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บทคัดย่อ 

การรักษาเสถียรภาพของผนังเซลล์เป็นกลไกสำคัญที่ช่วยให้จุลินทรีย์สามารถปรับตัวและดำรง 
ชีวิตอยู ่ได้ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม โดยกระบวนการดังกล่าวเกี ่ยวข้องกับยีนหลายยีน               
ในจำนวนยีนเหล่านั ้น พบว่า ยีน motA และ tolQ เป็นยีนที่มีบทบาทสำคัญ ในกระบวนการดังกล่าว 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพื่อโคลนยีนและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน motA และ tolQ จาก
แบคทีเรียผลิตเอทานอล Zymomonas mobilis จากการเพิ่มปริมาณชิ้นยีนด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรส (PCR) ร่วมกับไพรเมอร์จำเพาะ จากนั้นนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้เชื่อมต่อเข้าสู่พลาสมิดดีเอ็นเอ 
โดยใช้เทคนิค TA cloning และนำพลาสมิดลูกผสมไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธ ี Sanger 
sequencing ผลการศึกษาพบว่า ยีน motA และ tolQ มีขนาด 696 และ 711 คู่เบส ซ่ึงสามารถถอดรหัส
เป็นกรดอะมิโนไดท้ั้งสิ้น 231 และ 236 กรดอะมิโน และมีค่าคาดคะเนน้ำหนักโมเลกลุของโปรตีนที ่25.35 
และ 25.32 กิโลดาลตัน ตามลำดับ จากการศึกษาบริเวณจำเพาะของโปรตีนทั้งสองชนิด พบว่า โปรตีน
เหล่านี้มีบริเวณจำเพาะหรือโดเมนที่ เกี่ยวข้องกับการดัดแปลงหลังการแปลรหัส (post-translational 
modification; PTM) ซึ่งข้อมูลพื้นฐานที่ได้รับจากการวิจัยครั้งนี้ จะเป็นประโยชน์สำหรับการออกแบบ
การทดลอง เพ่ือปรับปรุงสายพันธุ์ Z. mobilis ให้มีคุณสมบัติที่ต้องการได้ในอนาคต 

คำสำคัญ: การโคลนยีน, การผลิตเอทานอล, จุลินทรีย์ทนร้อน 
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Abstract 
Cell wall stability maintenance is a crucial mechanism that helps microorganisms 

adapt and survive under unfavorable environmental conditions. This process involves 
multiple genes. Among these genes, motA and tolQ play significant roles in this process. 
This research aims to clone and study the genetic characteristics of the motA and tolQ 
genes from the ethanol-producing bacterium Zymomonas mobilis. The genes were 
amplified using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique with specific primers. The 
PCR products were then inserted into DNA plasmids using the TA cloning technique, and 
the recombinant plasmids were analyzed for nucleotide sequences using Sanger 
sequencing. The results showed that the motA and tolQ genes are 696 and 711 base pairs 
in size, which can be translated into 231 and 236 amino acids, with predicted molecular 
weights of 25.35 and 25.32 kilodaltons, respectively. The study of specific regions of both 
proteins revealed that these proteins contain specific regions or domains related to post-
translational modification (PTM). The basic information obtained from this research will be 
beneficial for designing experiments to improve Z. mobilis strains with desired properties 
in the future. 

