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บทคัดยอ
พลาสมดิ pBCE ขนาด 6100 คเูบส ไดมาจากการตดัชิน้สวน EcoRI  (800 คเูบส) ออกจากพลาสมดิ pBCX

ขนาด 6900 คเูบส   ซึง่พลาสมดิทัง้สองชนดิประกอบดวยพลาสมดิของแบคทเีรยีแกรมบวก pBC16 และ พลาสมดิ
ของแบคทเีรยีแกรมลบ pBluescript II KS สามารถจำลองตวัไดทัง้ใน Escherichia coli และ Bacillus thuringiensis
(Bt)  และสามารถแสดงออกยนีดือ้ยาแอมพซิลิลนิหรอืเตตราซยัคลนิใน E. coli แตสามารถแสดงออกเฉพาะยนีดือ้
ยาเตตราซยัคลนิใน   Bt  พลาสมดิทัง้สองชนดิมคีวามเสถยีรภาพใน Bt แตพบวาพลาสมดิ pBCX สามารถคงอยไูด
ใน  Bt subsp. kurstaki ดกีวาพลาสมดิ pBCE ซึง่อาจเกีย่วของกบัการแสดงออกของยนีดือ้ยาเตตราซยัคลนิ

Abstract
A 6100-base pair (bp) plasmid vector pBCE was derived from pBCX (6900-bp).  A 800-bp EcoRI

fragment of pBCX was deleted out and the remaining plasmid was religated.   Both of them were comprised
of Gram-positive plasmid pBC16 and Gram-negative plasmid pBluescript II KS.  They act as bifunctional
plasmids conferring ampicillin and tetracycline resistance in Escherichia coli but only tetracycline resistance in
Bacillus thuringiensis (Bt). They were structurally stable in both E. coli and Bt.  However, pBCX was more
segregationally stable than pBCE in Bt subsp. kurstaki, which may be correlated with tetracycline resistant
gene expression.

คำสำคัญ: pBC16  pBluescript II KS   บาซลิลสัธรูงิไจเอน็ซสิ
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บทนำ
เนื่องจากพิษรายของสารเคมีสังเคราะห โดย

เฉพาะอยางยิง่สารเคมฆีาแมลงทีม่พีษิตอสภาวะแวดลอม
และสิง่มชีวีตินอกเปาหมาย (Aronson et al., 1986;
Charnley, 1991; Crook and Jarret, 1991) จงึทำให
เทคโนโลยใีนการควบคมุแมลงศตัรพูชืและ/หรอืแมลง
พาหะนำโรคไดพัฒนามาเปนลำดับจากการใชสารเคมี
มาเปนการใชสิ่ งมีชีวิตควบคุมกันเองแบบชีววิธี
(biocontrol) โดยการประยกุตใชเชือ้จลุนิทรยีชนดิทีเ่ปน
สาเหตุทำใหเกิดโรคกับแมลง (entomopathogenic
organisms) และเปนชนดิทีม่อียแูลวตามธรรมชาตถิงึขัน้
มกีารผลติออกมาในรปูการคาในลกัษณะ biopesticide
หรอื microbial insecticide สำหรบัเชือ้จลุนิทรยีทีท่ำให
แมลงตายไดนัน้มหีลายชนดิ เชน ไวรสั  แบคทเีรยี  รา
โปรโตซัว  มัยโคพลาสมา  ริกเกตเซีย  แตชนิดที่มี
บทบาทและไดรับความนิยมสูงจนมีการผลิตออกมาใน
รูปของการคามากมายในขณะนี้ ตลอดจนมีการนำมา
ศึกษาคนควาและวิจัยทางดานพันธุวิศวกรรม คือ เชื้อ
แบคทีเรียกลุมรูปทอนที่สามารถสรางสปอรได ไดแก
กลุม Bacillus species (spp.) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
Bacillus thuringiensis (Bt) (Charnley, 1991;
Aronson et al., 1986)

Bt เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน
สามารถสรางสปอรได พบไดทั่วไปในดิน (Aronson
et al., 1986; Hofte and Whiteley, 1989; Charnley,
1991; Crook and Jarret, 1991) และมรีายงานการ
ตรวจพบเชือ้ดงักลาวในซากแมลงหนอนไหม (silkworm),
Bombyx mori เปนครั้งแรกในญี่ปุนโดย Ishiwata
(1901) โดยเปนสาเหตขุองโรค sotto  disease (Martin
and Travers, 1989;  Charnley, 1991; Ohba, 1996)
แตพบวาแมลงไมไดเปนแหลงปกติของเชื้อชนิดนี้
(Ohba, 1996) ความสามารถในการฆาหนอนแมลงเกดิ
ขึ้นไดเพราะเชื้อสามารถผลิตสารพิษขึ้นมาได 2 ชนิด
ในระยะของการเจริญคือ exotoxin ผลิตขึ้นในระยะที่
เปน vegetative cell (Geiser et al., 1986; Crook and
Jarret, 1991) แตออกฤทธิ์ไมจำเพาะตอแมลงและ
มีฤทธิ์ไมพึงประสงคตอกลุมสิ่งมีชีวิตนอกเปาหมาย

