สง่ผลให้โปรตีนจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสงูสามารถทนความร้อนได้ดี (Prabha et al., 2012) ดงันัน้ผู้วิจยั
จึงได้สนใจที่จะศึกษาซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในแหล่งที่มีอุณหภูมิสูง โดยคาดว่าซี-ไฟโคไซยานินที่            
สร้างขึน้โดยไซยาโนแบคทีเรียกลุม่นีจ้ะมีล าดบักรดอะมิโนที่สง่ผลให้ซี-ไฟโคไซยานินมีเสถียรภาพท่ีอณุหภมูิสงูด้วย  

ปัจจุบนัมีการศึกษาและการน าซี-ไฟโคไซยานินมาใช้ประโยชน์ต่าง ๆ มากมาย อาทิ ใช้เป็นสารสีผสมในอาหารและ
เคร่ืองส าอาง ใช้เป็นสารฟลอูอเรสเซนต์ (Richa et al., 2011; Pandey et al., 2013) และใช้เป็นสารออกฤทธ์ิทางเภสชักรรม 
อาทิ สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Estrada et al., 2001; Romay et al., 2003) สารต้านการอักเสบ (anti-inflammatory 
agent) (Shih et al., 2009) และสารต้านจุลชีพ (antimicrobial agent) (Muthulakshmi et al., 2012) เป็นต้น อย่างไรก็ตาม
กระบวนการทางอุตสาหกรรมมกัจะมีขัน้ตอนที่มีการใช้อุณหภูมิสงูเข้ามาเก่ียวข้องซึ่งอาจส่งผลต่อเสถียรภาพของซี-ไฟโค           
ไซยานิน มีการศึกษาซี-ไฟโคไซยานินจาก Spirulina sp. ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภมูิปานกลาง พบว่าเมื่อ
บ่มซี-ไฟโคไซยานินที่อณุหภมูิ 59 และ 64 องศาเซลเซียส ที่ pH 7 เป็นเวลา 30 นาที ซี-ไฟโคไซยานินคงสภาพการท างานไว้ได้
เพียง  52% และ 33% ตามล าดับ (Chaiklahan et al., 2012) ในขณะที่  T. elongatus TA-1 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเ รียที่
เจริญเติบโตได้ดีที่อณุหภมูิสงู เมื่อบ่มซี-ไฟโคไซยานินที่อณุหภมูิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ที่ pH 7 เป็นเวลา 4 ชัว่โมง พบวา่ 
ซี-ไฟโคไซยานินสามารถคงสภาพการท างานได้ถึง 80.26% และ 65.65% ตามล าดบั (Leu et al., 2013) ดังนัน้ซี-ไฟโค 
ไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในแหล่งที่มีอณุหภูมิสงูจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการน ามาประยกุต์ใช้ใน
อตุสาหกรรมที่มีกระบวนการให้ความร้อนเข้ามาเก่ียวข้อง 

ปัจจบุนัการโคลนยีนและผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีนในระบบ E. coli เป็นวิธีการท่ีนิยมใช้กนัอยา่งแพร่หลาย เนื่องจาก 
เป็นวิธีที่สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมากและรวดเร็ว อีกทัง้ยงัสามารถออกแบบการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิได้ด้วยวิธีท่ีไม่
ซับซ้อน ที่ผ่านมาการศึกษาซี-ไฟโคไซยานินทางด้านชีวโมเลกุลส่วนใหญ่เป็นการศึกษาจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัใน
อณุหภมูิปานกลาง แต่การศึกษาซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภมูิสงูยงัมีไม่มากนกั ยกตวัอย่างเช่น 
Cherdkiatikul & Suwanwong (2014) ได้โคลนยีนและผลิตโปรตีน CpcA และ CpcB จาก Spirulina platensis ซึ่งเป็น          
ไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิปานกลาง ในระบบ E. coli แล้วน าโปรตีนที่ได้มาศึกษาสมบตัิการต้านอนมุลูอิสระ และ
พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcA และ CpcB สามารถต้านอนุมูลอิสระไฮดรอกซีและเปอร์ออกซีได้ดี แสดงให้เห็นว่า
โปรตีนซีไฟโคไซยานินทัง้หน่วยย่อยแอลฟาและเบตาที่ปราศจากไฟโคไซยาโนบิลินก็มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระได้ 
นอกจากนีจ้ากงานวิจยัของ Wang et al. (2007) ซึ่งได้โคลนยีนและผลิตโปรตีน CpcB จาก Anabaena sp. PCC 7120            
ในระบบ E. coli   พบว ่า โปรตีน  CpcB  ที ่ได้ม ีสมบตั ิที ่ช ่วยย ับยัง้การแพร่กระจาย  และกระตุ้นให้ เกิดการตาย                
(apoptosis)ในเซลล์มะเร็งอีกด้วยดังนัน้การศึกษาโปรตีนซี -ไฟโคไซยานินแต่ละหน่วยย่อยจึงเป็นที่น่าสนใจเช่นกัน                 
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งานวิจ ัยนี  ้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหา และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนซี -ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาจาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่แยกได้จากแหล่งน า้พุร้อนในเขตจังหวดัสรุาษฎร์ธานี 
(Suwanmanee et al., 2015) โดยการศกึษาในครัง้นีอ้าจน าไปสูค่วามรู้ความเข้าใจในยีนซี-ไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียที่
อาศยัในอณุหภมูิสงูมากขึน้ และยงัสามารถคาดการณ์ถึงล าดบักรดอะมิโนที่เป็นตวัก าหนดโครงสร้างของโปรตีนและสมบตัิการ
ทนความร้อนของซี-ไฟโคไซยานินด้วย ซึ่งงานวิจยัชิน้นีน้่าจะเป็นการรายงานครัง้แรกของการโคลนยีนและการคาดการณ์
โครงสร้างโปรตีนของซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus sp. ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสูงที่แยก
ได้ในประเทศไทย โดยการศึกษาในขัน้ตอนต่อไปผู้ วิจัยวางแผนจะน ายีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาที่ได้นีโ้คลนเข้าสู่
เวกเตอร์ส าหรับผลิตโปรตีน และผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาในระบบ E. coli  เพื่อน าโปรตีนที่
ผลิตได้มาศกึษาสมบตัิการต้านอนมุลูอิสระตอ่ไป หากโปรตีน-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาจาก Thermosynechococcus sp. 
TUBT-T01 สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีและยังมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงด้วย จักเป็นทางเลือกที่มีศักยภาพในการน ามา
ประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารและยาที่มีการใช้อณุหภมูิสงูเข้ามาเก่ียวข้อง 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การเลีย้งไซยาโนแบคทเีรียน า้พุร้อนและการสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอ 

เลีย้งไซยาโนแบคทีเรีย Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ในอาหารสตูร BG-11 ซึ่งประกอบด้วย NaNO3 3 
กรัม/ลิตร K2HPO4 40 มิลลิกรัม/ลิตร MgSO4.7H2O 75 มิลลิกรัม/ลิตร CaCl2.2H2O 36 มิลลิกรัม/ลิตร Citric acid 
monohydrate 6.56 มิลลิกรัม/ลิตร Ferric ammonium citrate 6 มิลลิกรัม/ลิตร EDTA disodium salt 1.04 มิลลิกรัม/ลิตร 
Na2CO3 20 มิลลิกรัม/ลิตร และสารละลายโลหะผสม (H3BO3 2.86 กรัม/ลิตร MnCl2.4H2O 1.81 กรัม/ลิตร ZnSO4.7H2O 
0.22 กรัม/ลิตร NaMoO4.2H2O 0.39 กรัม/ลิตร CuSO4.5H2O 79 มิลลิกรัม/ลิตร และ Co(NO3)2.6H2O 49.4 มิลลิกรัม/ลิตร)           
1 มิลลิลิตร/ลิตร (Rippka et al., 1979) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร เลีย้งที่อณุหภมูิ 50 องศา
เซลเซียส บนเคร่ืองเขย่า 100 รอบ/นาที และให้แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ความเข้มแสงประมาณ 3,000 ลกัซ์ ตลอด 24 
ชั่วโมง ท าการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 30 วนั ป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แบ่งเซลล์ใสห่ลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วน ามาสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอด้วย 
TIANamp Bacteria DNA Kit (TIANGEN, China) 
การออกแบบไพรเมอร์และการเพิ่มปริมาณยนี cpcB 