Keywords: gene cloning, ethanol production, thermotolerant microorganisms 
 
บทนำ 

Zymomonas mobilis เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นแท่งที่มีส่วนปลายกลมมน ไม่ก่อโรค 
ไม่สร้างสปอร์ สามารถคัดแยกได้จากน้ำผลไม้หรือเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เช่น ไวน์องุ่น ไวน์พลัม น้ำอ้อย  
หรือจากไซเดอร์และเบียร์ที่เน่าเสีย (Weir, 2016) Z. mobilis สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน 
และไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobes) นอกจากนี้ ยังเป็นหนึ่งในกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถ
และประสิทธิภาพในการผลิตพลังงานชีวภาพอย่างเอทานอล โดยผ่านวิถีเอ็นต์-เนอร์ ดูโดรอฟต์ (Entner–
Doudoroff pathway) (Braga, Gomes, Rainha, Amorim, Cardoso, Gudiña, Sivéio, Rodrigues, &   
Rodrigues, 2021) ในการเปลี่ยนโมเลกุลของน้ำตาลกลูโคสเป็นเอทานอล ด้วยคุณสมบัติที่กล่าวมาข้างต้น 
Z. mobilis จึงเป็นหนึ่งในจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพสูงสำหรับใช้ในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม 
 ในกระบวนการผลิตหรือการหมักเอทานอลนั้น มีสภาวะเครียดที่เกิดจากปัจจัยต่าง ๆ มากมาย                
ที่อาจส่งผลต่อการเจริญของเซลล์จุลินทรีย์ โดยสภาวะเครียดต่าง ๆ ที่สามารถเกิดขึ้น ได้แก่ อุณหภูมิที่สูง 
ความเข้มข้นของเอทานอลที่เพ่ิมขึ้น ค่าความเป็นกรด-ด่าง แรงดันออสโมติก เป็นต้น ซึ่งสภาวะเครียดเหล่านี้
นอกจากจะส่งผลต่อความสามารถในการเจริญของเซลล์จุลินทรีย์แล้ว ยังส่งผลต่อความสามารถในการผลิต
เอทานอลของจุลินทรีย์ด้วย (Sahana, Balasuramanian, Sebastian, Pappuswamy, Liu, Meyyazhagan, 
Kamyab, Chelliapan, & Joseph, 2024) ซึ่งผลกระทบจากปัจจัยดังกล่าวข้างต้นจะมากหรือน้อยเพียงใด
ขึ้นอยู่กับปัจจัยบางประการ เช่น ชนิดของจุลินทรีย์ รูปแบบการผลิต สภาวะในการหมัก เป็นต้น อย่างไร  
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ก็ตามในบรรดาสภาวะเครียดต่าง ๆ นั้น พบว่าสภาวะเครียด เนื่องจากอุณหภูมิสูงจัดได้ว่ามีความสำคัญ
ทั้งนี ้เพราะนอกจากความร้อนที่เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์จุลินทรีย์แล้ว สภาพแวดล้อม
ภายนอก โดยเฉพาะอุณหภูมิของสภาพบรรยากาศที่สูงขึ ้นในแต่ละปี  อันเนื่องมาจากสภาวะโลกร้อน                 
ยังส่งผลให้อุณหภูมิในถังหมักเพิ่มสูงขึ้นมากด้วยเช่นกัน ด้วยเหตุนี้ทางโรงงานอุตสาหกรรมจึงจำเป็นต้อง
ทำการติดตั้งระบบหล่อเย็นเข้าในไปกระบวนการผลิต เพื่อควบคุมสภาวะอุณหภูมิในกระบวนการผลิตให้
คงที่และเหมาะสมแก่การเจริญของจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตามการเพิ่มกระบวนการดังกล่าวทำให้มีค่าใช้จ่าย 
ที่ค่อนข้างสูง ส่งผลให้สูญเสียค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตมากขึ้น ดังนั้นเพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าวและลด
ต้นทุนการผลิต จึงมีการศึกษาวิจัยเพื่อคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการทนความร้อนมาใช้ใน
กระบวนการผลิตเพ่ือลดต้นทุนการผลิตลง นอกจากการเลือกใช้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการทนร้อนแล้ว 
การปรับปรุงหรือการดัดแปลงสายพันธุ์จุลินทรีย์ให้มีคุณสมบัติตามที่ต้องการ เช่น ทนอุณหภูมิสูงได้ดี ก็เป็น
อีกแนวทางหนึ่งที่ได้รับความสนใจในปัจจุบัน ถึงแม้วิธีการปรับปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์จะมีหลากหลายรูปแบบ 
เช่น การชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยสารเคมีหรือรังสี การปรับปรุงสายพันธุ์โดยการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์
ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ต้องการหรือที่เรียกว่า adaptive laboratory evolution (ALE) หรือวิธี 
การตัดต่อยีนเป็นต้น ในบรรดาเทคนิคเหล่านี้พบว่าการตัดต่อยีนถือได้ว่าเป็นวิธีการที่มีความจำเพาะเจาะจง
และมีประสิทธิภาพสูงในการได้มาซึ่งจุลินทรีย์ที่ต้องการ 
 จากการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการทนร้อนใน Z. mobilis TISTR 548 พบว่ากลุ่มยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการรักษาเสถียรภาพของผนังเซลล์ (membrane stabilization) มีส่วนสำคัญที่ช่วยให้จุลินทรีย์สามารถ
ทนสภาวะเครียดที่เกิดจากปัจจัยต่าง ๆ ได้ (Charoensuk, Sukurada, Tokiyama, Murata, Kosaka, 
Thanonkeo, & Yamada, 2017) หนึ่งในยีนที ่มีบทบาทสำคัญและมีการศึกษากันมาก โดยเฉพาะใน
แบคทีเรีย Escherichia coli คือ tolQ และ motA ซึ่งยีนทั้งสองนี้กำหนดการสร้างโปรตีนในกลุ่ม Tol/pal 
system ซึ่งมีความสำคัญต่อการดำรงชีวิตและการส่งถ่ายพลังงาน รักษาสมดุลและเสถียรภาพของผนัง
เซลล์แบคทีเรียภายใต้สภาวะเครียดจากปัจจัยต่าง ๆ เช่น ความร้อน เป็นต้น  (Cascales, Lloubès, & 
Sturgis, 2001) อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันยังไม่พบว่ามีการศึกษายีน tolQ และ motA ใน Z. mobilis มากนัก
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาถึงการโคลนยีน และศึกษาคุณลักษณะบางประการของยีน โดยคาดหวังว่า
ข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้จะช่วยให้เข้าใจบทบาทของยีน tolQ และ motA ใน Z. mobilis เพิ่มมากขึ้น 
รวมทั้งสามารถนำไปใช้ในการออกแบบเพื่อปรับปรุงสายพันธุ์แบคทีเรีย Z. mobilis ให้มีลักษณะตามที่
ต้องการได้ในอนาคต 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื่อโคลนยีน และศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโนของยีน tolQ และยีน motA จาก
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548  
 
