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บทคัดย่อ 

   
ปัจจุบัน จุลินทรีย์ได้รับความสนใจเป็นแหล่งในการผลิตโปรตีนลูกผสม (Recombinant 

proteins) อย่างมาก เนื่องจากสามารถควบคุมกระบวนการผลิตได้แม่นย ากว่าการผลิตจากแหล่งผลิต
ดั้งเดิม ใช้ระยะเวลาที่รวดเร็ว ใช้พื้นที่น้อย ไม่ขึ้นกับฤดูกาล ใช้สับสเตรทได้หลากหลาย นอกจากนี้
ระบบการส่งถ่ายยีน (Transformation system) และเครื่องมือทางพันธุวิศวกรรม (Genetic tool) 
ส าหรับใช้ในการดัดแปลงพันธุกรรมที่แม่นย าด้วยเทคโนโลยีด้านชีววิทยาสังเคราะห์ (Synthetic 
biology) ได้มีการพัฒนามาอย่างต่อเนื่อง ส าหรับการผลิตโปรตีนลูกผสมการชักน าให้โปรตีนหลั่งออก
ในน ้าเลี้ยงจะช่วยเพิ่มความสามารถในการผลิตโปรตีน ลดความซับซ้อนของกระบวนการผลิต โดยใน
การหลั่งโปรตีนออกมาภายนอกนั้นจ าเป็นต้องมีเปปไทด์ส่งสัญญาณ (Signal sequence) ที่เหมาะสม
เปปไทด์ส่งสัญญาณประกอบด้วยส่วนจดจ ากับ Endoplasmic reticulum ที่มีความเกี่ยวข้องใน
กระบวนการ Post-transitionally modification จากความส าคัญของเปปไทด์ส่งสัญญาณ งานวิจัย
นี ้จ ึงมีจุดประสงค์เพื ่อหาเปปไทด์ส่งสัญญาณเพิ ่มเติมส าหรับรา Aspergillus oryzae โดยได้
ท าการศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณของรา A. oryzae ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Prop 1.0 
ร่วมกับการใช้ยีนที่ถอดรหัสให้โปรตีน Green fluorescent protein (GFP) เป็นยีนรายงานผล ซึ่ง
พบว่าตัวอย่างเปปไทด์ส่งสัญญาณ 5 ชนิดคือ amyB A1 A2 B1และ B2 เป็นเปปไทด์ที่ใช้งานได้ โดย
ตัวอย่างเปปไทด์นี้สามารถชักน าการหลั่งโปรตีน GFP ออกสู่นอกเซลล์รา A. oryzae ได้ดีกว่าตัวอย่าง
ที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ โดยค่า Fluorescent intensity ของ GFP ในน ้าเลี ้ยงเชื ้อที ่วัดจากรา
ลูกผสมที่มี amyB (Positive control) มีค่ามากกว่าเซลล์ที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 57.4% ตัวอย่าง
เปปไทด์ส่งสัญญาณชนิดใหม่ A1 มีประสิทธิภาพในการชักน าการหลั่งออกของ GFP เพิ่มมากขึ้น
45.7% เมื่อเทียบกับชุดควบคุมเชิงลบ (Negative control) ซึ่งเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มีประสิทธิภาพเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ชนิดใหม่นี้จะถูกน าไปใช้เป็นตัวเลือกส าหรับการผลิตโปรตีนหลั่งออกนอกเซลล์ ที่จะช่วยลดความ
ซับซ้อนในกระบวนการแยกผลิตภัณฑ์ให้บริสุทธิ์ รวมทั้งลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตต่อไป  

 
คำสำคัญ : เปปไทด์ส่งสัญญาณ (Signal sequence), Aspergillus oryzae, Green fluorescent 
protein (GFP), การหลั่งโปรตีน  
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Abstract 
 

 Nowadays, microorganisms have been attracted as potential host cell for 
production of recombinant proteins, in which their production process could be 
precisely controlled over than conventional sources. Production by microbe requires 
less time and area, not depend on the seasons and able to utilize diverse substrates. 
In addition, the transformation system and appropriate genetic tools facilitating the 
strain improvement through synthetic biology approach have been extensively 
developed. In recombinant protein production, secretion of protein to culture broth 
will facilitate the high production of protein and simple production process. To secret 
the protein into medium, appropriate signal sequence is necessary. The signal peptide 
generally contains a recognition motif with Endoplasmic reticulum and involving in 
post-transitionally modification process. As the important of signal peptide, this study   
aim to identify the additional signal peptides for A. oryzae. Based on the the prop 1.0 
program, ten putative signal peptides were investigated using the using the gene 
encoding the green fluorescent protein (GFP) as reporter gene. The results showed that 
five signal peptides are amyB, A1, A2, B1 and B2 could be function as signal peptide , 
in which these peptides were able to induce the secretion of GFP protein into the 
medium better than those without signal peptides. The highest fluorescent intensity 
(Fi) value of GFP in culture medium was observed in transformant containing amyB  
(positive control) which higher than cell without signal peptide upto 57.4%. Among the 
developed peptides, the A1 peptide showed potential as signal peptide. 
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Approximately 45.7% increase of extracellular GFP was detected in A1 transformant 
when compared with negative control.  A new effective signal peptide (A1) develop in 
this study could be further used as an signal peptide of choice for production of  
extracellular proteins that probably allows simple product purification and reduce the 
production cost.  
 