จงึไมนำเชือ้ทีผ่ลติสารพษิชนดินีม้าเปน pesticide  สวน
สารพิษอีกชนิดหนึ่งที่เชื้อสามารถผลิตออกมาไดคือ
delta (δ) endotoxin หรอื insecticidal crystal proteins
(ICPs หรอื Cry proteins) ผลติขึน้ในระยะของการสราง
สปอรและมกัพบอยขูางๆ สปอร (parasporal inclusion)
โดยถูกควบคุมจากยีน cry หลายชนิดและสามารถ
จำแนกออกจากกนัโดยอาศยัคณุสมบตัคิวามเหมอืนกนั
ทางโครงสรางของยนีหรอืรปูสณัฐานของผลกึและ/หรอื
ความสามารถในการผลิตสารโปรตีนที่จำเพาะตอชนิด
แมลง ไดแก โปรตีนที่มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม
Lepidoptera (Cry1) โปรตนีทีม่คีวามจำเพาะตอแมลง
ในกลมุ Lepidoptera- และ Diptera (Cry2)  โปรตนีที่
มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม Coleoptera (Cry3)
และโปรตีนที่มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม Diptera
(Cry4) (Hofte and Whiteley, 1989; Ceron et al.,
1995) สวน Cry5 และ Cry6 มีความจำเพาะตอ
nematode larvae และในปจจบุนัไดมกีารแยกชนดิออก
ไดถงึ Cry31 ตามความคลายคลงึกนัของลำดบันวิคลโีอ
ไทด (nucleotides) ในยีน (Ceron et al., 1995;
Crickmore et al., 1998;  De Maagd  et al., 2001)
ผลึกสารโปรตีนเหลานี้อยูในรูปของ protoxin และ
ภายหลังที่หนอนแมลงกินเขาไปโปรตีนจะถูกยอยดวย
เอนไซม protease ในบริเวณทางเดินอาหารสวนกลาง
(midgut) ในสภาวะทีเ่ปนดางแลวจงึเปลีย่นเปนรปูสารพษิ
ชนดิ true toxin จบักบัผนงัของทางเดนิอาหารสวนกลาง
ทำใหเกิดรูในชั้นของ peritrophic membrane และ
ออรกาเนลตางๆ ทีม่เีมมเบรนหอหมุมคีวามผดิปกตไิป
ทำใหมกีารสญูเสยีสมดลุออสโมตคิ (osmotic imbalance)
ทำใหหนอนแมลงตาย (Hofte and   Whiteley,  1989;
Charley, 1991)    ยนีควบคมุการสรางสารพษิสวนใหญ
อยูบนพลาสมิดและสามารถถูกตัดออกหรือนำไปเชื่อม
ตอเขากับพลาสมิดพาหะเพื่อเปาหมายสำคัญของงาน
ทดลองดานการตัดตอสารพันธุกรรมเพื่อปรับปรุงสาย
พนัธ ุBt  ใหมฤีทธิใ์นการทำลายหนอนแมลงเปาหมาย
ไดมากชนิดขึ้น อยางไรก็ตาม มักพบปญหาพลาสมิด
ไมเสถยีรภาพในเชือ้ดงักลาว (Mettus and Macaluso,
1990; Gamel and Piot, 1992) ซึง่อาจเนือ่งมาจากใช
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พลาสมดิพาหะทีไ่ดมาจากเชือ้ตางชนดิกนั (heterologous
species) เชน เปนพลาสมดิทีไ่ดมาจากเชือ้ Escherichia
coli หรอื Staphylococcus aureus (Gamel and Piot,
1992)  ดงันัน้จงึไดพยายามปรบัปรงุพลาสมดิพาหะที่
มใีชอยใูนปจจบุนัทีไ่ดมาจากเชือ้ Bacillus cereus GP7
(pBC16) (Mettus and Macaluso, 1990) ซึ่งเปน
แบคทเีรยีสกลุเดยีวกบั Bt  เพ่ือปองกนัการเกดิความไม
เสถยีรภาพ (instable) ทีอ่าจจะเกดิขึน้ใน Bt  แตพลาสมดิ
ดงักลาวยงัขาดตำแหนง multi cloning sites (MCSs)
ที่เหมาะสมเพื่อสอดใสชิ้นยีน ดังนั้นจึงไดมีการสราง
พลาสมดิพาหะอนพุนัธมุาจาก pBC16 กบั pBluescript
II KS เพื่อใหมีตำแหนงของ MCSs มากขึ้นและไมมี
การตัดบางสวนของดีเอ็นเอออกไปเพื่อใหเกิดความ
เสถียรภาพ (structural stability) เรียกพลาสมิดนี้วา
pBCX  อยางไรก็ตามยังคงพบปญหา segregrational
stability (Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000)
จึงไดพยายามทำการปรับปรุงพลาสมิดตอไปเพื่อใหได
พลาสมดิพาหะทีม่ ี segregrational stability สงูขึน้เพือ่
ประโยชนในการนำมาใชเปนพลาสมิดพาหะที่ดีสำหรับ
ปรบัปรงุสายพนัธ ุ Bt  ในการนำมาใชเปน biocontrol
ในอนาคตตอไป