วิธีดำเนินการวิจัย 

1. การสืบค้นข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้องและการออกแบบไพรเมอร์ 
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     สืบค้นข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tolQ และ motA จากฐานข้อมูล The National center 
for biotechnology information (NCBI) เมื่อทราบลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วทำการออกแบบไพรเมอร์ ให้
อยู่บริเวณตำแหน่งเริ่มต้นการสังเคราะห์ (Start codon) และตำแหน่งหยุดการสังเคราะห์ (Stop codon) 
และตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรม Netprimer จากเว็บไซต์ www.premierbiosoft.com/ 
netprime  

2. การเตรียมกล้าเชื้อ Z. mobilis TISTR 548 และการแยกสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ (genomic DNA 
extraction) 
 เพาะเลี้ยง Z. mobilis TISTR 548 ที่ได้จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย
ในอาหารเหลวสูตร Yeast extract-peptone glucose broth (YPG broth) บ่มที ่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส แบบไม่เขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว YPG อีกครั้ง และบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและนำไปแยกสกัดจี
โนมิกส์ดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป GF-1 nucleic acid extraction kit (Vivantis, Malaysia) 
จากนั ้นตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล ็กโทรโฟริซ ิส (agarose gel 
electrophoresis) แล้วนำไปใช้ในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ต่อไป 

3. การเพิ่มปริมาณชิ้นยีนที่สนใจด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส  (polymerase chain 
reaction: PCR) และการทำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ (PCR product purification) 