Keywords : Signal sequences, Aspergillus oryzae, Green fluorescent protein (GFP), 
Protein Secretion  
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กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงงานวิจัยการศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มีผลต่อการหลั่งโปรตีนลูกผสมออกนอกเซลล์ของ
เชื้อรา ได้สำเร็จลุล่วงโดยดีเนื่องจากได้รับการแนะนำจาก ผู้ให้คำปรึกษาในการทำงานสหกิจครั้งนี้
ได้แก่ ดร. สุกัญญา จีนเหนาะ และ คุณสโรชา ปัญจนวพร ทีมวิจัยเทคโนโลยีชีวกระบวนการ
อุตสาหกรรม กลุ่มวิจัยส่วนผสมฟังก์ชั่นและนวัตกรรมอาหาร ศูนย์พันธุศาสตร์และเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ (BIOTEC) ภายใต้สังกัดสถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) ที ่ได้ให้
คำแนะนำแก่ผู ้จ ัดทำการวิจัย ตั ้งแต่เริ ่มการวางแผนในการทำงาน  ตลอดจนภาคปฏิบัติ และ
ภาคทฤษฎี รวมทั้งได้ความช่วยเหลือในด้านต่างๆ รายงานการวิจัยเล่มนี้จะสำเร็จไม่ได้หากไม่ได้รับ
การตรวจสอบและปรับปรุง ผู้วิจัยได้ตระหนักถึงความตั้งใจของบุคลลากรที่ได้ให้ความช่วยเหลือมา
โดยตลอด โอกาสนี้จึงขอกราบขอบพระคุณไว้เป็นอย่างสูง  
 ขอขอบพระคุณอาจารย์ รศ.ดร. เชิดศักดิ์ มณีรัตนรุ่งโรจน์ อาจารย์ประจำภาคชีววิทยา สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่ เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาในการทำสหกิจศึกษาและ
เป็นผู้พิจารณาการนำเสนอผลงานชิ้นนี้ 
 ผู้จัดทำหวังว่างานวิจัยฉบับนี้จะมีประโยชน์ต่อผู้ศึกษาไม่มากก็น้อย หากไม่ได้รับคำปรึกษาและ
คำแนะนำก็คงจะสำเร็จไม่ได้ จึงขอมอบส่วนดีนี้ให้กับบุคลากรทีมวิจัยเทคโนโลยีชีวกระบวนการ
อุตสาหกรรมและคณาจารย์ สำหรับข้อผิดพลาดประการใด ผู้จัดทำขออภัยและยินดีจะรับฟังคำติชม
จากทุกท่าน  
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  
 ในปัจจุบันนี้มีอุตสาหกรรมที่ใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์เพื่อเป็นแหล่งผลิตผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง 
เช่น โปรตีนทางการแพทย์ หรือ เอมไซม์ต่างๆ โดยจุลินทรีย์ในงานวิจัยนี้คือเชื้อรา A. oryzae ซึ่งรา
ดังกล่าวมีความปลอดภัยจัดเป็นสายพันธุ์ GRAS (Generally Recognized as Safe) (Nakajima et 
al., 2006) และมีจุดเด่นได้แก่ สามารถใช้สารอาหารได้หลากหลาย ทนต่อสภาวะการเลี้ยงที่รุนแรงได้ 
อีกทั้ง มีกระบวน Glycosylation ที่เหมาะสม ในการศึกษานี้จะท าการศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณ 
(Signal sequence) ที่เก่ียวกับการชักน าการหลั่งของโปรตีนออกนอกเซลล์ ซึ่งการศึกษานี้ได้เลือกใช้
โปรตีนรายงานผลคือ GFP ที่มีคุณสมบัติในการรายงานผลที่ดีเพราะลักษณะของโปรตีนนี้สามารถที่จะ
เรืองแสงได้โดยไม่ต้องมีสารตั้งต้น (ชาติชาย แจ้งเสน, 2546) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความส าคัญเพ่ือ
คัดเลือกเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มีประสิทธิภาพ สามารถน าไปใช้ในการพัฒนาสายพันธุ์เพื่อส่งเสริมการ
หลั่งโปรตีนหรือผลิตภัณฑ์มูลค่าสูงเหล่านี้และช่วยลดต้นทุนการเก็บเกี่ยวที่เป็นปัจจัยส าคัญที่ในการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรมต่อไปได ้
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย   
    1)  การสร้างสายพันธุ์ราที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณในการหลั่งโปรตีน GFP จ านวน 8 สายพันธุ์ และรา

ชุดควบคุมอีก 3 สายพันธุ์ 
    2)  การประเมินและคัดเลือกเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มีประสิทธิภาพ 
 

1.3  ขอบเขตของงานวิจยั   
    1)  การสร้างพลาสมิดลูกผสม จ านวน 11 ชนิด 
    2)  การสร้างสายพันธุ์ราลูกผสม ที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณจ านวน 8 สายพันธุ์ และราชุดควบคุมอีก 3 

สายพันธุ์ 
    3) การตรวจสอบการหลั่งโปรตีน GFP ในน้ำเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 11 สายพันธุ์ 
    4) การจัดท ารายงานพร้อมทั้งการน าเสนอผลงาน 
 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
    1)  ได้รับความรู้ภาคทฤษฎีและปฏิบัติทางด้าน Synthetic biology 
    2)  สามารถคัดเลือกเปปไทด์ส่งสัญญาณ เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์มูลค่าสูงได้ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

ปัจจุบันการผลิตผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพในจุลินทรีย์ได้รับความนิยม ได้แก่ เอมไซม์ หรือโปรตีน
ทางการแพทย์ต่างๆ เช่น อินซูลิน ส าหรับราซึ่งเป็นยูคารีโอตอย่าง A. oryzae มีคุณสมบัติเป็น GRAS 
ที่มีความปลอดภัยและส าคัญต่ออุตสาหกรรมทางด้านอาหาร (Nakajima et al., 2006) ทนต่อสภาวะ
การเลี้ยงที่รุนแรงได้ดี สามารถใช้อาหารได้หลากหลายและมีกระบวนการ Post translation ที่ส าคัญ
อย่างเช่น Glycosylation ที่มีประสิทธิภาพ อีกท้ังราดังกล่าวมีกระบวนการตัดแต่งทางพันธุวิศวกรรม
ได้ดี และงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า เปปไทด์ส่งสัญญาณ (Signal sequence) ขนาด 20-30 กรดอะมิ
โนอยู ่ในต าแหน่ง N-terminal (Xu et al., 2021) ของล าดับโปรตีนหรือเปปไทด์ สามารถจดจ า
ต าแหน่งเกาะกับ Endoplasmic reticulum เพื่อท าให้โปรตีนเกิดการพับ (Folding) และหลั่งออก
นอกเซลล์ได้ (wang et al., 2020) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณ ที่
เหนี่ยวน าให้เกิดการหลั่งโปรตีนเป้าหมายออกนอกเซลล์ โดยจะใช้โปรตีนรายงานผลได้แก่  GFP ซึ่ง
เป็นโปรตีนที่มีคุณลักษณเรืองแสงสามารถติดตามได้สะดวก  
(https://www.photometrics.com/learn/microscopy-basics/what-is-gfp, n.d.) 
ซึ่งคาดว่าเปปไทด์ส่งสัญญาณจะสามารถเหนี่ยวน าเกิดการหลั่งออกของโปรตีนเป้าหมาย ช่วยลด
ปัญหาในด้านเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์ส าหรับการผลิตในล าดับต่อไป 
 