ตรวจสอบและค้นหายีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา (cpcB) ของไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภูมิสงูจาก
ฐานข้อมลู GenBank น าล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกนัเพื่อค้นหาบริเวณที่มีการอนรัุกษ์ไว้ของล าดบันิวคลีโอไทด์
โดยใช้โปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, QIAGEN, USA) จากนัน้น าโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการออกแบบมา
ค านวณค่าต่าง ๆ ได้แก่ ค่า Tm (Melting Temperature), %GC และ primer dimer โดยใช้โปรแกรม Primer3plus (Untergasser 
et al., 2012) น าคู่ไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบมาใช้ในการเพิ่มปริมาณยีน cpcB ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยมีส่วนประกอบในปฏิกิริยาดงันี  ้1X บฟัเฟอร์ MgCl2 2 มิลลิโมลาร์ dNTP 0.2 
มิลลิโมลาร์ คู่ไพรเมอร์ 0.2 ไมโครโมลาร์ จีโนมิกดีเอ็นเอจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 100 นาโนกรัม 
และ  TaKaRa Ex Taq™ DNA polymerase (TaKaRa Bio, Japan) 0.5 ยูนิต ปรับปริมาตรเป็น 50 ไมโครลิตร ด้วยน า้
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ปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชือ้ สภาวะที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส คือ denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที annealing 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที จ านวน 30 รอบ ตรวจสอบผลติภณัฑ์
ที่ได้ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1.5% ในบฟัเฟอร์ 1X TAE โดยใช้ความตา่งศกัย์เทา่กบั 100 โวลต์ จากนัน้น าเจล 
อะกาโรสมาย้อมด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 15 นาที แล้วถ่ายรูปเจลภายใต้แสง UV 
ด้วยเคร่ือง Gel documentation 
การโคลนผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ท าผลติภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรสให้บริสทุธ์ิด้วย Gel/PCR Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, 
Taiwan) แล้วน าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาเชื่อมเข้ากับพลาสมิด pGEM-T Easy โดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase (Fermentas, 
Canada) น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน จากนัน้ทรานสฟอร์มผลิตภณัฑ์จากการเช่ือมด้วยวิธี heat 
shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เข้าสูเ่ซลล์ Escherichia coli DH5α ที่ผ่านการท าให้เป็นคอมพีเทนต์ ด้วยสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ 0.1 มิลลโิมลาร์ คดัเลอืกเซลล์ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธี Blue-White Screening (Sambrook & 
Russell, 2001) บนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วยแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และมีการเติมสารละลาย IPTG 
(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ความเข้มข้น 20% โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร 7 ไมโครลิตร และสารละลาย 
X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-Galactopyranoside) ความเข้มข้น 2% โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
บนผิวหน้าของอาหาร และตรวจสอบเซลล์ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึง่มียีน cpcB แทรกอยูด้่วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ (Colony 
PCR: Colony Polymerase Chain Reaction ) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ M13-F (5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) และ M13-R (5’-
CAGGAAACAGCTATGAC-3’) จากนัน้สกัดพลาสมิดออกจากเซลล์ด้วย TIANpure Midi Plasmid Kit (TIANGEN, China) 
แล้วน าสง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) ที่บริษัท Macrogen (Korea) 
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ 

น าล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการส่งวิเคราะห์มาเปรียบเทียบกับล าดบันิวคลีโอไทด์อื่น ๆ ในฐานข้อมลู Genbank 
จากนัน้แปลล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้เป็นล าดบักรดอะมิโนด้วยโปรแกรม CLC sequence viewer 7 แล้วน ามาเปรียบเทียบกบั
ล าดับกรดอะมิโนอื่น ๆ ในฐานข้อมูล Genbank เช่นกัน โดยใช้โปรแกรม BLASTn และ BLASTp (Altschul et al., 1990, 
1997) ตามล าดบั เพื่อตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทด์และล าดบักรดอะมิโนที่มีความใกล้เคียงกนั สร้างแผนภมูิความสมัพนัธ์ทาง
วิวฒันาการ (Phylogentic tree) จากล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB ที่ได้กบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จากไซยาโน
แบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ในฐานข้อมลู GenBank ด้วยหลกัการ Maximum Likelihood โดยใช้โปรแกรม Mega 7 (Kumar et al., 
2016) ค านวณสมบตัิทางเคมีกายภาพ (physicochemical properties) โดยใช้โปรแกรม ProtParam (Gasteiger et al., 2005) 
ท านายโครงสร้างของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม GOR4 (Garnier et al., 1996), SWISS-MODEL (Guex et al., 2009) และ 
PyMOL Molecular Graphics System 1.8 (Schrödinger, 2015) และเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB ที่ได้
กบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จากไซยาโนแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ทัง้ที่อาศยัในอณุหภมูิปานกลางและอณุหภมูิสงูด้วย
โปรแกรม CLUSTAL OMEGA (Sievers et al., 2011) 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
การเพิ่มปริมาณและการโคลนยนี cpcB 

ในการออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณยีน cpcB ได้ออกแบบจากการน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน cpcB จาก
ไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสงู T. elongates BP-1 (BA000039), Thermosynechococcus sp. NK55 (CP006735) 
และ Synechococcus sp. JA-3-3Ab (CP000239) มาเปรียบเทียบกันเพื่อหาบริเวณที่มีการอนุรักษ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์ 
โดยได้เลือกออกแบบไพรเมอร์จากสว่นปลาย 5’ และสว่นปลาย 3’ ของยีนซึง่เป็นบริเวณที่มีการอนรัุกษ์ของล าดบันิวคลีโอไทด์
คอ่นข้างสงูและเป็นสว่นท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ครอบคลมุทัง้ยีน โดยไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบแสดงดงัตารางที่ 
1 ต่อมาเมื่อเพิ่มปริมาณยีนด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสพบว่าชิน้ดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส แสดงดงัภาพที่ 
1 ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของยีน cpcB จากไซยาโนแบคทีเรียส่วนใหญ่ทัง้ที่อาศัยในอุณหภูมิปานกลางและอุณหภูมิสงูใน
ฐานข้อมลู GenBank เช่น T. elongates BP-1(BA000039), Arthrospira platensis (BAI89626) และ Tolypothrix sp. PCC 7601 
(CAA30064) เป็นต้น 