   นำดีเอ็นเอทั้งหมดที่แยกสกัดได้จากข้อ 2 และไพรเมอร์ที่ออกแบบในข้อ 1 มาใช้ในการเพ่ิม
ปริมาณชิ้นยีน tolQ และ motA ด้วย UltraRun LongRange (Qiagen, Germany) นำไปทำปฏิกิริยาใน
เครื่อง C1000 TouchTM cycler ของบริษัท Biorad, USA โดยใช้สภาวะในการทำปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางที ่ 1 จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ที ่ได้มาทำให้บริสุทธิ ์ โดยใช้ชุด GF-1 AmbiClean kit (PCR & Gel) 
(Vivantis, Malaysia) แล้วนำไปตรวจสอบด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis และวัดความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง BioDrop Duo และนำดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์ไปใช้ในการเชื่อมต่อกับดีเอ็นเอ
พาหะต่อไป 
 

ตารางท่ี 1 อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR  
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ (°C) 

(สำหรับยีน motA) 
อุณหภูมิ (°C) 

(สำหรับยีน tolQ) 
เวลา จำนวนรอบ 

Initial denaturation 93 93 3 นาที 1 
Denaturation 93 93 30 วินาที 

34 รอบ 
Annealing 53 60 30 วินาที 
Extension 72 72 1 นาที 

 
Final extension 72 72 1 นาที 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ (°C) 

(สำหรับยีน motA) 
อุณหภูมิ (°C) 

(สำหรับยีน tolQ) 
เวลา จำนวนรอบ 

Final hold 12 12 
จนกว่าจะนำหลอด

ออกจากเครื่อง 
Final hold 

 

4. การเชื่อมต่อดีเอ็นเอที่สนใจกับดีเอ็นเอพาหะ และการส่งถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย (bacterial 
transformation) 

   ทำการโคลนยีนโดยอาศัยหลักการ TA cloning โดยการนำผลิตภัณฑ์ PCR ที่มี A-overhang  
ที่ปลาย 3’ ไปเชื่อมต่อกับดีเอ็นเอพาหะ pGEM® -T easy vector (Promega Corporation, USA) ที่มี 
T-overhang ที่ปลาย 3’ โดยการเติมสารละลายลงในหลอดไมโครทิวป์ ผสมให้เข้ากันโดยใช้ปิเปตดูดขึ้นลง 
และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นนำไปส่งถ่ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5α 
และบ่มในอ่างน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไป heat-shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
45-50 วินาที และนำไปบ่มในอ่างน้ำแข็งอีกครั้งเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร LB 
broth นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
นำเชื้อมาเกลี่ย (spread) บนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactipyranoside) ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ IPTG (isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside) ความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

5. การคัดเลือกเซลล์เจ้าบ้านที่ได้รับยีนที่สนใจ (screening of recombinants) และการตรวจสอบ
ลำดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequencing) 
     ทำการคัดเลือกเซลล์เจ้าบ้านที่ได้รับยีนที่สนใจโดยใช้อาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
X-gal และ IPTG ร่วมกับเทคนิค PCR (colony screening by PCR) โดยการนำโคโลนีที ่เกิดขึ ้นบน 
master plate มาทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ USB® Taq PCR Master Mix (2X) (Affymetrix, USA) หลังจาก
คัดเลือกเซลล์ที่ได้รับยีนที่สนใจแล้ว นำเซลล์ดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงในอาหาร LB และทำการแยกสกัดพลาสมิด
ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด GF-1 Plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) และนำพลาสมิดดีเอ็นเอ
ที ่สกัดได้ส่งไปตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing ที ่บริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ แล้วนำผลที่ได้มาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI 
 
ผลการวิจัย 

1. การออกแบบไพรเมอร์สำหรับใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่สนใจ 
 จากการสืบค้นข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน motA และ tolQ ในฐานข้อมูล NCBI พบ

ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวในแบคทีเรีย Z. mobilis สายพันธุ์ต่าง ๆ เช่น Z. mobilis ATCC 
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29191, ATCC 10988 และ CP4 เป็นต้น จึงนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลมาใช้ในการออกแบบ      
ไพรเมอร์ โดยกำหนดตำแหน่งของไพรเมอร์ให้อยู่บริเวณตำแหน่งเริ่มต้น และตำแหน่งหยุดการสังเคราะห์ 
จากนั้น ทำการตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรม Netprimer พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบ
ได้มีคุณสมบัติดังแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางท่ี 2 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง คุณสมบัติของไพรเมอร์ และขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ได้หลัง 
              จากการทำ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

ชื่อยีน 
ชื่อไพร
เมอร์ 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
ความยาว
(base) 

อุณหภูมิ 
Tm (°C) 

ขนาด 
(bp) 

motA 
MTE1-F 5’ATGTATCTTCTGACGTCAGTTAGTC’3 25 57.2 

696 
MTE1-R 5’TTAGTCCTCTATTATACTGGTTTTG’3 25 53.0 

tolQ 
MTE2-F 5’ATGCCTTCTTTGGAAATGTCCGGCA’3 25 65.6 

711 
MTE2-R 5’TCAGTGGCGAGCGTCCATGGC’3 21 69.7 

 

2. การแยกสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ (genomic DNA extraction) จาก Z. mobilis TISTR 548 
 จากการแยกสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Z. mobilis TISTR 548 และตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel 

electrophoresis พบว่าตัวอย่างดีเอ็นเอมีขนาดใหญ่มากกว่า 10,000 คู่เบส (ภาพที่ 1) โดยไม่ปรากฎแถบ
อาร์เอ็นเอนอกจากนี้แล้ว จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงและคำนวณสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 260 และ 280 พบว่า มีค่าสัดส่วนอยู่ที่ 1.80 แสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่แยกสกัดได้ในครั้งนี้ มี
ความบริสุทธิ์สามารถนำไปใช้ในการทดลองต่อไปได ้

 

 
 

ภาพที่ 1 ผลการวิเคราะห์คุณภาพเบื้องต้นของดีเอ็นเอที่แยกสกัดได้จากแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR  
            548 ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis M คือ 1 Kb DNA ladder ; 1 และ 2 คือ ดี 
            เอ็นเอตัวอย่างท่ี 1 และ 2 ตามลำดับ ตำแหน่งลูกศร คือ ตำแหน่งของดีเอ็นเอบนเจล 
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 3. การเพ่ิมปริมาณชิ้นยีนที่สนใจด้วยเทคนิค PCR และการทำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์  
 จากการเพิ่มปริมาณชิ้นยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์จำเพาะและสภาวะในการทำ
ปฏิกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 2 และตรวจสอบผลด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่ายีน 
motA และ tolQ มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส  (ภาพที่ 2) 
 

 
                 

ภาพที่ 2  ผลการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน motA (ก) และ tolQ (ข) ของแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis M คือ 1 Kb DNA ladder ; 1 และ 2 
คือ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน motA และ tolQ ตำแหน่งลูกศร แสดงตำแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอ
ของยีน 

 