2.1 เช้ือรา Aspergillus oryzae 
 

เชื้อรานั้นเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ยูคาริโอตที่มีความซับซ้อนสูง ซึ่งอาณาจักรเชื้อราแบ่งออกได้ 5 
ไฟลัม Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota และ Glomeromycota 
(Noguera, 2023) โดยประโยชน์ของเชื้อรานั้นมักน ามาใช้ในด้านอุตสาหกรรมเพื่อผลิตผลิตภัณฑ์
โปรตีนส าหรับการน าไปใช้ด้าน เทคโนโลยีชีวภาพ การแพทย์และวิทยาศาสตร์วัสดุ (Material 
sciences) ซึ่งราชนิดต่างๆนั้นได้มีการมีผลิตโปรตีนที่สามารถหลั่งออกมานอกเซลล์ได้เช่น การผลิต 
Glucoamylase ของ Aspergillus niger, การผลิต Cellulose ของ Trichoderma (Ward, 2012) 
ซ่ึงการหลั่งโปรตีนออกนอกเซลล์ของเชื้อรานี้จึงเป็นประโยชน์ที่จะการลดต้นทุนในการเก็บเกี่ยวได้ด้วย
เหตุนี้งานวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณที่จะท าให้เกิดการชักน าการหลั่งออก โดย
ในระบบการหลั่งออกนั้นจ าเป็นต้องมี Glycosylation ซึ่งเป็นระบบที่ส าคัญท าให้โปรตีนสามารถ
ท างานและเกิดกิจกรรมได ้ซึ่งพบได้ในเซลล์เซลล์ Eukaryote เมื่อเปรียบเทียบกบั Prokaryotes แล้ว
นั้นจุลินทรีย์กลุ่มเชื้อราจะมีกระบวนการ Post translation ที่สมบูรณ ์(Karnaukhova et al., 2007) 
เชื้อราจึงมีข้อได้เปรียบเมื่อเทียบกับจุลินทรีย์กลุ่มอื่นๆ งานวิจัยนี้จึงสนใจใช้เชื้อรา A. oryzae มา
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ศึกษาเนื่องจากเป็นเชื้อที่มีความปลอดภัยที่ได้รับการรับรองความปลอดภัย ที่มาจากส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา FDA ว่ามีความปลอดภัยต่ออาหาร (Generally 
Recognized as Safe (GRAS)., 2023) และเชื้อรานั้นมีการใช้เมทาบอไลต์ได้หลากหลายเช่น โมโน
แซคคาไรด์รวมถึง Xylose, Arabinose และ Galactose ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อเทียบกับยีสต์ที่
สามารถใช้ได้เพียง Glucose และ Mannose (Cavka and Jönsson, 2014)  อีกทั้งเชื้อ A. oryzae 
นั้นมีประโยชน์ที่หลากหลายในการน ามาใช้งานด้านพันธุวิศวกรรมและมีการก าหนดสายจีโนมท าให้
เชื้อจุลินทรีย์นี้มีความเหมาะสมในการเป็นเซลล์เจ้าบ้านเพื่อในการผลิตโปรตีน (Kitamoto, 2002; 
Machida et al. 2005)  
 

2.3 กระบวนการหลั่งโปรตีนออกนอกเซลล์  
 ระบบการหลั่งโปรตีนในเส้นใยรา (รูปภาพที่ 2.1) จะสามารถแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอนหลัก
ดังนี้  
2.3.1 ขั้นตอนที่ 1 

Co- หร ือ Post- translation ระบบขนส ่ งน ั ้น เป ็นระบบที่ท  าหน ้าท ี ่ ในการส ่ งสาย 
Polypeptide จาก Ribosome สู่ Endoplasmic reticulum (ER) ในระบบส่ง Co-translation จะ
มีส่วนจดจ าสัญญาณเปปไทด์ (Signal recognized protein, SRP) เข้าจับกับเปปไทดส์่งสัญญาณเพ่ือ
ปิดกั ้นการแปลรหัส (Halic et al., 2006) หลังจากนั ้นส่วน SRP จะเข้าส ่ง ribosome mRNA-
nascent peptide complex ให้เข้าเกาะกับส่วนของ ER เป้าหมาย ถัดมา SRP จะถูกปลดจาก
ส่วนประกอบ เพื่อท าให้เกิดการแปลรหัสต่อและจากนั้น Nascent polypeptide จะเข้าไปยัง ER 
lumen ผ ่ านทาง  Sec 61p (Conesa et al., 2001) ในส ่ วนของระบบ Post-translation นั้ น 
Nascent polypeptide จะถ ูกแปลรห ัสใน Cytosol แต ่จะย ังไม ่ถ ูกพ ับโปรต ีนด ้วย HSP70 
chaperone และ Co- chaperones (Conesa et al., 2001) ตัวประกอบนี้จะสามารถผ่านไปยัง ER 
เป้าหมาย โดย ER luminal chaperone ที่จับโปรตีนอิมมูโนโกลบูลิน (Bip) และมี Sec63p เป็นตัว
เสริมนั้นจะเป็นตัวน าให้โปรตีนเข้ามาไปยัง ER ได ้ (Haßdenteufel et al., 2018) 

 
2.3.2 ขั้นตอนที่ 2  

โปรตีนจะเกิดการพับและถูกปรับเปลี ่ยนใน ER โดยเอมไซม์ CLxA, BIP และ Protein 
disulfide isomerase (PDI) (Saloheimo and Pakula, 2012) ซึ่งจะท าการปรับเปลี่ยนโปรตีนด้วย
กระบวนการ Glycosylation ขั้นตอนนี้เป็นส่วนส าคัญท่ีท าให้โปรตีนนั้นมีความสเถียร, จดจ าต าแหน่ง
ได้ และเกิดการหลั ่งออก (Mitra et al., 2006) หลังจากเกิดกระบวนการเหล่านี ้แล้วจะมีส ่วน 
Unfolded protein response (UPR) และ  ER-associated protein degradation (ERAD) ที่ มี
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หน ้าที่ท  าลาย  Nascent peptides ท ี ่พ ับผ ิด  (Bernasconi and Molinari, 2011; Wang et al., 
2014)  

 
2.3.3 ขั้นตอนที่ 3 

ขั้นนี้จะเป็นกระบวนการส่งออกของโปรตีนที่พับไปยัง Golgi apparatus ด้วยการรวมกับ 
Membrane เป้าหมาย และจะท าการหลั่งออกสู่นอกเซลล์ (Spang, 2008) ในเส้นใยรานั้นส่วนที่ท า
หน้าที ่การหลั ่ง น ั ้นจะถูกส ่งไปย ังเย ื ่อห ุ ้มพลาสมาปลายยอดด ้วยการผ ่านส ่วนที ่ เร ียกว่า 
Spitzenkörper  (Virag and Harris, 2006) 
 

