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บทคัดยอ
พลาสมดิ pBCE ขนาด 6100 คเูบส ไดมาจากการตดัชิน้สวน EcoRI  (800 คเูบส) ออกจากพลาสมดิ pBCX

ขนาด 6900 คเูบส   ซึง่พลาสมดิทัง้สองชนดิประกอบดวยพลาสมดิของแบคทเีรยีแกรมบวก pBC16 และ พลาสมดิ
ของแบคทเีรยีแกรมลบ pBluescript II KS สามารถจำลองตวัไดทัง้ใน Escherichia coli และ Bacillus thuringiensis
(Bt)  และสามารถแสดงออกยนีดือ้ยาแอมพซิลิลนิหรอืเตตราซยัคลนิใน E. coli แตสามารถแสดงออกเฉพาะยนีดือ้
ยาเตตราซยัคลนิใน   Bt  พลาสมดิทัง้สองชนดิมคีวามเสถยีรภาพใน Bt แตพบวาพลาสมดิ pBCX สามารถคงอยไูด
ใน  Bt subsp. kurstaki ดกีวาพลาสมดิ pBCE ซึง่อาจเกีย่วของกบัการแสดงออกของยนีดือ้ยาเตตราซยัคลนิ

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
เนื่องจากพิษรายของสารเคมีสังเคราะห โดย

เฉพาะอยางยิง่สารเคมฆีาแมลงทีม่พีษิตอสภาวะแวดลอม
และสิง่มชีวีตินอกเปาหมาย (Aronson et al., 1986;
Charnley, 1991; Crook and Jarret, 1991) จงึทำให
เทคโนโลยใีนการควบคมุแมลงศตัรพูชืและ/หรอืแมลง
พาหะนำโรคไดพัฒนามาเปนลำดับจากการใชสารเคมี
มาเปนการใชสิ่ งมีชีวิตควบคุมกันเองแบบชีววิธี
(biocontrol) โดยการประยกุตใชเชือ้จลุนิทรยีชนดิทีเ่ปน
สาเหตุทำใหเกิดโรคกับแมลง (entomopathogenic
organisms) และเปนชนดิทีม่อียแูลวตามธรรมชาตถิงึขัน้
มกีารผลติออกมาในรปูการคาในลกัษณะ biopesticide
หรอื microbial insecticide สำหรบัเชือ้จลุนิทรยีทีท่ำให
แมลงตายไดนัน้มหีลายชนดิ เชน ไวรสั  แบคทเีรยี  รา
โปรโตซัว  มัยโคพลาสมา  ริกเกตเซีย  แตชนิดที่มี
บทบาทและไดรับความนิยมสูงจนมีการผลิตออกมาใน
รูปของการคามากมายในขณะนี้ ตลอดจนมีการนำมา
ศึกษาคนควาและวิจัยทางดานพันธุวิศวกรรม คือ เชื้อ
แบคทีเรียกลุมรูปทอนที่สามารถสรางสปอรได ไดแก
กลุม Bacillus species (spp.) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
Bacillus thuringiensis (Bt) (Charnley, 1991;
Aronson et al., 1986)

Bt เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน
สามารถสรางสปอรได พบไดทั่วไปในดิน (Aronson
et al., 1986; Hofte and Whiteley, 1989; Charnley,
1991; Crook and Jarret, 1991) และมรีายงานการ
ตรวจพบเชือ้ดงักลาวในซากแมลงหนอนไหม (silkworm),
Bombyx mori เปนครั้งแรกในญี่ปุนโดย Ishiwata
(1901) โดยเปนสาเหตขุองโรค sotto  disease (Martin
and Travers, 1989;  Charnley, 1991; Ohba, 1996)
แตพบวาแมลงไมไดเปนแหลงปกติของเชื้อชนิดนี้
(Ohba, 1996) ความสามารถในการฆาหนอนแมลงเกดิ
ขึ้นไดเพราะเชื้อสามารถผลิตสารพิษขึ้นมาได 2 ชนิด
ในระยะของการเจริญคือ exotoxin ผลิตขึ้นในระยะที่
เปน vegetative cell (Geiser et al., 1986; Crook and
Jarret, 1991) แตออกฤทธิ์ไมจำเพาะตอแมลงและ
มีฤทธิ์ไมพึงประสงคตอกลุมสิ่งมีชีวิตนอกเปาหมาย