 
                ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มปริมาณยีน cpcB 
ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์  ขนาดของไพรเมอร์ Tm (°C) %CG 

cpcB-F 5’-ATGCTAGATGCATTTGCCAAAGTTG-3’ 25 นิวคลโีอไทด์ 65.4 °C 40.0% 

cpcB-R 5’-TTAGGCAACAGCGGCAGCGGC-3’ 21 นิวคลโีอไทด์ 73.5 °C 66.7% 

 
 

 
 
ภาพที่ 1 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  หมายเลข 1 คือ VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia) 

หมายเลข 2 คือ ผลติภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรสที่ไมเ่ติมดีเอ็นเอแมแ่บบ (ชดุควบคมุเชิงลบ) และหมายเลข 
3 คือ ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที่เติมจีโนมิกดีเอ็นเอจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
เป็นดีเอ็นเอแมแ่บบ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86553275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NM3AP712014
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น าผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที่บริสทุธ์ิมาเช่ือมเข้ากบัเวกเตอร์ pGEM-T easy และทรานสฟอร์ม
ผลิตภณัฑ์ที่ได้เข้าสู่ E. coli DH5α คดัเลือกโคโลนีที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดบนอาหารแข็ง LB ที่มีสว่นประกอบของ
แอมพิซิลลนิ IPTG และ X-gal โดยโคโลนีท่ีได้รับพลาสมิดที่ไมม่ีชิน้ดีเอ็นเอแทรกอยูจ่ะมีสนี า้เงิน สว่นโคโลนีท่ีได้รับพลาสมิดซึง่
มีชิน้ดีเอ็นเอแทรกอยู่จะมีสีขาว สุม่โคโลนีสีขาวมาท าโคโลนีพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ M13-F กบั M13-R ซึ่งสามารถจบัได้กบั
ล าดบันิวคลีโอไทด์สว่นหนึ่งบนเวกเตอร์ pGEM-T easy และจะสงัเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ผ่านสว่นของชิน้ดีเอ็นเอที่แทรก
อยู่ โดยโคโลนีที่ได้รับพลาสมิดซึ่งมียีน cpcB แทรกอยู่ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ได้จะมีขนาดประมาณ 
700 คูเ่บส ซึง่เป็นสว่นของยีน cpcB ประมาณ 500 คูเ่บส รวมกบัสว่นของเวกเตอร์ขนาดประมาณ 200 คูเ่บส และน ารีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดทีค่ดัเลอืกได้สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ 
การวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโน 

ผลจากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบวา่ยีน cpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีขนาด 519 
คู่เบส และมีความเหมือนสงูสดุกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน cpcB จาก Thermosynechococcus sp. NK55a (CP006735), 
T. elongatus BP-1 (BA000039) และ S. vulcanus (AF333174) อยู ่97% เมื่อแปลล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน cpcB ที่ได้เป็น
ล าดบักรดอะมิโนพบว่าล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีความยาว 172 
กรดอะมิโน และมีความเหมือนสงูสดุกับล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จากThermosynechococcus sp. NK55a 
(AHB88600), T. elongatus BP-1 (NP_682747) และ S. vulcanus (1I7Y_B) อยู่ 100% จากการน าล าดับกรดอะมิโนของ
โปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มาสร้างแผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการกับล าดบักรดอะมิโน
ของโปรตีน CpcB จากไซยาโนแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ทัง้ที่อาศยัในอณุหภมูิปานกลางและอณุหภมูิสงูในฐานข้อมลู GenBank 
ด้วยหลกัการ Maximum Likelihood โดยใช้โปรแกรม MEGA 7 ได้แผนภมูิความสมัพนัธ์ดงัภาพที่ 2 พบวา่โปรตีน CpcB จาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ถูกจดัอยู่ในกลุ่มความสมัพนัธ์เดียวกบัโปรตีน CpcB จาก T. elongatus BP-1, 
Thermosynechococcus sp. NK55 และ S. vulcanus ด้วยค่า bootstrap  99% โดยไซยาโนแบคทีเรียทัง้ 3 ชนิดนีเ้ป็นไซยาโน
แบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสงูเช่นกนั (Adir et al., 2001; Nakamura et al., 2002; Stolyar et al., 2014) 
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ภาพที่ 2 แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน CpcB วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum Likelihood โดยก าหนดคา่การ