 
รูปภาพที่ 2.1 ภาพแสดงระบบการหลั่งออกของโปรตีนภายในเชื้อรา  

ที่มา https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.00293 
 
 
 

2.3 GFP (Green fluorescent protein)  

 GFP นั้นเป็นโปรตีนที่ถูกค้นพบโดย Shimomura ในปี 1962 ซึ่งเป็นโปรตีนเรืองแสดงที่ได้มา
จาก Aequorea Victoria (แมงกะพรุน) ในรายงานการพบนั้นได้ตั้งข้อสังเกตุถึงโปรตีนชนิดนี้ไว้ว่า 
โปรตีนนี้ให้แสงสีเขียวเล็กน้อยผ่านแสงสีเหลืองใต้ทังสเตน แต่ให้สีเขียวที่ส่งภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
ซึ่งได้มีรายงานข้อมูลการปล่อยแสงของ GFP ว่ามีค่าอยู่ที่ 508 นาโนเมตรมีข้อสังเกตว่าโปรตีนที่อยู่ในเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เนื้อเยื่อของ Aequorea นั้นก็มีช่วงคลื่นแสงที่ใกล้เคียงกันนี้ (Tsien, 1998) ด้วยคุณสมบัติในการเรือง
แสงนี้เองท าให้โปรตีนตัวนี้ถูกน ามาใช้ในด้านของชีวเคมี เทคโนโลยีชีวภาพ ซึ่งในปัจจุบันนี้ได้มีการพบ
โปรตีนที่มีคุณสมบัติคล้ายกับ GFP จะประกอบด้วยโปรตีนเรืองแสง (FPs) และโครโมโปรตีน (CPs) 
ประมาณ 200 ชนิดจากสิ ่งมีช ีว ิตในคลาส Anthozoa และ Hydrozoa โปรตีน GFP ถูกใช้เป็น 
reporter เนื่องจากสามารถที่จะสร้างโครโมฟอร์ภายในเซลล์โดยไม่ต้องใช้โคแฟคเตอร์เสริม อีกทั้งยัง
สามารถสร้างโครโมฟอร์ได้ในสิ่งมีชีวิต เนื้อเยื่อและเซลล์ ซึ่งมักใช้เป็นการศึกษาเพื่อติดตามโปรตีน  
(Stepanenko , 2008) ข้อดีของการใช้โปรตีน GFP 1. สามารถถ่ายทอดข้อมูลทางพันธุกรรมได้ ซึ่ง
การส่งต่อทางพันธุกรรมนั้นจะส่งผ่านกันได้โดยไม่รบกวนกระบวนการทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตอ่ืนและ
สิ่งมีชีวิตที่ได้รับ GFP นั้นก็สามารส่งพันธุกรรมนี้ต่อไปได้ 2. มีคุณสมบัติในการรวมกับโปรตีนชนิดอ่ืน
ได้ โดยไม่ท าให้เกิดผลกระทบต่อโปรตีนและสามารถที่จะติดผ่านกับเซลล์ต่างๆ เพื่อใช้ในการติดตาม
โปรตีนเป้าหมายที่ต้องการศึกษาได้ 3. ใช้ทดลองในสิ่งมีชีวิตได้ ในวิธีการแบบเก่านั้นมักใช้ฟลูออเรส
ซีนไอโซไทโอไซยาเนต (FITC) แต่ว่าก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์จึงไม่สามารถใช้ได้ แต่ส าหรับ
โปรตีน GFP นั้นมีความอันตรายน้อยกว่ามากเพราะเป็นโปรตีนที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติและสามารถที่
จะส่งต่อลักษณะทางพันธุกรรมในกับรุ่นต่อไปโดยไม่เกิดความเสียหายขึ้น  
(https://www.photometrics.com/learn/microscopy-basics/what-is-gfp, n.d.) 

 
2.4 การสร้างพลาสมิดด้วยเทคนิค Yeast assembly 

เป็นการอาศัยยีสต์เพ่ือรวมองค์ประกอบชิ้นดีเอ็นเอต่างๆ ให้เกิดเป็นพลาสมิดโดยคุณลักษณะ
ของยีสต์เอง เนื่องจากมีกระบวนการ Homologous recombination ซึ่งเป็นกลไกตามธรรมชาติของ
ตัวยีสต์ จึงน าองค์ความรู้นี้มาใช้ในการซ่อมแซมการแตกหักของดีเอ็นเอซึ่งเรียกว่า Homologous 
recombinational repair (HRR) (Thompson and Schild, 2001) ท าให้ดีเอ็นเอที่ได้มีความถูกต้อง 
นอกจากนี้การใช้ยีสต์นั้นมีความเชื่อถือได้ ต้นทุนน้อย และมีประสิทธิภาพที่ดี (Ip, et al., 2020) ใน
งานวิจัยก่อนหน้าได้กล่าวไว้ว่า การใช้ส่วน Homology ที่สั้น 20-30 เบส ก็สามารถที่จะใช้ยีสต์เพ่ือ
ประกอบชิ้นส่วนต่างๆ ที่ไม่ซ ้ากันได้เป็นเวกเตอร์ที่หลากหลาย ด้วยเหตุนี้ท าให้การใช้ยีสต์เพื่อใช้ 
Assembly ถูกเลือกมาใช้งานในห้องปฏิบัติติการนอกจากเทคนิค Yeast assembly ยังมีการโคลนยีน
หรือเกิดการรวมกันของดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอ่ืนๆ เช่น Ligation หรือ Gibson assembly ซึ่งสามารถ
เลือกใช้ไดต้ามความเหมาะสม 
 