จงึไมนำเชือ้ทีผ่ลติสารพษิชนดินีม้าเปน pesticide  สวน
สารพิษอีกชนิดหนึ่งที่เชื้อสามารถผลิตออกมาไดคือ
delta (δ) endotoxin หรอื insecticidal crystal proteins
(ICPs หรอื Cry proteins) ผลติขึน้ในระยะของการสราง
สปอรและมกัพบอยขูางๆ สปอร (parasporal inclusion)
โดยถูกควบคุมจากยีน cry หลายชนิดและสามารถ
จำแนกออกจากกนัโดยอาศยัคณุสมบตัคิวามเหมอืนกนั
ทางโครงสรางของยนีหรอืรปูสณัฐานของผลกึและ/หรอื
ความสามารถในการผลิตสารโปรตีนที่จำเพาะตอชนิด
แมลง ไดแก โปรตีนที่มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม
Lepidoptera (Cry1) โปรตนีทีม่คีวามจำเพาะตอแมลง
ในกลมุ Lepidoptera- และ Diptera (Cry2)  โปรตนีที่
มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม Coleoptera (Cry3)
และโปรตีนที่มีความจำเพาะตอแมลงในกลุม Diptera
(Cry4) (Hofte and Whiteley, 1989; Ceron et al.,
1995) สวน Cry5 และ Cry6 มีความจำเพาะตอ
nematode larvae และในปจจบุนัไดมกีารแยกชนดิออก
ไดถงึ Cry31 ตามความคลายคลงึกนัของลำดบันวิคลโีอ
ไทด (nucleotides) ในยีน (Ceron et al., 1995;
Crickmore et al., 1998;  De Maagd  et al., 2001)
ผลึกสารโปรตีนเหลานี้อยูในรูปของ protoxin และ
ภายหลังที่หนอนแมลงกินเขาไปโปรตีนจะถูกยอยดวย
เอนไซม protease ในบริเวณทางเดินอาหารสวนกลาง
(midgut) ในสภาวะทีเ่ปนดางแลวจงึเปลีย่นเปนรปูสารพษิ
ชนดิ true toxin จบักบัผนงัของทางเดนิอาหารสวนกลาง
ทำใหเกิดรูในชั้นของ peritrophic membrane และ
ออรกาเนลตางๆ ทีม่เีมมเบรนหอหมุมคีวามผดิปกตไิป
ทำใหมกีารสญูเสยีสมดลุออสโมตคิ (osmotic imbalance)
ทำใหหนอนแมลงตาย (Hofte and   Whiteley,  1989;
Charley, 1991)    ยนีควบคมุการสรางสารพษิสวนใหญ
อยูบนพลาสมิดและสามารถถูกตัดออกหรือนำไปเชื่อม
ตอเขากับพลาสมิดพาหะเพื่อเปาหมายสำคัญของงาน
ทดลองดานการตัดตอสารพันธุกรรมเพื่อปรับปรุงสาย
พนัธ ุBt  ใหมฤีทธิใ์นการทำลายหนอนแมลงเปาหมาย
ไดมากชนิดขึ้น อยางไรก็ตาม มักพบปญหาพลาสมิด
ไมเสถยีรภาพในเชือ้ดงักลาว (Mettus and Macaluso,
1990; Gamel and Piot, 1992) ซึง่อาจเนือ่งมาจากใช
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พลาสมดิพาหะทีไ่ดมาจากเชือ้ตางชนดิกนั (heterologous
species) เชน เปนพลาสมดิทีไ่ดมาจากเชือ้ Escherichia
coli หรอื Staphylococcus aureus (Gamel and Piot,
1992)  ดงันัน้จงึไดพยายามปรบัปรงุพลาสมดิพาหะที่
มใีชอยใูนปจจบุนัทีไ่ดมาจากเชือ้ Bacillus cereus GP7
(pBC16) (Mettus and Macaluso, 1990) ซึ่งเปน
แบคทเีรยีสกลุเดยีวกบั Bt  เพ่ือปองกนัการเกดิความไม
เสถยีรภาพ (instable) ทีอ่าจจะเกดิขึน้ใน Bt  แตพลาสมดิ
ดงักลาวยงัขาดตำแหนง multi cloning sites (MCSs)
ที่เหมาะสมเพื่อสอดใสชิ้นยีน ดังนั้นจึงไดมีการสราง
พลาสมดิพาหะอนพุนัธมุาจาก pBC16 กบั pBluescript
II KS เพื่อใหมีตำแหนงของ MCSs มากขึ้นและไมมี
การตัดบางสวนของดีเอ็นเอออกไปเพื่อใหเกิดความ
เสถียรภาพ (structural stability) เรียกพลาสมิดนี้วา
pBCX  อยางไรก็ตามยังคงพบปญหา segregrational
stability (Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000)
จึงไดพยายามทำการปรับปรุงพลาสมิดตอไปเพื่อใหได
พลาสมดิพาหะทีม่ ี segregrational stability สงูขึน้เพือ่
ประโยชนในการนำมาใชเปนพลาสมิดพาหะที่ดีสำหรับ
ปรบัปรงุสายพนัธ ุ Bt  ในการนำมาใชเปน biocontrol
ในอนาคตตอไป