วสัดอุปุกรณและวธิดีำเนนิการทดลอง
1. วธิกีารเลีย้งเชือ้
เลี้ยงเซลล Escherichia coli DH5∝ หรือ

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD73 (Btk
HD73) ทีม่ี พลาสมดิ (pBCX หรอื pBCE) ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) medium ปริมาตร 5
มลิลลิติร (มลิลลิติร) ทีม่ยีาปฏชิวีนะแอมพซิลิลนิ (Ap)
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (มค.ก/
มลิลลิติร) หรอื ยาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิ (Tc) ความ
เขมขน 15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชเลี้ยงเซลล
E. coli หรอื Btk ทีม่พีลาสมดิ ตามลำดบั (รายละเอยีด
ของเชือ้และพลาสมดิแสดงในตารางที ่1)  จากนัน้นำไป
บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ขามคนื

2. การสราง shuttle plasmid pBCE จาก shuttle
plasmid pBCX

สราง shuttle plasmid pBCE ดวยการตดั shuttle
plasmid pBCX (Lertcanawanchakul and Wiwat,
2000) ที่ตำแหนง EcoRI จากนั้นทำการเชื่อมกลับ
(religate) ดวย T4 DNA ligase (Biolabs) แลวนำเขา
สเูซลลเจาบานชนดิ   E. coli DH5α ดวยวธิ ีheat shock
transformation ทำการคัดเลือก transformant ในจาน
เพาะเชื้อ LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100
ไมโครกรมัตอมลิลลิติร แลวทำการสกดัพลาสมดิ pBCE
จาก transformed E. coli DH5α ดวยวธิ ีalkaline lysis
จากนั้นนำพลาสมิดที่สกัดไดนำเขาสูเซลลเจาบาน Btk
HD73 ดวยวธิ ีelectroporation transformation ทำการ
คดัเลอืก transformant ในจานเพาะเชือ้ LB ทีม่ยีาปฏชิวีนะ
เตตราซยัคลนิ 15 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร แลวทำการ
สกัดพลาสมิดจาก transformed Btk HD73 ดวยวิธี
alkaline lysis และทำการยนืยนัพลาสมดิดวยการนำไป
วิง่ในวนุอะกาโรส  (Sambrook et al., 1989)
3. การนำพลาสมดิลกูผสมเขาสเูซลลเจาบาน

3.1 การเตรยีมเซลลพรอมรบั (competent cell)
3.1.1 E. coli
เขีย่เชือ้ E. coli DH5∝  ประมาณ 8-10

โคโลนไีปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB ทีไ่มมยีาปฏชิวีนะ
ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ทีอ่ณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส
ในเครื่องบมเชื้อแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm
เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนำเชื้อไปแชในน้ำแข็งเปน
เวลา 10 นาที แลวนำไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนที่
ความเรว็รอบ 5000 rpm เปนเวลา 6 นาท ีทีอ่ณุหภมูิ
4  องศาเซลเซียส แลวจึงเติมสารละลายแคลเซียม
คลอไรด (10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 50 mM
CaCl2) ทีแ่ชเยน็ลงไป 30 มลิลลิติร เพือ่ทำการกระจาย
ตะกอนเชื้อโดยเขยาเบาๆ จากนั้นแชไวในน้ำแข็งเปน
เวลา 5 นาท ีแลวทำการปนเกบ็ตกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ
และเตมิสารละลายแคลเซยีมคลอไรดลงไป 4 มลิลลิติร
กระจายตะกอนเชือ้เบาๆ แชในน้ำแขง็เปนเวลา 30 นาที
แบงเกบ็เชือ้ลงในหลอด microcentrifuge หรอืนำไปใช
ไดทันที
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3.1.2 Btk HD73
เขีย่เชือ้ Btk HD73 ไปเลีย้งในอาหารเลีย้ง