2.6 การส่งถ่ายดีเอ็นเอสู่เชื้อรา และการคัดเลือก Transformants 
 การเลือกเทคนิคการถ่ายดีเอ็นเอขึ้นอยู่บสายพันธุ์แต่ละชนิด ส าหรับรา A. oryzae นิยมใช้
กระบวนการมี่เรียกว่า PEG-mediated protoplast transformation (PMT) ซึ่งจะมี 3 ขั้นตอนหลัก
คือ 1. การแยกเซลล์โปรโตพลาสต์ (Protoplast isolation) โดยใช้เอนไซม์ย่อยผนังเซลล์รา 2. การ
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รวมเซลล์โปรโตพลาสต์ (Protoplast fusion) โดยใช้สารละลาย Polyethylene glycol (PEG) และ
การเลี้ยงเซลล์โปรโตพลาสต์ (Protoplast culture) บนอาหารคัดเลือก (จันทร์วิภา รัตนอานันต์, 
ม.ป.ป.) ซึ่งการคัดเลือกเชื้อราที่มีการถ่ายโอนพลาสมิด (Transformant) ในงานวิจัยนี้จะใช้คุณสมบัติ
ของ Gene maker ทีช่่วยสร้างอาหารให้กับเชื้อราเพ่ือเจริญบนเพลทอาหาร Czapek dox (CD) และ
ใช้การส่องกล้อง Fluorescent คัดเลือกเชื้อราที่ได้รับการถ่ายโอนดีเอ็นเอ นอกจากนี้การถ่ายดีเอ็นเอ
ในราด้วยเทคนิคอื ่นๆ ได้แก่ Agrobacterium-mediated transformation (AMT) ซึ ่งต้องอาศัย
แบคทีเรียช่วยในการถ่ายดีเอ็นเอ ซึ่งมีความยุ่งยากซับซ้อนจึงไม่ค่อยนิยมใช้  
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
3.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสม 
 3.1.1 การสร้างส่วนประกอบของพลาสมิดลูกผสม 

พลาสมิดลูกผสมประกอบด้วยชิ้นดีเอ็นเอส่วนต่างๆ ดังนี้ 
1. พลาสมิดฐาน (Backbone plasmid) ช ื ่อ BPO284 ประกอบด้วยย ีนคัดเล ือกใน

แบคทีเรีย ยีสต์ และราเส้นใย ได้แก่ ยีนต้านยาแอมพิซิลินและยีนสร้างสารอาหารที่
จ าเป็น พร้อมทั้งมีเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) ดังแสดงในรูปภาพที่ 3.1 
ซึ่งเปิดวงพลาสมิดด้วยเอนไซม์ NotI โดยมีปฏิกิริยาดังแสดงใน ตารางที่ 3.1 และบ่มที่ 
37 องศาเซลเซียส 60 นาท ี 

2. ยีน GFP และเปปไทด์ส่งสัญญาณ ชนิด A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1  และ D2 เตรียม
โดยการท ามีปฏิกิริยา PCR ซ่ึงมีส่วนประกอบดังตารางที่ 3.2 

ชิ ้นดีเอ็นเอที ่ได้น าไปท าให้บริสุทธิ ์ด้วยชุด DNA clean & concentratorTM-4 (Zymo research, 
Cat. No. D4014) และว ัดปร ิมาณดีเอ ็นเอด ้วยสเปกโตรโฟโตม ิเตอร์ ร ุ ่น BioPhometer 30D 
(Eppendorf, serial No.6133DH100540) โดยแต่ละชิ้นดีเอ็นเอจะมีปริมาณ 300-500 นาโนกรัม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 3.1 รปูพลาสมิดฐาน BPO284 ส าหรับใช้โคลนยีนเพื่อการแสดงออกของเปปไทด์ส่ง
สัญญาณและโปรตีน GFP 

 

SgsI (21)  

SgsI (8485)  

NotI (2584)  

XbaI (8519)  

XbaI (4475) 

BPO284 
(16,437 bp) 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงส่วนประกอบของปฏิกิริยาในการเปิดวงพลาสมิดฐาน BPO284 

องค์ประกอบ หน่วย (ไมโครลิตร) 
H2O 34 

10X buffer 5 

NotI 9 
DNA (3ug) 2 

Total volume 50 
 

ตารางท่ี 3.2 แสดงองค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ในผลิตชิ้นดีเอ็นเอเปปไทด์ส่งสัญญาณ และ GFP 

องค์ประกอบ หน่วย (ไมโครลิตร) 
H2O 36.75  

5X Buffer 10 
dNTP 1 

Forward primer 1 

Reverse primer 1 
Enzymes Superfi 0.25 

Template  1 

Total volume 50  
 
 3.1.2 การรวมชิ้นดีเอ็นเอโดยเทคนิค Yeast assembly  
การเตรียมเชื้อยีสต์ให้พร้อมรับชิ้นดีเอ็นเอ ท าโดยน าเอายีสต์ INVsc1 (รูปภาพที่ 3.2) 1-3 โคโลนีมา
เลี้ยงในอาหารเหลว YPD ปริมาณ 10 มล. ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะเขย่า 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น ายีสต์มาวัด OD600 และใช้เป็นหัวเชื้อโดยให้มีค่า OD เริ่มต้น 0.6 ใน
อาหารเหลว YPD ปริมาณ 50 เลี้ยงต่ออีก 3 ชั่วโมง จากนั้นน าชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดมารวมกันกับเซลล์
ยีสต์ที่ล้างแล้วด้วยบัฟเฟอร์ TE และแช่ในสารละลาย 1X LiAc / 0.5X TE ซึ่งดีเอ็นเอจะถูกถ่ายโอน
โดยใช้ 1X LiAc/ 40%PEG-3350/1X TE ตามวิธีการของ Invitrogen (Catalog no. V8251-20) 
โดยจะมชีุดส่วนประกอบชิ้นดีเอ็นเอ ดังนี้ 
3.1.1.1 ชุดควบคุมปัจจัยลบ (Negative control) ประกอบด้วย พลาสมิดฐานและยีน GFP 
3.1.1.2 ชุดควบคุมปัจจัยบวก (Positive control) ประกอบด้วย พลาสมิดฐาน เปปไทด์ส่ง

สัญญาณ ชนิด amyB และ glaA และยีน GFP 
3.1.1.3 ชุดทดลอง ประกอบด้วย พลาสมิดฐาน เปปไทด์ส่งสัญญาณ ชนิด A1, A2, B1, B2, C1, 

C2, D1, D2 และยีน GFP 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น ายีสต์ที่ได้รับดีเอ็นเอเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก SD ที่เติม Histidine, Tryptophan และ 
Leucine บ่มที่ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 วัน แล้วจึงท าการคัดเลือกโคโลนียีนส์ที่มีพลาสมิดตาม
เป้าหมายด้วยเทคนิค Yeast colony PCR ตามตารางที่ 3.3 และน าโคโลนียีสต์ที่มีพลาสมิดตรง
เป้าหมายนั้นไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YPD 10 มล. 30 องศาเซลเซียส 16 ชั่วโมง เพ่ือน าไปสกัดพ
ลาสมิดในล าดับต่อไป  

 

 

รูปภาพที่ 3.2 ยีสต์ INVsc1 ที่ใช้ในการสร้างพลาสมิดลูกผสมด้วยเทนิค Yeast assembly 
 

ตารางท่ี 3.3 แสดงส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยา Yeast colony PCR 
องค์ประกอบ หน่วย (ไมโครลิตร) 