ท า bootstrap เทา่กบั 1,000 รอบ  

การวิเคราะห์สมบัติและการท านายโครงสร้างของโปรตีน CpcB 
การค านวณสมบัติทางเคมีกายภาพ 

การค านวณสมบตัิทางเคมีกายภาพท าให้สามารถท านายถึงสมบตัิของโปรตีนและช่วยในการออกแบบ
สภาวะที่ใช้ในการทดลองให้เหมาะสมกบัสภาพธรรมชาติของโปรตีนได้ จากการค านวณสมบตัิทางเคมีกายภาพของโปรตีน 
CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ด้วยโปรแกรม ProtParam พบว่าโปรตีน CpcB มีมวลโมเลกุล 18.19 
กิโลดาลตนั ค่า pI เท่ากบั 5.12 ค่า Instability index เท่ากบั 35.55 และค่า Hydropathicity index เท่ากบั 0.071 ดงัตารางที่ 2 
โดยการทราบค่า pI จะเป็นประโยชน์อย่างมากในการเลือกใช้บัฟเฟอร์ให้เหมาะสมกับโปรตีนและการเลือกใช้คอลมัน์ใน
ขัน้ตอนการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ ส าหรับค่า Instability index พบว่าผลที่ได้มีค่าต ่ากว่า 40 สามารถคาดการณ์ได้ว่าโปรตีน 
CpcB นา่จะมีเสถียรภาพดีในสารละลาย (Guruprasad et al., 1990) และคา่ Hydropathicity index พบวา่มีคา่ที่คอ่นข้างต ่า
แสดงให้เห็นวา่โปรตีน CpcB อาจมีความเป็น hydrophilic สงู และสามารถละลายน า้ได้ดี (Kyte & Doolittle, 1982) ซึง่สมบตัิ
ทางเคมีกายภาพของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ที่ค านวณได้นีม้ีความเหมือนกันกบัของ
โปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. NK55a T. elongatus BP-1 และ S. vulcanus เนื ่องจากมีล าด ับกรด            
อะมิโนเหมือนกัน 100% แต่จะมีค่าต่างจากสมบัติทางเคมีกายภาพของโปรตีน CpcB จาก Arthrospira platensis 
(BAI89626) ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภูมิปานกลาง (Fujisawa et al., 2010) โดยมีค่า Instability index 
เกิน 40 และมีคา่ Hydropathicity index สงูกว่าโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 อยู่มาก แสดง
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ใ ห้ เห็นว่าโปรตีน CpcB จาก  A .  p latensis อาจมีเสถียรภาพและการละลายน า้ที่ต ่ากว่าโปรตีน  CpcB จาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01   

 
                ตารางที่ 2 การท านายสมบตัิทางเคมีกายภาพของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
 

สมบัตทิางเคมกีายภาพ CpcB  
(Thermosynechococcus sp. TUBT-T01) 

 CpcB  
(A. platensis) (Fujisawa et al., 2010) 

ขนาด (กรดอะมิโน) 172  172 
มวลโมเลกลุ (กิโลดาลตนั) 18.19  18.05 
คา่ pI (Isoelectric point)  5.12 4.96 
Instability index 35.55 40.90 
Hydropathicity index 0.071 0.141 

การท านายโครงสร้างทุติยภมิูและตติยภมิู 
การท านายโครงสร้างทตุิยภมูิ (secondary structure) และตติยภมูิ (tertiary structure) ของโปรตีนเป็นวิธี