เชือ้ LB ทีม่ ี0.5% glycerol แตไมมยีาปฏชิวีนะปรมิาตร
50 มลิลลิติร ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ในเครือ่ง
บมเชือ้แบบเขยาทีค่วามเรว็รอบ 150 rpm เปนเวลา 4
ชัว่โมง จากนัน้นำเชือ้ไปแชในน้ำแขง็เปนเวลา 10 นาที
แลวนำไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนที่ความเร็วรอบ
5000 rpm เปนเวลา 6 นาท ีทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส
แลวจงึเตมิสารละลาย EB (0.625 M sucrose, 1 mM
MgCl2) ทีแ่ชเยน็ลงไป 30 มลิลลิติร เพือ่ทำการกระจาย
ตะกอนเชื้อโดยเขยาเบาๆ จากนั้นแชไวในน้ำแข็งเปน
เวลา 5 นาท ีแลวทำการปนเกบ็ตกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ
และเติมสารละลาย EB ลงไป 1 มิลลิลิตร กระจาย
ตะกอนเชือ้เบาๆ แชในน้ำแขง็เปนเวลา 30 นาท ีแบง
เก็บเชื้อลงในหลอด microcentrifuge หรือนำไปใชได
ทันที

3.2 การถายพลาสมดิเขาสเูซลล
3.2.1 heat shock transformation
ผสมพลาสมดิ (pBCX หรอื pBCE) ใหได

ความเขมขนประมาณ 200 นาโนกรัม (ไมควรเกิน
10 ไมโครลิตร) ตอเซลลพรอมรับ E. coli ปริมาตร
200 ไมโครลิตร นำสวนผสมไปแชในน้ำแข็งเปนเวลา
30 นาที จากนั้นนำไปแชในอางน้ำรอนที่อุณหภูมิ
42 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 90 วนิาท ีและนำกลบัมา
แชในน้ำแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลว LB ลงไปปรมิาตร 800 ไมโครลติร นำไป
บมเลีย้งในอางน้ำรอนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เปน
เวลา 1 ชั่วโมง แบงเชื้อมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร
กระจายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ
แอมพซิลิลนิ ความเขมขน 100 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร
นำจานเพาะเชือ้ไปบมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส
เปนเวลา 18-20 ชัว่โมง

3.2.2 electroporation transformation
ผสมพลาสมดิ (pBCX หรอื pBCE) ใหได

ความเขมขนประมาณ 1 มค.ก. (ไมควรเกิน 10

ไมโครลิตร) ตอเซลลพรอมรับ Btk ปริมาตร  200
ไมโครลติร นำสวนผสมไปแชในน้ำแขง็เปนเวลา 5 นาที
จากนัน้ถายใสลงใน cuvett ขนาด 0.2 เซนตเิมตร และ
นำกลบัมาแชในน้ำแขง็ทนัทเีปนเวลา 5 นาท ีแลวนำไป
ใหกระแสไฟแบบ single discharge (2,500 โวลต, 25
ไมโครฟารดั) ภายใตเครือ่ง electroporation (BioRad
Gene-pulser) จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB
ลงไปปรมิาตร 800 ไมโครลติร นำไปบมเลีย้งในอางน้ำ
รอนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 ชัว่โมง
แบงเชื้อมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน
ความเขมขน 15 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร นำจานเพาะ
เชือ้ไปบมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
24 ชัว่โมง
4. การศกึษาการคงอยขูองพลาสมดิใน Btk HD73

4.1การเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีไ่มมยีาปฎชิวีนะ
(สภาวะ non selective pressure)

สุมเลือก transformed Btk HD73 ที่ มี
พลาสมดิแตละชนดิมาชนดิละ 5 โคโลนมีาเพาะเลีย้งลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB ปรมิาตร 5 มลิลลิติร  ทีม่ี
ยาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิความเขมขน 100 ไมโครกรมั
ตอมลิลลิติร บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ทำการถายเชือ้ 1% ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร   5 มิลลิลิตร ที่ไมมียา
ปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิแลวทำการบมเลีย้งทีส่ภาวะเดมิ
และให subculture ทกุวนัจนครบ 30 วนั