H2O 4.5 

2X Phire green MM 5 
Forward primer 0.25 

Reverse primer 0.25 

Template 1 
Total volume 10  

 

3.2 การเพิ่มปริมาณพลาสมิดใน E. coli 
การเพิ่มปริมาณพลาสมิดให้มีปริมาณมากเพียงพอ ท าโดยการน าพลาสมิดที่สกัดจากยีสต์ในข้อที่ 3.1 

มาถ่ายเข้าสู่ E. coli (DH5) ด้วยวิธีการ Heat shock ตามวิธีของ Invitrogen (Cat. No. 18265-
017) ซึ่งคัดเลือกบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) ที่เติมยาแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมต่อมล. บ่ม 
37 องศาเซลเซียส 16 ชั่วโมง และคัดเลือกโคโลนีอย่างสุ่มไว้ในอาหารเหลว Luria-Bertani  10 มล.ที่
เติม ยาแอมพิซิลิน 100 ไมโครลิตร บ่ม 37 องศาเซลเซียส 16 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดพลาสมิดด้วย
ชุด QIAprep spin Miniprep kit (Cat. No. 163043149) เพื่อน ามาวัดความเข้มข้นดีเอ็นเอ แล้วจึงเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตรวจสอบพลาสมิดด้วยการวิเคราะห์ Restriction enzyme (ตารางที่ 3.4) ชนิด NotI และ XbaI 
โดยมีความเข้มข้นดีเอ็นเออยู่ที่ 300-500 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ 90 นาที 37 องศา
เซลเซียส แล้วจึงวิเคราะห์รูปแบบและขนาดของพลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสพร้อมทั้ง
ยืนยันระดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการวิเคราะห์ Sequencing ในล าดับต่อไป 

 
ตารางท่ี 3.4 แสดงส่วนประกอบการท าปฏิกิริยา Restriction enzyme ชนิด NotI และ XbaI 

องค์ประกอบ หน่วย (ไมโครลิตร) 

H2O 13.1 
10X buffer 1.5 

NotI 0.2 
XbaI 0.2 

DNA (300 นาโนกรัม) X 

Total volume 15 
 

3.3 การเตรียมพลาสมิดลกูผสมเพ่ือถ่ายโอนสู่รา 
การเตรียมพลาสมิดลูกผสมโดยการตัดด้วยเอมไซม์ SgsI สามารถเตรียมได้ตามตารางที่ 3.5 และน าไป
ท าการไปบ่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60-90 นาที จากนั้นจึงท าการตรวจสอบขนาดพลาสมิดลูก
ผสมที ่ต ัดได้โดยเจลอิเล ็กโตรโฟร ีซ ิสและท าให ้สายดี เอ ็นเอบร ิส ุทธิ์ ด ้วย DNA cleaning & 
ConcentrationTM-5   
 
ตารางท่ี 3.5 แสดงส่วนประกอบการท าปฏิกิริยาในการเปิดวงพลาสมิดลูกผสมด้วย SgsI เพ่ือเตรียม

ถ่ายดีเอ็นเอสู่รา 

องค์ประกอบ หน่วย (ไมโครลิตร) 

H2O 43 
10X buffer 5 

SgsI 1 
DNA (400 ไมโครกรัม) X 

Total 50 
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3.4 การถ่ายโอนดีเอ็นเอสู่ราโดยวิธิ PEG-mediated protoplast transformation 
(PMT) 
การเตรียมเชื้อรา A. oryzae เป็นเซลล์ Protoplast ด้วยวิธีการของ Protoplast transformation 

Version IV form Chutakul C. et.al., 2007 โดยย่อยผนังเซลล์ด ้วยเอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่  
glucolonidase, Drisilase และ Lysing enzyme และน าพลาสมิดลูกผสมที่เตรียมได้เข้าสู่ราด้วย
สารละลาย Polyethylene glycol (PEG) แล้วจึงน ามาคัดเลือกบนเพลทอาหารแข็ง Czapek Dox 
(CD) ที่ไม่มีการเติมสารอาหารจ าเป็นชนิดยูราซิล ส าหรับเชื้อรา ชุดควบุคมปัจจัยลบทดสอบบน
อาหาร CD ที่เติมและไม่เติมสารอาหารยูราซิล บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน 
จากนั ้นคัดเลือกเชื ้อราโดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีน GFP ด้วยกล้อง Fluorescent 
(Invented Microscope Model IX71) เมื่อคัดเลือกได้โคลนแล้วจึงน าไปเพิ่มปริมาณสปอร์ในล าดับ
ถัดไป  

 

3.5 การเตรียมตัวอย่างและการเก็บสปอร์เช้ือรา 
น าราที่มีพลาสมิดลูกผสม จ านวน 11 ชนิด ที่คัดเลือกได้ ชนิดละ 5 โคลนมาเพิ่มปริมาณสปอร์ ใน 
ฟลาสก์อาหารแข็งข้าว ประกอบด้วยข้าวขัดขาวต่อน ้ากลั่น (1 ต่อ 1) บ่มทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4-5 วัน จากนั้นเก็บสปอร์โดยการชะด้วย 0.05% Tween 50 มล. เขย่าจนสปอร์ละลาย
ออกและกรองสปอร์ด ้วยกระดาษ  Miracloth (Cat. No. 3845698) แล้วท าการนับสปอร์ด ้วย 
Hemacytometer จากนั้นจึงน ามาค านวณความเข้มข้นสปอร์เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อในล าดับถัดไป 

 

3.6 การประเมินการหลั่งโปรตีนออกนอกเซลล์ 
การเพาะเลี้ยงท าโดยลงสปอร์ 2× 106 สปอร์ต่อมล. ในอาหารเหลว 4% SM (ตารางที่ 3.6) ปริมาตร 
50 มล.ต่อฟลาส์ก ในฟลาส์กขนาด 250 มล. ท าการเลี้ยงเชื้อราที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะ
เขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 วัน เก็บเชื้อ 1- 2 มล. ในวันที่ 1, 3 และ 5 และกรอกแยก
เซลล์โดยกรองผ่านกระดาษ Miracloth (Cat. No. 3845698) และปั่นเหวี่ยงได้ส่วนใสหรือ Cell free 
supernatant เติมส่วนใสปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงใน 96 well plate น าไปวัดค่าการเรืองแสงที่
ความยาวคลื่น Excitation และ Emission เท่ากับ 485 และ 535 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate 

reader รุ่น BioTek snergy H1 แล้วจึงน าข้อมูลที่ได้ไปสร้างกราฟเป็นค่าเฉลี่ย FI ± SD (จ านวน 4-5 

ซ ้า ต่อชนิดเปปไทด์ส่งสัญญาณ) 
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ตารางท่ี 3.6 ส่วนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อรา A. oryzae (ปรับ pH 5.5 ด้วย 2M KOH) 

องค์ประกอบ กรัมต่อลิตร 
Glucose 40  กรัม 

Yeast extract 5 กรัม 

KH2PO4 2.4 กรัม 
CaCl2 ·2H2O 0.1 กรัม 

MgSO4 ·7H2O 0.5 กรัม 
NH3Cl 0.2 กรัม 

Element source 1 มล. 