วสัดอุปุกรณและวธิดีำเนนิการทดลอง
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)
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (มค.ก/
มลิลลิติร) หรอื ยาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิ (Tc) ความ
เขมขน 15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชเลี้ยงเซลล
E. coli หรอื Btk ทีม่พีลาสมดิ ตามลำดบั (รายละเอยีด
ของเชือ้และพลาสมดิแสดงในตารางที ่1)  จากนัน้นำไป
บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ขามคนื

2. การสราง shuttle plasmid pBCE จาก shuttle
plasmid pBCX

สราง shuttle plasmid pBCE ดวยการตดั shuttle
plasmid pBCX (Lertcanawanchakul and Wiwat,
2000) ที่ตำแหนง EcoRI จากนั้นทำการเชื่อมกลับ
(religate) ดวย T4 DNA ligase (Biolabs) แลวนำเขา
สเูซลลเจาบานชนดิ   E. coli DH5α ดวยวธิ ีheat shock
transformation ทำการคัดเลือก transformant ในจาน
เพาะเชื้อ LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100
ไมโครกรมัตอมลิลลิติร แลวทำการสกดัพลาสมดิ pBCE
จาก transformed E. coli DH5α ดวยวธิ ีalkaline lysis
จากนั้นนำพลาสมิดที่สกัดไดนำเขาสูเซลลเจาบาน Btk
HD73 ดวยวธิ ีelectroporation transformation ทำการ
คดัเลอืก transformant ในจานเพาะเชือ้ LB ทีม่ยีาปฏชิวีนะ
เตตราซยัคลนิ 15 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร แลวทำการ
สกัดพลาสมิดจาก transformed Btk HD73 ดวยวิธี
alkaline lysis และทำการยนืยนัพลาสมดิดวยการนำไป
วิง่ในวนุอะกาโรส  (Sambrook et al., 1989)
3. การนำพลาสมดิลกูผสมเขาสเูซลลเจาบาน

3.1 การเตรยีมเซลลพรอมรบั (competent cell)
3.1.1 E. coli
เขีย่เชือ้ E. coli DH5∝  ประมาณ 8-10

โคโลนไีปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB ทีไ่มมยีาปฏชิวีนะ
ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ทีอ่ณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส
ในเครื่องบมเชื้อแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm
เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนำเชื้อไปแชในน้ำแข็งเปน
เวลา 10 นาที แลวนำไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนที่
ความเรว็รอบ 5000 rpm เปนเวลา 6 นาท ีทีอ่ณุหภมูิ
4  องศาเซลเซียส แลวจึงเติมสารละลายแคลเซียม
คลอไรด (10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 50 mM
CaCl2) ทีแ่ชเยน็ลงไป 30 มลิลลิติร เพือ่ทำการกระจาย
ตะกอนเชื้อโดยเขยาเบาๆ จากนั้นแชไวในน้ำแข็งเปน
เวลา 5 นาท ีแลวทำการปนเกบ็ตกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ
และเตมิสารละลายแคลเซยีมคลอไรดลงไป 4 มลิลลิติร
กระจายตะกอนเชือ้เบาๆ แชในน้ำแขง็เปนเวลา 30 นาที
แบงเกบ็เชือ้ลงในหลอด microcentrifuge หรอืนำไปใช
ไดทันที
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3.1.2 Btk HD73
เขีย่เชือ้ Btk HD73 ไปเลีย้งในอาหารเลีย้ง