4.2 การศกึษา segregrational stability
แบงเชือ้จากทกุหลอดทีเ่ลีย้งในสภาวะ non

selective pressure ในแตละวันมาปริมาตร 100
ไมโครลติร ตอเชือ้ แลวทำการกระจายเชือ้ลงบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แขง็ LB ทีม่แีละไมมยีาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิ
โดยเทคนคิ spread plate  บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37  องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวคำนวณหาสดัสวน
ของโคโลนทีีด่ือ้ยาเตตราซยัคลนิจากสตูร
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  % tetracycline resistant colony  = จำนวนโคโลนทีีข่ึน้บนจานเพาะเชือ้แขง็ LB ทีม่ยีา         x 100
จำนวนโคโลนทีีข่ึน้บนจานเพาะเชือ้แขง็ LB ทีไ่มมยีา

pBCX แตพบวาม ีsegregrational stability ต่ำกวา pBCX
คอือยไูดเพยีง 3 passages เทานั้นซึ่งไมสอดคลองกับ
Gamel and Piot (1992) ทีก่ลาววาพลาสมดิขนาดเลก็
จะม ีsegregrational stability สงูกวาพลาสมดิทีม่ขีนาด
ใหญ  ซึง่อาจแสดงใหเหน็วานอกจากขนาดของพลาสมดิ
มผีลตอ segregrational stability แลวยงัพบวาขึน้อยกูบั
copy number ของพลาสมดิ (Old and Primrose, 1989)
กล าวคือพลาสมิดที่มี  copy number สู งจะมี
segregrational stability สูงตามไปดวยซึ่งอาจเนื่องมา
จากพลาสมิดมีจำนวนมากในเซลลทำใหมีโอกาสสูงใน
การถายทอดไปยังเซลลรุนลูกไดมากกวาพลาสมิดที่มี
copy number ต่ำ (มปีรมิาณพลาสมดินอย) นอกจากนี้
segregrational stability ยงัอาจขึน้อยกูบัการใชเชือ้เริม่ตน
ในการบมเลีย้งไมเทากนั (Brigidi et al., 1996)  หรอื
เกี่ยวของกับการที่พลาสมิดพาหะมีชิ้นยีนสอดใสเขาไป
(inserted gene) (Gruss and Ehrlich, 1988)  แตใน
การทดลองนีพ้ลาสมดิ pBCE และ pBCX ถกูสรางมา
จากพลาสมดิ pBC16 กบั pBluescript II KS เหมอืน
กนั ดงันัน้ copy number ของพลาสมดินาจะไมมคีวาม
แตกต างกันและน าจะไม ใชป จจั ยของการ เกิด
segregrational instability และไมมกีารสอดใสชิน้ยนีเขา
ไปใน pBCE แตมกีารตดับางสวนของชิน้ยนีทีค่วบคมุ
การดื้อยาเตตราซัยคลิน (Tc) ตรงปลายดาน 3′ ซึ่ง
เก่ียวของกบั terminatorใน pBC16 ออกไปโดยศกึษา
รายละเอยีดไดจากแผนทีย่นีทีร่ายงานโดย Mettus and
Macaluso (1990)  ดงันัน้จงึอาจสงผลตอการควบคมุ
การแสดงออกของยีนดื้อตอ Tc ลดประสิทธิภาพลง
ทำใหเกดิ segregrational instability ใน transformed
cells  ซึง่แสดงใหเหน็ไดจากเปอรเซนตของ tetracycline
resistant colony ทีล่ดลง (รปูที ่3)

ผลการทดลอง
1. การทดสอบยนืยนัพลาสมดิ

สราง shuttle plasmid pBCE จาก shuttle
plasmid pBCX [6900 คเูบส (base pair; bp) (รปูที ่1)
ดวยการตัดชิ้นสวน EcoRI ออกไปประมาณ 800 bp
ทำใหขนาดของพลาสมิดลดลงเหลือ 6100 bp โดย
สามารถยืนยันไดจากการนำพลาสมิดดังกลาวที่ถูกตัด
ดวยเอนไซม HindII หรอื EcoRI มา run ใน 0.7 % วนุ
อะกาโรส ซึง่พบวาพลาสมดิ pBCE ยงัคงม ี structural
stability  เพราะพลาสมดิทีส่กดัออกมาจาก transformed
E. coli DH5a และ transformed Btk HD73 มขีนาด
เทากนัโดยประมาณ 6100 bp  ดงัแสดงผลไดดงัรปูที ่2
2. การศกึษา segregrational  stability  ของพลาสมดิ

พลาสมิด pBCX มี segregrational stability
ภายในเชือ้ Btk HD73 ดกีวาพลาสมดิ pBCE ซึง่คงอยู
ไดเพยีง 3 รนุ (passages) เทานัน้ ในขณะที่ พลาสมดิ
pBCX จะคอยๆ ลดลงในแตละ passage ซึ่งสามารถ
แสดงเปนเปอรเซนตของโคโลนีที่ดื้อยาเตตราซัยคลิน
(Tc) ไดดงัรปูที ่3