 

3.7 การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ (Analysis of Variance (ANOVA)) 
ท าการวิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 11.5 ส าหรับ windows ด้วยการใช้เครื่องมือ

การวิเคราะห์แบบ Compare Means ชนิด One-way ANOVA โดยทดสอบแบบ Duncan test ที่มี
ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ p-value < 0.05  

 
 
 
 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสม 
 4.1.1 การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอและพลาสมิดฐาน 
พลาสมิดลูกผสมที่สร้างประกอบไปด้วย 3 ส่วน ได้แก่ 1. ยีนรายงานผล GFP 2. เปปไทด์ส่งสัญญาณ
และ 3. พลาสมิคฐาน BPO284 โดยยีน GFP และเปปไทด์ส่งสัญญาณ มีขนาด 0.7 และ 0.10-0.16 
kb ตามล าดับ (รูปภาพที่ 4.1) ได้จากการกระบวนการ PCR กับไพร์เมอร์ที ่จ าเพาะและมีส ่วน 
overlap 20-30 เบส และเปิดวงพลาสมิคฐานโดยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด NotI ได้ขนาด 16.0 kb 
(รูปภาพที่ 4.1) โดยแต่ละชิ้นดีเอ็นเอท าให้บริสุทธิ์และมีปริมาณ 300-500 นาโนกรัม เพื่อให้เพียงพอ
ส าหรับการสร้างพลาสมิดลูกผสมโดยเทคนิค Yeast assembly 
                             

                           1        2   3   4   5   6   7   8   9           10  

 
รูปภาพที่ 4.1 การวิเคราะห์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแสดงชิ้นดีเอ็นเอ ดังนี้  

1. เลนที่ 1 ยีนรายงานผล GFP  
2. เลนที่ 2-9 คือ เปปไทด์ส่งสัญญาณ ชนิด A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1 และ D2  
3. เลนที่ 10 คือพลาสมิคฐาน BPO284 ที่ถูกเปิดวง 

 
 4.1.2 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมจากกระบวนการ Yeast assembly 
เซลล์ยีสต์ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมถูกคัดเลือกบนอาหารแข็งที่ขาดสารอาหาร Uracil ที่เป็นยีนคัดเลือก
และท าการคัดเลือกยีสต์ที่ได้ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณแตกต่างกันทั้งหมด 10 
ชนิด ได้แก่ ชุดควบคุมปัจจัยบวก (Positive control) 2 ชนิด ได้แก่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณชนิด amyB 
และ glaA  และ ชุดทดลอง 8 ชนิด ได้แก่ A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1  และ D2 นอกจากนี้ยังมีพ
ลาสมิดลูกผสมที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณซึ่งเป็นชุดควบคุมปัจจัยลบ (Negative control) อีก 1 ชนิด 
ถูกคัดเลือกชนิดละ 8-12 โคลน ด้วยวิธีการ Yeast colony PCR โดยมีไพร์เมอร์จ าเพาะ และวิเคราะห์

6 kb 
3 kb 
 

1 kb 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



14 

 

 

ขนาดของแบนดีเอ็นเอเป้าหมาย เท่ากับ 0.9-1.0 kb ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (รูปภาพที่ 4.2) เป็น
ตัวอย่าง ซึ่งพบว่า สามารถคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมแต่ละชนิดได้อย่างน้อย 5-10 โคลน ซึ่งคิดเป็น
ร้อยละ 40-90 จากนั้นท าเพิ่มปริมาณพสาสมิดลูกผสมจากยีสต์โดยการถ่ายโอนสู่ E. coli ในล าดับ
ต่อไป 
 
                                   1    2    3   4    5    6   7   8    9   10  11  12   

 
รูปภาพที่ 4.2 ตัวอย่างการวิเคราะเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเพ่ือคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยการท า 

Yeast colony PCR เลนที่ 1-8, 11-12  ได้ขนาดตามเป้าหมาย และเลนที่ 9-10 ไม่ได้ขนาดตาม
เป้าหมาย 

 

 4.1.3 การคัดเลือกพลาสมิดลูกผสมโดยการวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
พลาสมิดลูกผสมทั้ง 10 ชนิด จะถูกเพิ่มปริมาณโดยการถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ E. coli และวิเคราะห์ด้วย
เอมไซม์ตัดจ าเพาะได้แก่ NotI และ XbaI โดยพลาสมิดลูกผสมมีขนาดแบนเป้าหมาย 2.5-2.7, 4.0 
และ 10.7 kb. ในขณะที่พลาสมิคฐานได้ขนาดแบน 1.8, 4.0, 10.7 kb. (ภาพที่ 4.3) ซึ่งพบว่า พลาส
มิด ลูกผสมทั้งหมดได้ขนาดแบนตามต้องการอย่างน้อย 3 ใน 4 โคน จากนั้นจึงยืนยันความถูกต้องของ 
พลาสมิดลูกผสมโดยการวิเคราะห์ล าดับเบสในล าดับต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 

1 kb 
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                          1  2  3   4  5   6  7   8  9  10 11 12 13 14 15 16    17  

                     
รูปภาพที่ 4.3 ตัวอย่างการวิเคราะห์พลาสมิดด้วยเอมไซม์ตัดจ าเพาะ NotI และ XbaI 

เลนที่ 1-4, 5-8, 9-12 และ 13-16 คือพลาสมดิลูกผสมที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณชนิด A1, A2, B1 
และ B2 เลนที่ 17 คือพลาสมิคฐาน 

 