เชือ้ LB ทีม่ ี0.5% glycerol แตไมมยีาปฏชิวีนะปรมิาตร
50 มลิลลิติร ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ในเครือ่ง
บมเชือ้แบบเขยาทีค่วามเรว็รอบ 150 rpm เปนเวลา 4
ชัว่โมง จากนัน้นำเชือ้ไปแชในน้ำแขง็เปนเวลา 10 นาที
แลวนำไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนที่ความเร็วรอบ
5000 rpm เปนเวลา 6 นาท ีทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส
แลวจงึเตมิสารละลาย EB (0.625 M sucrose, 1 mM
MgCl2) ทีแ่ชเยน็ลงไป 30 มลิลลิติร เพือ่ทำการกระจาย
ตะกอนเชื้อโดยเขยาเบาๆ จากนั้นแชไวในน้ำแข็งเปน
เวลา 5 นาท ีแลวทำการปนเกบ็ตกตะกอนทีส่ภาวะเดมิ
และเติมสารละลาย EB ลงไป 1 มิลลิลิตร กระจาย
ตะกอนเชือ้เบาๆ แชในน้ำแขง็เปนเวลา 30 นาท ีแบง
เก็บเชื้อลงในหลอด microcentrifuge หรือนำไปใชได
ทันที

3.2 การถายพลาสมดิเขาสเูซลล
3.2.1 heat shock transformation
ผสมพลาสมดิ (pBCX หรอื pBCE) ใหได

ความเขมขนประมาณ 200 นาโนกรัม (ไมควรเกิน
10 ไมโครลิตร) ตอเซลลพรอมรับ E. coli ปริมาตร
200 ไมโครลิตร นำสวนผสมไปแชในน้ำแข็งเปนเวลา
30 นาที จากนั้นนำไปแชในอางน้ำรอนที่อุณหภูมิ
42 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 90 วนิาท ีและนำกลบัมา
แชในน้ำแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลว LB ลงไปปรมิาตร 800 ไมโครลติร นำไป
บมเลีย้งในอางน้ำรอนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เปน
เวลา 1 ชั่วโมง แบงเชื้อมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร
กระจายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ
แอมพซิลิลนิ ความเขมขน 100 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร
นำจานเพาะเชือ้ไปบมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส
เปนเวลา 18-20 ชัว่โมง

3.2.2 electroporation transformation
ผสมพลาสมดิ (pBCX หรอื pBCE) ใหได

ความเขมขนประมาณ 1 มค.ก. (ไมควรเกิน 10

ไมโครลิตร) ตอเซลลพรอมรับ Btk ปริมาตร  200
ไมโครลติร นำสวนผสมไปแชในน้ำแขง็เปนเวลา 5 นาที
จากนัน้ถายใสลงใน cuvett ขนาด 0.2 เซนตเิมตร และ
นำกลบัมาแชในน้ำแขง็ทนัทเีปนเวลา 5 นาท ีแลวนำไป
ใหกระแสไฟแบบ single discharge (2,500 โวลต, 25
ไมโครฟารดั) ภายใตเครือ่ง electroporation (BioRad
Gene-pulser) จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB
ลงไปปรมิาตร 800 ไมโครลติร นำไปบมเลีย้งในอางน้ำ
รอนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 ชัว่โมง
แบงเชื้อมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน
ความเขมขน 15 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร นำจานเพาะ
เชือ้ไปบมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
24 ชัว่โมง
4. การศกึษาการคงอยขูองพลาสมดิใน Btk HD73

4.1การเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีไ่มมยีาปฎชิวีนะ
(สภาวะ non selective pressure)

สุมเลือก transformed Btk HD73 ที่ มี
พลาสมดิแตละชนดิมาชนดิละ 5 โคโลนมีาเพาะเลีย้งลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB ปรมิาตร 5 มลิลลิติร  ทีม่ี
ยาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิความเขมขน 100 ไมโครกรมั
ตอมลิลลิติร บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ทำการถายเชือ้ 1% ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร   5 มิลลิลิตร ที่ไมมียา
ปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิแลวทำการบมเลีย้งทีส่ภาวะเดมิ
และให subculture ทกุวนัจนครบ 30 วนั