ทางชีวสารสนเทศที่นิยมใช้ในการศกึษาและคาดการณ์โครงสร้าง สมบตัิ และหน้าที่ของกรดอะมิโนหรือโปรตีน ในการท านาย
โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ด้วยโปรแกรม GOR4 ได้ผลดงัภาพที่ 3 
พบว่าโครงสร้างโปรตีนประกอบด้วย α-helix 8 โครงสร้าง ซึ่งมีสดัสว่นเป็น 64.53% ของโครงสร้างโปรตีนทัง้หมด ที่เหลือเป็น
โครงสร้าง loop และ turn 35.47% ซึง่พบกระจายอยูท่ัว่ไปภายในโปรตีน เมื่อวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB ที่ได้
พบว่ามีกรดอะมิโนซิสเทอีนที่ถกูอนรัุกษ์ไว้ในต าแหน่งที่ 82 และ 153 โดยกรดอะมิโนซิสเทอีนต าแหน่งที่ 82 พบในโครงสร้าง 
α-helix สว่นกรดอะมิโนซิสเทอีนต าแหนง่ที่ 153 พบในโครงสร้าง loop หรือ turn ของโปรตีน มีการศกึษาโครงสร้างของซี-ไฟโค
ไซยานินจาก S. vulcanus ซึ่งรายงานว่ากรดอะมิโนซิสเทอีนในทัง้ 2 ต าแหน่งนีเ้ป็นต าแหน่งจบักับไฟโคไซยาโนบิลินซึ่งเป็น
โคแฟกเตอร์ (cofactor) ของซี-ไฟโคไซยานิน (Adir et al., 2001) ส าหรับการท านายโครงสร้างตติยภมูิของโปรตีน CpcB จาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ด้วยโปรแกรม SWISS-MODEL พบว่าโปรแกรมได้สร้างโครงสร้างสามมิติโดยใช้
โครงสร้างซี-ไฟโคไซยานินจาก T. vulcanus (1on7.1.B) (Adir et al., 2003) เป็นต้นแบบ ซึ่งโครงสร้างดงักล่าวมีล าดบั
กรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เท่ากับ 100% จากนัน้ได้น าผลจากการ
ท านายด้วยโปรแกรม SWISS-MODEL มาจ าลองโครงสร้างโปรตีนโดยใช้โปรแกรม PyMOL Molecular Graphics System 1.8 
ได้ผลดงัภาพที่ 4 พบว่าโครงสร้างของโปรตีนประกอบด้วย α-helix 9 โครงสร้าง ซึ่งเช่ือมต่อกนัด้วยโครงสร้าง loop และ turn 
ในขณะที่ผลจากการท านายโครงสร้างทุติยภูมิพบว่ามี α-helix เพียง 8 โครงสร้าง ที่เป็นเช่นนีอ้าจเนื่องมาจากการท านาย
โครงสร้างทตุิยภมูิและตติยภมูิมีหลกัการวิเคราะห์ผลที่แตกต่างกนัโดยการท านายโครงสร้างโปรตีนในระดบัทตุิยภมูิเป็นการ
ท านายโดยการจดจ ารูปแบบของกรดอะมิโนและลกัษณะตา่ง ๆ ภายในโปรตีนด้วยวิธีทางสถิติ ในขณะท่ีการท านายโครงสร้าง
โปรตีนในระดบัตติยภูมิเป็นการท านายโดยอาศยัความคล้ายคลึงของล าดบักรดอะมิโน ซึ่งต้นแบบในฐานข้อมลูที่ใช้ในการ
เปรียบเทียบมาจากผลการทดลองทาง  X–ray crystallography หรือ Nuclear Magnetic Resonance (NMR)  ที่ทราบ
โครงสร้างสามมิติแล้ว ส าหรับการทดลองนีค้าดว่าผลจากการท านายโครงสร้างตติยภมูิน่าจะมีความถกูต้องมากกว่าผลการ
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ท านายโครงสร้างทุติยภูมิ เนื่องจากโครงสร้างโปรตีนที่ได้จากการท านายโครงสร้างตติยภูมิมีล าดบักรดอะมิโนที่เหมือนกบั
โปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เท่ากับ 100% และพบกรดอะมิโนซิสเทอีนต าแหน่งที่ 82 และ 
153 อยูใ่นโครงสร้าง α-helix และ loop ของโปรตีนตามล าดบั ซึง่ผลในสว่นนีส้อดคล้องกบัผลจากการท านายโครงสร้างทตุิยภมูิ 
โดยผลจากการท านายโครงสร้างตติยภมูิของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ทีท่ านายได้มีความ
คล้ายกันกบัโปรตีน CpcB จาก S. elongatus (Nield et al., 2003) ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภูมิสงู แต่จะ
แตกตา่งจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิปานกลาง เช่น S. platensis (1gh0.1) (Wang et al., 2001) และ Fremyella 
diplosiphon (1cpc.1) (Duerring et al., 1991) เนื่องจากโครงสร้างโปรตีน CpcB จาก S. platensis และ F. diplosiphon 
ประกอบด้วย α-helix 10 โครงสร้าง ซึ่งโครงสร้างโปรตีนที่แตกตา่งกนันีอ้าจสง่ผลให้โปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01 กบั S. platensis และ F. diplosiphon มีสมบตัิการทนความร้อนท่ีแตกตา่งกนัได้ 

 
ภาพที่ 3 การคาดการณ์โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 โดยเส้นตรง

แนวตัง้ขนาดยาว ขนาดกลาง และขนาดสัน้ คือโครงสร้าง α-helix, extended strand และ random coil ตามล าดบั 
 

 
ภาพที่ 4 การคาดการณ์โครงสร้างตติยภมูิของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 โดยสว่นสแีดงคือ