อภปิรายผลการทดลอง
จากการศึกษา segregrational stability ของ

shuttle plasmid pBCX หรอื shuttle plasmid pBCE
ใน Btk HD73 โดยการนำเชือ้ทีม่พีลาสมดิดงักลาวไป
เล้ียงในสภาวะ non selective pressure  อยางตอเนือ่ง
เปนเวลา 30 รุน (passages) แลวนำเชื้อในแตละวัน
มากระจายลงบนจานเพาะเชือ้ LB ทีม่แีละไมมยีาปฏชิวีนะ
เตตราซัยคลินเพื่อตรวจนับจำนวนโคโลนีและคำนวณ
เปอรเซน็ตของ tetracycline resistant colony ปรากฏ
วา pBCE ซึง่เปนพลาสมดิ อนพุนัธและมขีนาดเลก็กวา
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รปูที ่2. แสดง electrophoretic patterns  ของ shuttle plasmid pBCX ตดัดวยเอนไซม  HindIII (lane 2),  shuttle
plasmid pBCE ทีส่กดัไดจาก transformed E. coli  DH5α ตดัดวยเอนไซม  EcoRI (lane 3) และ shuttle
plasmid pBCE ทีส่กดัไดจาก transformed Btk HD73 ตดัดวย เอนไซม  EcoRI (lane 4)  ขนาดของ
แถบดเีอน็เอ λ DNA ทีถ่กูตดัดวย HindIII (lane 1) มหีนวยเปนคเูบส (bp) ใชเปนดเีอน็เอ มาตรฐาน

รปูที ่1. แสดง plasmid maps ของ shuttle plasmid pBCX และ shuttle plasmid pBCE.  pBCE ไดมาจาก
pBCX ทีถ่กูตดัชิน้สวนของ EcoRI ออกไป 800 bp ซึง่เปนตำแหนงของ terminator (stem-loops structure)
ของยนีดือ้ยาเตตราซยัคลนิ แสดงใหเหน็เปนหวัลกูศรชี ้( ) ใน  pBCX

รปูที ่3. แสดงการคงอยขูองพลาสมดิ pBCE และ pBCX ในเชือ้ Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD73
(transformants)
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ตารางที ่1. เซลลเจาบานและพลาสมดิทีใ่ชในงานวจิยั

เซลลเจาบาน-พลาสมดิ                           คณุสมบตัิ          แหลง

เซลลเจาบาน
   E. coli  DH5∝ supE44 Δlac U169 (f 80lac ZΔ15) hsd R17 recA1 endA1

gyrA96 thi-1 relA1 Gibco BRL
   Btk  HD73 plasmid less strain, Cry- Bacillus Genetic Stock-

Center (BGSC)
พลาสมิด
   pBCX shuttle plasmid ทีป่ระกอบดวย pBC16 และ pBluescript II KS Lertcanawanichakul

         เชือ่มตอทีต่ำแหนง XbaI,  Apr  Tcr and Wiwat, 2000
pBCE pBCX ทีถ่กูตดัดวย EcoRI,  Apr  Tcr การศกึษานี้

Cry-  ไมม ีinsecticidal crystal protein
Apr  ยนีควบคมุการดือ้ยาแอมพซิลิลนิ;   Tcr  ยนีควบคมุการดือ้ยาเตตราซยัคลนิ

รปูที ่4. ลำดบันวิคลโีอไทดทีป่ลาย 3′ ของยนี Tc จาก pBC16.  ลำดบันวิคลโีอไทดทีข่ดีเสนใตอาจเปนโครงสราง
ของ stem-loop โดยลำดบัทีเ่ปนตวัเอนขดีเสนใตและตวัปกตขิดีเสนใตใชแทนตำแหนง terminator ที ่1
(กอน EcoRI) มคีา  DG = -12.4  และ 2 (หลงั EcoRI) มคีา  ΔG = -16.2 ตามลำดบั (Mettus and
Macaluso, 1990)

5′ GGAATCATTG  TCATTAGTTG GCTGGTTACC  TTGAATGTAT   ATAAACATTC
Gly   Ile    Ile  V   al   Ile   Ser  Tr   p  Leu  Val  Thr   Leu Asn  Val  T   yr    Lys  His  Se
TCAAAGGGAT  TTCTAAATCG  TTAAGGGATC   AACTTTGGGA   GAGAGTTCAA
r   Gln  Arg  Asp    Phe  End                                             ΔG = -12.4
AATTGATCCT     TTTTTTATAA   CAGGAATTCA   AATCTTTTTG  TTCCATTAAA