4.2 การศกึษา segregrational stability
แบงเชือ้จากทกุหลอดทีเ่ลีย้งในสภาวะ non

selective pressure ในแตละวันมาปริมาตร 100
ไมโครลติร ตอเชือ้ แลวทำการกระจายเชือ้ลงบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แขง็ LB ทีม่แีละไมมยีาปฏชิวีนะเตตราซยัคลนิ
โดยเทคนคิ spread plate  บมเพาะทีอ่ณุหภมู ิ37  องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวคำนวณหาสดัสวน
ของโคโลนทีีด่ือ้ยาเตตราซยัคลนิจากสตูร
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  % tetracycline resistant colony  = จำนวนโคโลนทีีข่ึน้บนจานเพาะเชือ้แขง็ LB ทีม่ยีา         x 100
จำนวนโคโลนทีีข่ึน้บนจานเพาะเชือ้แขง็ LB ทีไ่มมยีา

pBCX แตพบวาม ีsegregrational stability ต่ำกวา pBCX
คอือยไูดเพยีง 3 passages เทานั้นซึ่งไมสอดคลองกับ
Gamel and Piot (1992) ทีก่ลาววาพลาสมดิขนาดเลก็
จะม ีsegregrational stability สงูกวาพลาสมดิทีม่ขีนาด
ใหญ  ซึง่อาจแสดงใหเหน็วานอกจากขนาดของพลาสมดิ
มผีลตอ segregrational stability แลวยงัพบวาขึน้อยกูบั
copy number ของพลาสมดิ (Old and Primrose, 1989)
กล าวคือพลาสมิดที่มี  copy number สู งจะมี
segregrational stability สูงตามไปดวยซึ่งอาจเนื่องมา
จากพลาสมิดมีจำนวนมากในเซลลทำใหมีโอกาสสูงใน
การถายทอดไปยังเซลลรุนลูกไดมากกวาพลาสมิดที่มี
copy number ต่ำ (มปีรมิาณพลาสมดินอย) นอกจากนี้
segregrational stability ยงัอาจขึน้อยกูบัการใชเชือ้เริม่ตน
ในการบมเลีย้งไมเทากนั (Brigidi et al., 1996)  หรอื
เกี่ยวของกับการที่พลาสมิดพาหะมีชิ้นยีนสอดใสเขาไป
(inserted gene) (Gruss and Ehrlich, 1988)  แตใน
การทดลองนีพ้ลาสมดิ pBCE และ pBCX ถกูสรางมา
จากพลาสมดิ pBC16 กบั pBluescript II KS เหมอืน
กนั ดงันัน้ copy number ของพลาสมดินาจะไมมคีวาม
แตกต างกันและน าจะไม ใชป จจั ยของการ เกิด
segregrational instability และไมมกีารสอดใสชิน้ยนีเขา
ไปใน pBCE แตมกีารตดับางสวนของชิน้ยนีทีค่วบคมุ
การดื้อยาเตตราซัยคลิน (Tc) ตรงปลายดาน 3′ ซึ่ง
เก่ียวของกบั terminatorใน pBC16 ออกไปโดยศกึษา
รายละเอยีดไดจากแผนทีย่นีทีร่ายงานโดย Mettus and
Macaluso (1990)  ดงันัน้จงึอาจสงผลตอการควบคมุ
การแสดงออกของยีนดื้อตอ Tc ลดประสิทธิภาพลง
ทำใหเกดิ segregrational instability ใน transformed
cells  ซึง่แสดงใหเหน็ไดจากเปอรเซนตของ tetracycline
resistant colony ทีล่ดลง (รปูที ่3)

ผลการทดลอง
1. การทดสอบยนืยนัพลาสมดิ

สราง shuttle plasmid pBCE จาก shuttle
plasmid pBCX [6900 คเูบส (base pair; bp) (รปูที ่1)
ดวยการตัดชิ้นสวน EcoRI ออกไปประมาณ 800 bp
ทำใหขนาดของพลาสมิดลดลงเหลือ 6100 bp โดย
สามารถยืนยันไดจากการนำพลาสมิดดังกลาวที่ถูกตัด
ดวยเอนไซม HindII หรอื EcoRI มา run ใน 0.7 % วนุ
อะกาโรส ซึง่พบวาพลาสมดิ pBCE ยงัคงม ี structural
stability  เพราะพลาสมดิทีส่กดัออกมาจาก transformed
E. coli DH5a และ transformed Btk HD73 มขีนาด
เทากนัโดยประมาณ 6100 bp  ดงัแสดงผลไดดงัรปูที ่2
2. การศกึษา segregrational  stability  ของพลาสมดิ