4.2 การคัดเลือกราลูกผสม 
พลาสมิดลูกผสมที่มีล าดับเบสถูกต้อง จะเตรียมเพื่อถ่ายโอนสู่ราโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ SgsI และถ่ายโอนสู่ราเจ้าบ้านที่เป็นสายพันธุ์กลายยีนสร้างสารอาหารยูริดีน แล้วจึงคัดเลือก
บนอาหารแข็งที่ไม่เติมสารอาหารยูริดีน ดังแสดงในภาพที่ 4.4 โดยเชื้อราที่ได้พลาสมิดนั้นจะสามารถ
โตไดเ้นื่องจากการสร้างอาหารได้เอง ในขณะที่ราที่ไม่ได้รับพลาสมิดจะไม่สามารถเจริญได้บนอาหารที่
ไม่เติมสารอาหารยูริดีน 
 จากนั้นน าเพลทเชื้อราไปคัดเลือกโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยการใช้แสง Florescent
เพื่อส่องดูโคโลนีของเชื้อราที่ได้รับพลาสมิดซึ่งจะมีการเรืองแสงจากการแสดงออกของยีน GFP 
(รูปภาพที่ 4.5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 kb 
 
 
 
 

1.5 kb 
 
 
 
 

0.5 kb 
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1 2 3 

   
รูปภาพที่ 4.4 แสดงการเจริญของโคโลนีราที่อยู่บนอาหารคัดเลือก 1. ชุดทดลองราที่ถ่ายโอน

ด้วยพลาสมิดลูกผสมและเจริญบนอาหารที่ไม่เติมยูริดีน 2. ชุดควบคุมราที่ถ่ายโอนด้วยน ้าและเจริญ
บนอาหารที่ไม่เติมยูริดีน 3. ชุดควบคุมราที่ถ่ายโอนด้วยน ้าและเจริญบนอาหารที่เติมยูริดีน 

 
1 2 

  
รูปภาพที่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบ 1. เชื้อรา A. oryzae ที่รับพลาสมิดเข้าในเซลล์เกิดการเรือง

แสงของยีน GFP และ 2. เชื้อราที่ไม่ได้รับพลาสมิด 

 

4.3 การประเมินกจิกรรมการหลั่งโปรตีน GFP ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 จากการทดลองการประเมินการหลั่งโปรตีน GFP ในราลูกผสมทั้งหมด 11 สายพันธุ์ๆ ละ 5 
โคลน โดยเก็บน้ำเลี้ยงเชื้อวันที่ 1, 3 และ 5 พบว่าในวันที่ 5 ให้ค่า Fluorescent intensity (FI, AU) 
สูงที่สุด โดยในชุดควบคุมปัจจัยบวกที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณชนิด amyB ให้ค่า FI สูงที่สุดอย่างมี
นัยสำคัญ (ภาพที่ 4.6 ) โดยสูงกว่าชุดควบคุมปัจจัยลบที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 57.4% อย่างไรก็ดี
ชุดควบคุมปัจจัยบวกอีกตัวที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ glaA ไม่พบการส่งเสริมการหลั่ง GFP สำหรับเปป
ไทด์ส่งสัญญาณชนิด A1 ให้ค่า Fluorescent intensity สูงเป็นลำดับที่ 2 อย่างมีนัยสำคัญ (ภาพที่ 
4.6 )   โดยสูงกว่าชุดที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 45.7% และเปปไทด์ส่งสัญญาณชนิด A2 B1 และ B2 
มีการหลั่ง GFP ในระดับใกล้เคียงกันและสูงกว่าชุดที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณเฉลี่ย 21.5% นอกจากนี้
สายพันธุ์ Wild type (WT) และชุดควบคุมปัจจัยลบที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณนั้น มีการตรวจพบค่า
การเรืองแสงในอาหารระดับฐาน (base line) ซึ่งอาจเกิดจากการที่มีโปรตีนที่มีคุณลักษณะเรืองแสง
ตัวอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่ GFP (Auto fluorescent) (Mannelli et al., 2016) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปภาพที่ 4.6 กราฟแสดงการวัดปริมาณการหลั่งโปรตีน GFP  ในน้ำเลี้ยงเชื้อวันที่ 1, 3 และ 5
โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากจำนวน 5 โคลนต่อชนิดของเปปไทด์ส่งสัญญาณ  

(Duncan test p-value< 0.05)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและขอ้เสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการวิจัย  
 จากการทดลองสามารถสร้างราที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณในการชักนำการหลั่งโปรตีนออกนอกเซลล์
ได้เป็นราลูกผสม 8 ชนิด ที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ ชนิด A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1 และ D2 และราชุด
ควบคุม 3 ชนิด ชุดควบคุมที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ ชุดควบคุมที่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณชนิด amyB และ 
glaA ซึ่งจากวัดค่า FI ในน้ำเลี้ยงเชื้อ พบว่าเปปไทด์ส่งสัญญาณ amyB มีผลการหลั่ง GFP ออกนอกเซลล์
มากที่สุดอย่างมีนัยสำคัญและมากกว่าชุดควบคุมที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 57.4%  และนอกจากนี้เปป
ไทด์ส่งสัญญาณชนิดใหม่ A1 มีค่า FI ที่มากกว่าชุดควบคุมที่ไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ 47.5% ดังนั้นในงาน
ศึกษานี้สามารถคัดเลือกเปปไทด์สัญญาณที่มีประสิทธิภาพชักน าการหลั่งออกได้ 2 ชนิดคือ amyB และ 
A1  

 
5.2  ข้อเสนอแนะ  
     จากการศึกษาเปปไทด์ส่งสัญญาณโดยการวัดการหลั่งโปรตีน GFP ในอาหารเลี้ยงเชื้อพบว่า
สามารถประเมินผลและคัดเลือกเปปไทด์ส่งสัญญาณที่มีประสิทธิภาพได้ แต่อย่างไรก็ตาม ควรมีการ
ทดลองเพื่อยืนยันความสอดคล้องของการสะสมโปรตีน GFP ภายในเซลล์ในแต่ละสายพันธุ์เพื่อให้เห็น
ความเชื่อมโยงระหว่างสายพันธุ์ที่มีหรือไม่มีเปปไทด์ส่งสัญญาณ และให้มีข้อสรุปที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหาร 

 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast assembly 

อาหาร  ปริมาณ 
YPD 50 มล. 
Supplement  ปริมาณ / YPD  
Histidine 200 ไมโครลิตร 
Tryptophan 200 ไมโครลิตร 
Leucine  1 มล. 

 
2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ E. coli 

อาหาร ปริมาณ 
Luria-Bertani   50 มล. 
ยา ปริมาณ / 50 มล. 
Ampicillin (Amp) 100 ไมโครลิตร 

 
3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา (PMT) 

อาหาร ปริมาณ / 400 มล. 
Czapek Dok  14 กรัม 
Sorbitol 87.6 กรัม 
Agar 1.6 กรัม 
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