โครงสร้าง α-helix ส่วนสีเขียวคือโครงสร้าง loop และ turn และสว่นสีม่วงคือกรดอะมิโนซิสเทอีนต าแหน่งที่ 82 
(Cys82) และ 153 (Cys153) กรดอะมิโนโนกลตูามีนต าแหน่งที่ 68 (Gln68) และกรดอะมิโนแอสพาราจีนต าแหน่ง
ที่ 21 (Asn21) 

        10        20        30        40        50        60        70 

         |         |         |         |         |         |         | 

MLDAFAKVVAQADARGEFLTNAQFDALSNLVKEGNKRLDAVNRITSNASTIVANAARALFAEQPQLIQPG 

ccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccchhhhheeeccchhhhhhhhhhhhhhhccceeccc 

GNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAILAGDSSVLDDRCLNGLRETYQALGTPGSSVAVAIQKMKDAAIA 

ccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeeccccchhhhhhhcchhhhhhhccccccchhhhhhhhhhhhhh 

IANDPNGITPGDCSALMSEIAGYFDRAAAAVA 

hcccccccccccchhhhhhhhhhhhhhheeec 

Sequence length :   172 

GOR4 : 

   Alpha helix     (Hh) :   111 is  64.53% 

   Extended strand (Ee) :    12 is   6.98% 
   Random coil     (Cc) :    49 is  28.49% 
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การศึกษาความเกี่ยวข้องกบัเสถยีรภาพที่อุณหภมิูสูง 
การที่โปรตีนมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูงอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงปัจจัยต่าง  ๆ เช่น จ านวนพันธะ

ไฮโดรเจน ปริมาณขัว้บริเวณพืน้ผิว องค์ประกอบของกรดอะมิโน และการสร้างปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งกรดอะมโิน เป็นต้น ก่อนหน้า
นีไ้ด้มีการศึกษาและเปรียบเทียบโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตที่อาศยัในอุณหภูมิปานกลางและอุณหภูมิสงู ซึ่งพบว่าปัจจัยส าคญัที่
เกี่ยวข้องกบัเสถียรภาพของโปรตีนที่อณุหภมูิสงูอย่างมีนยัส าคญั  คือ ปริมาณการสร้างปฏิสมัพนัธ์เชิงประจแุละขัว้ของกรด 
อะมิโนภายในโปรตีน ในขณะที่ปัจจยัอื่น ๆ มีแนวโน้มที่ไม่ชดัเจนในการเพิ่มเสถียรภาพของโปรตีนที่อณุหภมูิสงู (Szilágyi & 
Závodszky, 2000; Adir et al., 2001) โดยในการศึกษานีไ้ด้วิเคราะห์ความเก่ียวข้องของโครงสร้างโปรตีนกับเสถียรภาพที่
อณุหภมูิสงูโดยการน าล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มาเปรียบเทียบกับ
ล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จากไซยาโนแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ทัง้ที่อาศยัในอณุหภมูิปานกลางและอณุหภมูิสงู ซึ่งได้
เลอืกมา 5 ตวัอยา่ง ได้แก่ ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน CpcB จากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสงู T. elongatus BP-1 
(NP_682747) และ S. vulcanus (1I7Y_B) (Adir et al., 2001; Nakamura et al., 2002) และไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยใน
อณุหภมูิปานกลาง Synechococcus sp. PCC 7003 (ANV84890), Tolypothrix sp. PCC 7601 (CAA30064) และ A. platensis 
(BAI89626) (Conley et al., 1988; Fujisawa et al., 2010) ผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 5 พบว่ามีกรดอะมิโนบางต าแหน่งที่มีการ
อนุรักษ์ไว้ในไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภูมิสงู Thermosynechococcus sp. TUBT-T01, T. elongatus BP-1 และ 
S. vulcanus แต่ไม่พบในไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอุณหภมูิปานกลาง Synechococcus sp. PCC 7003, Tolypothrix sp. 
PCC 7601 และ A. platensis ได้แก่ กรดอะมิโนอะลานีนต าแหนง่ที่ 10 กรดอะมิโนทรีโอนีนต าแหน่งที่ 20 กรดอะมิโนแอสพาราจีน
ต าแหน่งที่ 21 กรดอะมิโนแอสพาราจีนต าแหน่งที่ 29 กรดอะมิโนอะลานีนต าแหน่งที่ 58 กรดอะมิโนกลตูามีนต าแหน่งที่ 68 
กรดอะมิโนลิวซีนต าแหน่งที่ 98 กรดอะมิโนเซอรีนต าแหน่งที่ 102 กรดอะมิโนกลูตามีนต าแหน่งที่ 118 กรดอะมิโนอะลานีน
ต าแหน่งที่ 130 และกรดอะมิโนไอโซลิวซีนต าแหน่งที่ 131 จากความแตกต่างของกรดอะมิโนดงักลา่วอาจส่งผลให้โปรตีน 
CpcB จากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภมูิสงูมีสมบตัิในการทนอุณหภูมิสงูแตกต่างจากไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัใน
อณุหภมูิปานกลาง โดยก่อนหน้านี ้ Adir et al. (2001) ได้ศึกษาโครงสร้างของซี-ไฟโคไซยานินจาก S. vulcanus และรายงาน
ว่ากรดอะมิโนกลตูามีนต าแหน่งที่ 68 ของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่อยย่อยเบตาสามารถสร้างปฏิสมัพนัธ์ได้กบักรดอะมโิน
อาร์จีนีนต าแหน่งที่ 86 ของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่อยย่อยแอลฟาในมอนอเมอร์ถัดไปได้ และกรดอะมิโนแอสพาราจีน
ต าแหน่งที่ 21 ของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่อยยอ่ยเบตาสามารถสร้างปฏิสมัพนัธ์ได้กบักรดอะมิโนกลตูามีนต าแหน่งที่ 161 
ของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่อยย่อยแอลฟาในมอนอเมอร์ใกล้เคียงได้ ซึ่งช่วยส่งเสริมความเสถียรของโครงสร้างซี -ไฟโค
ไซยานินในระดบัไตรเมอร์และเฮกซะเมอร์ และสมบตัินีอ้าจเก่ียวข้องกับเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินที่อุณหภูมิสงูด้วย 
แสดงให้เห็นว่าโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 อาจมีการสร้างปฏิสมัพันธ์ของกรดอะมิโน
เช่นเดียวกบัใน S. vulcanus ซึง่อาจสง่ผลให้ซี-ไฟโคไซยานินจาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 สามารถท างานได้
ดีและมีเสถียรภาพที่อณุหภมูิสงูเช่นกนั 
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ภาพที่ 5 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตาจาก Thermosynechococcus sp. 