พลาสมิด pBCX มี segregrational stability
ภายในเชือ้ Btk HD73 ดกีวาพลาสมดิ pBCE ซึง่คงอยู
ไดเพยีง 3 รนุ (passages) เทานัน้ ในขณะที่ พลาสมดิ
pBCX จะคอยๆ ลดลงในแตละ passage ซึ่งสามารถ
แสดงเปนเปอรเซนตของโคโลนีที่ดื้อยาเตตราซัยคลิน
(Tc) ไดดงัรปูที ่3

อภปิรายผลการทดลอง
จากการศึกษา segregrational stability ของ

shuttle plasmid pBCX หรอื shuttle plasmid pBCE
ใน Btk HD73 โดยการนำเชือ้ทีม่พีลาสมดิดงักลาวไป
เล้ียงในสภาวะ non selective pressure  อยางตอเนือ่ง
เปนเวลา 30 รุน (passages) แลวนำเชื้อในแตละวัน
มากระจายลงบนจานเพาะเชือ้ LB ทีม่แีละไมมยีาปฏชิวีนะ
เตตราซัยคลินเพื่อตรวจนับจำนวนโคโลนีและคำนวณ
เปอรเซน็ตของ tetracycline resistant colony ปรากฏ
วา pBCE ซึง่เปนพลาสมดิ อนพุนัธและมขีนาดเลก็กวา
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รปูที ่2. แสดง electrophoretic patterns  ของ shuttle plasmid pBCX ตดัดวยเอนไซม  HindIII (lane 2),  shuttle
plasmid pBCE ทีส่กดัไดจาก transformed E. coli  DH5α ตดัดวยเอนไซม  EcoRI (lane 3) และ shuttle
plasmid pBCE ทีส่กดัไดจาก transformed Btk HD73 ตดัดวย เอนไซม  EcoRI (lane 4)  ขนาดของ
แถบดเีอน็เอ λ DNA ทีถ่กูตดัดวย HindIII (lane 1) มหีนวยเปนคเูบส (bp) ใชเปนดเีอน็เอ มาตรฐาน

รปูที ่1. แสดง plasmid maps ของ shuttle plasmid pBCX และ shuttle plasmid pBCE.  pBCE ไดมาจาก
pBCX ทีถ่กูตดัชิน้สวนของ EcoRI ออกไป 800 bp ซึง่เปนตำแหนงของ terminator (stem-loops structure)
ของยนีดือ้ยาเตตราซยัคลนิ แสดงใหเหน็เปนหวัลกูศรชี ้( ) ใน  pBCX

รปูที ่3. แสดงการคงอยขูองพลาสมดิ pBCE และ pBCX ในเชือ้ Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD73
(transformants)
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ตารางที ่1. เซลลเจาบานและพลาสมดิทีใ่ชในงานวจิยั

เซลลเจาบาน-พลาสมดิ                           คณุสมบตัิ          แหลง

เซลลเจาบาน
   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 ทีป่ระกอบดวย pBC16 และ pBluescript II KS Lertcanawanichakul

         เชือ่มตอทีต่ำแหนง XbaI,  Apr  Tcr and Wiwat, 2000
pBCE pBCX ทีถ่กูตดัดวย EcoRI,  Apr  Tcr การศกึษานี้

Cry-  ไมม ีinsecticidal crystal protein
Apr  ยนีควบคมุการดือ้ยาแอมพซิลิลนิ;   Tcr  ยนีควบคมุการดือ้ยาเตตราซยัคลนิ