                        EcoRI
GGGCGCGATT  GCTGAATAAA  AGATACGAGA  GACCTCTCTT   GTATCTTTTT

                                                                                            ΔG = -16.2
TATTTTGAGT   GGTTTTGTCC   GTTACATAGA  AAACCGAAAG  ACAATAAAAA

TTTTATC     3′
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พลาสมิดอนุพันธที่ถูกสรางขึ้นมาจาก pBC16
และ pBluescript II KS เรยีกวา pBCX มตีำแหนงทีถ่กู
ตดัดวยเอนไซม EcoRI 2 ตำแหนง โดยพบอยตูรงสวน
ปลายดาน 3 ข ของลำดบันวิคลโีอไทดในยนี Tc ของ
pBC16  1 ตำแหนงและตรงตำแหนงนวิคลโีอไทดใน
MCS ของ pBluescript II KS 1 ตำแหนง
(Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000)  และเมือ่
ตัดตำแหนงดังกลาวออกไปในการทดลองนี้จะทำใหได
พลาสมดิอนพุนัธวงใหมทีม่ขีนาดเลก็ลงกวาเดมิ 800 คู
เบส เรยีกวา pBCE  แตพบวาพลาสมดิอนพุนัธ pBCE
ม ีsegregrational stability ต่ำกวา pBCX ทัง้ๆทีม่ขีนาด
เล็กกวา  ดังนั้นการเกิด instability ในกรณีนี้จึงอาจ
เกีย่วของกบัลำดบันวิคลโีอไทดของยนีดือ้ยา Tc ทีถ่กูตดั
ออกไป  โดยเทียบเคียงกับรายงานของ Mettus and
Macaluso (1990) พบวาตำแหนงนวิคลโีอไทดทีถ่กูตดั
ออกไปจาก pBCX ดวยเอนไซม EcoRI เปนตำแหนง
ของ terminator ทีจ่ะสรางโครงสราง stem loop ในสาย
mRNA ของ ยนีดือ้ยา Tc ใน pBC 16  แตทีน่าสนใจ
ก็คือตำแหนงที่เปน terminator ของยีนดื้อยา Tc ใน
pBC16 มอียดูวยกนั 2 ตำแหนง คอืลำดบันวิคลโีอไทด
ทีอ่ยกูอนหนา EcoRI 1 ตำแหนง และลำดบันวิคลโีอไทด
ทีอ่ยหูลงั EcoRI  1 ตำแหนง (รปูที ่4)    โดยตำแหนง
ทีเ่ปน terminator ทีแ่ทจรงิทีจ่ะสรางโครงสราง stem loop
คือลำดับนิวคลีโอไทดที่อยูหลัง EcoRI  และได
ทดลองสอดใสชิน้ยนี crystal protein genes (cry) ที่
ตำแหนง EcoRI ดงักลาวใน pBC16 พบวายนี cry ที่
ถกูสอดใสเขาไปสามารถแสดงออกไดดวยการใช pro-
moter ทีค่วบคมุการดือ้ยา Tc ไดอยางตอเนือ่งโดยไมมี
การหยุดการแสดงออกเมื่อมาพบ terminator ตรง
ตำแหนงหนา EcoRI (Mettus and Macaluso, 1990)

นอกจากนี้ยังไดมีรายงานวาแมสอดใสชิ้นยีน
ไคตเินสตอหลงัตำแหนง terminator ที ่2 (หลงั EcoRI)
ในพลาสมิดอนุพันธของ pBC16-pBluescript II KS
(pBCX) กย็งัคงมกีารแสดงออกของยนีไคตเินสไดอยาง
ตอเนื่องเชนกัน (Lertcanawanichakul and Wiwat,
2000)   ซึง่แสดงใหเหน็วา terminator ทัง้ 2 ตำแหนง