TUBT-T01 (TUBT-T01), T. elongatus BP-1(Te), S. vulcanus (Sv), Synechococcus sp. PCC 7003 (S7), 
Tolypothrix sp. PCC 7601 (Toly) และ Arthrospira platensis (Ap)  

 
สรุปผลการวิจัย  

ยีนซี-ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบตา (cpcB) จากไซยาโนแบคทีเรียน า้พรุ้อน Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
มีขนาด 519 คู่เบส ซึ่งมีความเหมือนสงูสดุกบัยีน cpcB ของ Thermosynechococcus sp. NK55a, T. elongatus BP-1 และ 
S. vulcanus 97% เมื่อพิจารณาทีร่ะดบัโปรตีนพบวา่โปรตีนซี-ไฟโคไซยานินหนว่ยยอ่ยเบตา (CpcB) มีขนาด 172  กรดอะมิโน 
ซึ่งมีความเหมือนสงูสดุกับโปรตีน CpcB ของ Thermosynechococcus sp. NK55a, T. elongatus BP-1 และ S. vulcanus  
100% จากการวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางชีวสารสนเทศพบว่าโปรตีน CpcB มีมวลโมเลกุล 18.19 กิโลดาลตนั และมีล าดบั
กรดอะมิโนบางต าแหน่งที่อาจเก่ียวข้องกบัเสถียรภาพของซี-ไฟโคไซยานินท่ีอณุหภมูิสงู อาทิ กรดอะมิโนกลตูามีนในต าแหนง่ที่ 
68 และกรดอะมิโนแอสพาราจีนในต าแหน่งที่ 21 เป็นต้น ซึ่งมีการรายงานว่ากรดอะมิโนดงักลา่วมีความส าคญัต่อความเสถียร
ของโครงสร้างซี-ไฟโคไซยานิน และมีการอนรัุกษ์ไว้ในกลุม่ของไซยาโนแบคทีเรียที่อาศยัในอณุหภูมิสงู แสดงให้เห็นว่าโปรตีน 
CpcB จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 น่าจะมีสมบตัิที ่สามารถคงสภาพและท างานได้ที่อ ุณหภูมิสงูใน
การศึกษาขัน้ตอนต่อไปผู้วิจยัจะโคลนยีน cpcB นีเ้ข้าสูพ่ลาสมิดส าหรับผลิตโปรตีน และผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CpcB ใน
ระบบ E. coli เพื่อศึกษาสมบตัิการต้านอนมุลูอิสระของโปรตีน CpcB ต่อไป หากโปรตีน CpcB จาก Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01 สามารถต้านอนมุลูอิสระได้ดีและยงัมีเสถียรภาพท่ีอณุหภมูิสงูด้วย จกัเป็นประโยชน์อยา่งมากในการน าซี-ไฟโค
ไซยานินชนิดนีม้าประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารและยาที่มีการใช้อณุหภมูิสงูเข้ามาเก่ียวข้อง 
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