รปูที ่4. ลำดบันวิคลโีอไทดทีป่ลาย 3′ ของยนี Tc จาก pBC16.  ลำดบันวิคลโีอไทดทีข่ดีเสนใตอาจเปนโครงสราง
ของ stem-loop โดยลำดบัทีเ่ปนตวัเอนขดีเสนใตและตวัปกตขิดีเสนใตใชแทนตำแหนง terminator ที ่1
(กอน EcoRI) มคีา  DG = -12.4  และ 2 (หลงั EcoRI) มคีา  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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พลาสมิดอนุพันธที่ถูกสรางขึ้นมาจาก pBC16
และ pBluescript II KS เรยีกวา pBCX มตีำแหนงทีถ่กู
ตดัดวยเอนไซม EcoRI 2 ตำแหนง โดยพบอยตูรงสวน
ปลายดาน 3 ข ของลำดบันวิคลโีอไทดในยนี Tc ของ
pBC16  1 ตำแหนงและตรงตำแหนงนวิคลโีอไทดใน
MCS ของ pBluescript II KS 1 ตำแหนง
(Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000)  และเมือ่
ตัดตำแหนงดังกลาวออกไปในการทดลองนี้จะทำใหได
พลาสมดิอนพุนัธวงใหมทีม่ขีนาดเลก็ลงกวาเดมิ 800 คู
เบส เรยีกวา pBCE  แตพบวาพลาสมดิอนพุนัธ pBCE
ม ีsegregrational stability ต่ำกวา pBCX ทัง้ๆทีม่ขีนาด
เล็กกวา  ดังนั้นการเกิด instability ในกรณีนี้จึงอาจ
เกีย่วของกบัลำดบันวิคลโีอไทดของยนีดือ้ยา Tc ทีถ่กูตดั
ออกไป  โดยเทียบเคียงกับรายงานของ Mettus and
Macaluso (1990) พบวาตำแหนงนวิคลโีอไทดทีถ่กูตดั
ออกไปจาก pBCX ดวยเอนไซม EcoRI เปนตำแหนง
ของ terminator ทีจ่ะสรางโครงสราง stem loop ในสาย
mRNA ของ ยนีดือ้ยา Tc ใน pBC 16  แตทีน่าสนใจ
ก็คือตำแหนงที่เปน terminator ของยีนดื้อยา Tc ใน
pBC16 มอียดูวยกนั 2 ตำแหนง คอืลำดบันวิคลโีอไทด
ทีอ่ยกูอนหนา EcoRI 1 ตำแหนง และลำดบันวิคลโีอไทด
ทีอ่ยหูลงั EcoRI  1 ตำแหนง (รปูที ่4)    โดยตำแหนง
ทีเ่ปน terminator ทีแ่ทจรงิทีจ่ะสรางโครงสราง stem loop
คือลำดับนิวคลีโอไทดที่อยูหลัง EcoRI  และได
ทดลองสอดใสชิน้ยนี crystal protein genes (cry) ที่
ตำแหนง EcoRI ดงักลาวใน pBC16 พบวายนี cry ที่
ถกูสอดใสเขาไปสามารถแสดงออกไดดวยการใช pro-
moter ทีค่วบคมุการดือ้ยา Tc ไดอยางตอเนือ่งโดยไมมี
การหยุดการแสดงออกเมื่อมาพบ terminator ตรง
ตำแหนงหนา EcoRI (Mettus and Macaluso, 1990)

นอกจากนี้ยังไดมีรายงานวาแมสอดใสชิ้นยีน
ไคตเินสตอหลงัตำแหนง terminator ที ่2 (หลงั EcoRI)
ในพลาสมิดอนุพันธของ pBC16-pBluescript II KS
(pBCX) กย็งัคงมกีารแสดงออกของยนีไคตเินสไดอยาง
ตอเนื่องเชนกัน (Lertcanawanichakul and Wiwat,
2000)   ซึง่แสดงใหเหน็วา terminator ทัง้ 2 ตำแหนง