ยงัไมสามารถสราง stem loop ทีแ่ขง็แรงเพยีงพอทีจ่ะทำ
ใหมีการหยุดการแปลรหัสยีนเปนผลใหยังคงมีการ
แสดงออกของยนีสอดใสเมือ่ทำการสอดใสชิน้ยนีเขาไป
หลังตำแหนง  terminator ของทั้ งสองตำแหนง
นอกจากนี้การที่มีโครงสราง stem loop ที่ไมแข็งแรง
พอของสาย mRNA อาจทำใหสาย mRNA ดังกลาว
ถกูยอยสลายไดงายดวย RNase เนือ่งจากสาย mRNA
ปกตกิม็กัจะถกูยอยสลายดวย RNase ในระยะเวลาเพยีง
ไมกี่วินาทีอยูแลวดังที่มีรายงานในยีน cry ของ Bt
(Souza et al., 1993; Dervyn et al., 1995)  ดงันัน้
ในกรณนีีอ้าจเปนผลทำใหการแปลรหสัยนีดือ้ยา Tc เปน
ไปไดนอยเพราะสาย mRNA มเีหลอือยใูนปรมิาณนอย
เนือ่งจากบางสวนถกูยอยสลายดวย RNase ในระยะเวลา
อนัสัน้กวาปกตเิปนเหตใุห transformed Bt ทีม่ ีpBCE
ไมสามารถดือ้ตอยา Tc และ/หรอืดือ้ตอยา Tc ไดใน
ปริมาณนอยกวาปกติ  ทำใหตรวจพบโคโลนีของ
transformed Bt ทีด่ือ้ตอ Tc บนจานเพาะเชือ้ LB ทีม่ี
ยาปฏชิวีนะ Tc ไดบางแตเปนไปในปรมิาณทีไ่มสม่ำเสมอ
อีกทั้ งการใชยีนดื้ อยาปฏิชี วนะในการคัดเลือก
transformed cells กม็กัจะเกดิ segregrational instability
เมื่อเลี้ยงในสภาวะ non selective pressure เพราะวา
transformed cells มักจะเอาพลาสมิดออกนอกเซลล
เพราะไมจำเปนตองใชยนีดือ้ยาในการดำรงชวีติอยรูอด
เนือ่งจากเลีย้งไวในสภาวะทีไ่มมยีาปฎชิวีนะ จนกระทัง่
ทำใหมีการสูญเสียพลาสมิดไปเมื่อมีการถายเชื้อตอไป
เรือ่ยๆ  (Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000) แต
อยางไรก็ตามไดมีรายงานวามีกลุมโปรตีน tubulin ที่
เกีย่วของกบัการแบงเซลลชวยทำใหเกดิ stability ของ
พลาสมดิในเซลลใหสงูขึน้ใน Bt (Larsen et al., 2007)
นอกจากนี้ยั งพบวาตำแหนง  EcoRI ของลำดับ
นิวคลีโอไทดในยีนดื้อยา Tc ของ pBC16 ยังมีความ
เกีย่วของ กบัการ mobilization ของพลาสมดิ pBC16
ดวย (Andrup et al., ไมปรากฎปทีพ่มิพ)
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สรปุผลการทดลอง
Shuttle plasmid pBCX หรอื shuttle plasmid

pBCE มี structural stability เมื่ออยูใน Btk HD73
(transformed Btk HD73) แตจะมี segregrational
stability แตกตางกนัเมือ่เลีย้งในสภาวะ non selective
pressure ซึง่อาจขึน้อยกูบัขนาดและ copy number  ของ
พลาสมิด    ซึ่งจากการทดลองครั้งนี้ไดทำการสราง
พลาสมดิทัง้ 2 ชนดิมาจากพลาสมดิชนดิเดยีวกนักลาวคอื
pBC16 กบั pBluscript II KS อีกทั้งไมมีการสอดใส
ชิน้ยนี (heterologous gene) เขาไป ดงันัน้ปจจยัเกีย่วกบั
copy number จึงไมน าจะมีความเกี่ ยวของกับ
segregrational stability ดังนั้นยังคงเหลือเพียงขนาด
ของพลาสมิดที่นาจะมีผลตอ segregrational stability
ซึ่ ง โดยทั่ ว ไปพบว าพลาสมิดที่ มี ขนาดเล็กจะมี
segregrational stability สงูกวาพลาสมดิทีม่ขีนาดใหญ
แตจากการทดลองนีป้รากฏวา pBCE (6100 bp) ทีม่ี
ขนาดเล็กกวา pBCX (6900 bp) มี segregrational
stability ต่ำกวา pBCX กลาวคอืสามารถคงอยใูนเซลล
เจาบาน Btk HD73 ไดเพยีง 3 รนุ (passages) สวน
pBCX จะคอยๆ ลดลง แสดงใหเหน็วานาจะมปีจจยัอืน่
อกีเขามาเกีย่วของกบั segregrational instability ในเซลล
เจาบาน  ดงัเชนความไมสมบรูณของชิน้ยนีทีใ่ชเปนตวั
คดัเลอืก transformed cells และยงัอาจขึน้อยกูบัอณุหภมูิ
และการเติมอากาศในการบมเลี้ยงเชื้อ   pH  และ
องคประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ เปนตน (Brigidi et al.,
1996) ซึง่จำเปนตองมกีารศกึษาในลำดบัตอไป
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