ยงัไมสามารถสราง stem loop ทีแ่ขง็แรงเพยีงพอทีจ่ะทำ
ใหมีการหยุดการแปลรหัสยีนเปนผลใหยังคงมีการ
แสดงออกของยนีสอดใสเมือ่ทำการสอดใสชิน้ยนีเขาไป
หลังตำแหนง  terminator ของทั้ งสองตำแหนง
นอกจากนี้การที่มีโครงสราง stem loop ที่ไมแข็งแรง
พอของสาย mRNA อาจทำใหสาย mRNA ดังกลาว
ถกูยอยสลายไดงายดวย RNase เนือ่งจากสาย mRNA
ปกตกิม็กัจะถกูยอยสลายดวย RNase ในระยะเวลาเพยีง
ไมกี่วินาทีอยูแลวดังที่มีรายงานในยีน cry ของ Bt
(Souza et al., 1993; Dervyn et al., 1995)  ดงันัน้
ในกรณนีีอ้าจเปนผลทำใหการแปลรหสัยนีดือ้ยา Tc เปน
ไปไดนอยเพราะสาย mRNA มเีหลอือยใูนปรมิาณนอย
เนือ่งจากบางสวนถกูยอยสลายดวย RNase ในระยะเวลา
อนัสัน้กวาปกตเิปนเหตใุห transformed Bt ทีม่ ีpBCE
ไมสามารถดือ้ตอยา Tc และ/หรอืดือ้ตอยา Tc ไดใน
ปริมาณนอยกวาปกติ  ทำใหตรวจพบโคโลนีของ
transformed Bt ทีด่ือ้ตอ Tc บนจานเพาะเชือ้ LB ทีม่ี
ยาปฏชิวีนะ Tc ไดบางแตเปนไปในปรมิาณทีไ่มสม่ำเสมอ
อีกทั้ งการใชยีนดื้ อยาปฏิชี วนะในการคัดเลือก
transformed cells กม็กัจะเกดิ segregrational instability
เมื่อเลี้ยงในสภาวะ non selective pressure เพราะวา
transformed cells มักจะเอาพลาสมิดออกนอกเซลล
เพราะไมจำเปนตองใชยนีดือ้ยาในการดำรงชวีติอยรูอด
เนือ่งจากเลีย้งไวในสภาวะทีไ่มมยีาปฎชิวีนะ จนกระทัง่
ทำใหมีการสูญเสียพลาสมิดไปเมื่อมีการถายเชื้อตอไป
เรือ่ยๆ  (Lertcanawanichakul and Wiwat, 2000) แต
อยางไรก็ตามไดมีรายงานวามีกลุมโปรตีน tubulin ที่
เกีย่วของกบัการแบงเซลลชวยทำใหเกดิ stability ของ
พลาสมดิในเซลลใหสงูขึน้ใน Bt (Larsen et al., 2007)
นอกจากนี้ยั งพบวาตำแหนง  EcoRI ของลำดับ
นิวคลีโอไทดในยีนดื้อยา Tc ของ pBC16 ยังมีความ
เกีย่วของ กบัการ mobilization ของพลาสมดิ pBC16
ดวย (Andrup et al., ไมปรากฎปทีพ่มิพ)
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สรปุผลการทดลอง
Shuttle plasmid pBCX หรอื shuttle plasmid

pBCE มี structural stability เมื่ออยูใน Btk HD73
(transformed Btk HD73) แตจะมี segregrational
stability แตกตางกนัเมือ่เลีย้งในสภาวะ non selective
pressure ซึง่อาจขึน้อยกูบัขนาดและ copy number  ของ
พลาสมิด    ซึ่งจากการทดลองครั้งนี้ไดทำการสราง
พลาสมดิทัง้ 2 ชนดิมาจากพลาสมดิชนดิเดยีวกนักลาวคอื
pBC16 กบั pBluscript II KS อีกทั้งไมมีการสอดใส
ชิน้ยนี (heterologous gene) เขาไป ดงันัน้ปจจยัเกีย่วกบั
copy number จึงไมน าจะมีความเกี่ ยวของกับ
segregrational stability ดังนั้นยังคงเหลือเพียงขนาด
ของพลาสมิดที่นาจะมีผลตอ segregrational stability
ซึ่ ง โดยทั่ ว ไปพบว าพลาสมิดที่ มี ขนาดเล็กจะมี
segregrational stability สงูกวาพลาสมดิทีม่ขีนาดใหญ
แตจากการทดลองนีป้รากฏวา pBCE (6100 bp) ทีม่ี
ขนาดเล็กกวา pBCX (6900 bp) มี segregrational
stability ต่ำกวา pBCX กลาวคอืสามารถคงอยใูนเซลล
เจาบาน Btk HD73 ไดเพยีง 3 รนุ (passages) สวน
pBCX จะคอยๆ ลดลง แสดงใหเหน็วานาจะมปีจจยัอืน่
อกีเขามาเกีย่วของกบั segregrational instability ในเซลล
เจาบาน  ดงัเชนความไมสมบรูณของชิน้ยนีทีใ่ชเปนตวั
คดัเลอืก transformed cells และยงัอาจขึน้อยกูบัอณุหภมูิ
และการเติมอากาศในการบมเลี้ยงเชื้อ   pH  และ
องคประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ เปนตน (Brigidi et al.,
1996) ซึง่จำเปนตองมกีารศกึษาในลำดบัตอไป
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