 4. การตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน motA และ tolQ 
 จากการตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน motA และ tolQ ด้วยวิธี Sanger sequencing 
พบว่ายีน motA มีขนาด 696 คู่เบส สามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน จำนวน 231
กรดอะมิโน (ภาพที่ 3) และมีค่าคาดคะเนน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนเท่ากับ 25.35 กิโลดาลตัน ในขณะที่ 
tolQ มีขนาด 711 คู่เบส ถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน จำนวน 236 กรดอะมิโน มีค่า
คาดคะเนน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนเท่ากับ 25.32 กิโลดาลตัน นอกจากนี้ยังพบตำแหน่งโดเมนของโปรตีน
ที่เกี่ยวข้องกับการดัดแปลงหลังการแปลรหัส (post- translational modification; PTM) (ภาพที่ 4) ซึ่ง
ช่วยในการรักษาโครงสร้างของโปรตีน โดยการปรับเปลี่ยนโครงสร้างหรือการทำงานของโปรตีน เพื่อให้
สามารถทำงานได้ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม และผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน motA และ tolQ ใน Z. mobilis TISTR 548 กับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล พบว่า มีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนค่อนข้างสูงอยู่ในช่วง 98-100% กับยีน motA และ tolQ ในแบคทีเรีย Z. mobilis สายพันธุ์
ต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 3  
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ภาพที่ 3 ลำดับนิวคลีโอไทด์ กรดอะมิโน และตำแหน่งโดเมนของยีน motA ในแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR  
           548 โดยตำแหน่งของโดเมนอยู่ในกรอบสี่เหลี่ยม 
 

 
 

ภาพที่ 4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ กรดอะมิโน และตำแหน่งโดเมนของยีน tolQ ในแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR  
           548 โดยตำแหน่งของโดเมนอยู่ในกรอบสี่เหลี่ยม 
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ตารางท่ี 3 เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของยีน motA และ tolQ ในแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 เมื่อ  
              เทียบกับยีนดังกล่าวในฐานข้อมูลพันธุกรรม 
 

Organism 
motA tolQ 

Identity (%) 
Query 

Coverage (%) 
Identity (%) 

Query 
Coverage (%) 

Z. mobilis ATCC 29191 100 100 100 100 
Z. mobilis ATCC 10988 98.56 100 99.02 100 
Z. mobilis ATCC 31821 97.70 100 98.87 100 
Z. mobilis CP4 98.13 100 98.87 100 
Z. mobilis NCIMB 11163 97.84 100 98.73 100 

 
สรุปและอภิปรายผล 

ในงานวิจัยนี้ ได้มุ่งเน้นการโคลนยีนและศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tolQ และ motA จาก
แบคทีเรียผลิตเอทานอล Z. mobilis TISTR 548 ซึ่งทั้งสองยีนเกี่ยวข้องกับกลไกการรักษาเสถียรภาพของ
ผนังเซลล์ และการเคลื่อนไหวของเซลล์ ผ่านการใช้พลังงานจาก proton motive force (PMF) ในระบบ 
Tol-Pal และ MotA/TolQ/ExbB complex ที่พบในแบคทีเรียแกลมลบ เช่น E. coli (Ratliff, Buchanan, 
& Celia, 2021) โดยในงานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค TA cloning และไพร์เมอร์ที่มีความจำเพาะกับยีนดังกล่าว
จากฐานข้อมูล The National Center for Biotechnology Information (NCBI) หลังจากเพิ่มปริมาณ
ชิ้นยีนและตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing พบว่า ยีน motA และ tolQ มี
ขนาด 696 และ 711 คู่เบส ตามลำดับ สามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนทั้งสิ้น 231 
และ 236 กรดอะมิโน โดยมีค่าคาดคะเนน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนเท่ากับ 25.35 และ 25.32 กิโลดาลตัน 
ตามลำดับ ซึ่งหากเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน motA และ tolQ ในแบคทีเรีย 
Z. mobilis กับแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ พบว่า มีขนาดที่แตกต่างกัน จากการรายงานของ Blattner (1997) 
พบขนาดของทั้งสองยีนใน E. coli K-12 มีขนาด 888 และ 693 คู่เบส ในทางเดียวกันจากรายงานของ 
Dennis, Lafontaine, & Sokol (1996) และ Doyle, Hawkins, & McCarter (2004) พบขนาดของทั้ง
สองยีนใน P. aeruginosa PAO1 มีขนาด 852 และ 693 คู่เบส ตามลำดับ ซึ่งสามารถถอดรหัสเป็นโปรตีน
และมีค่าน้ำหนักโมเลกุลที่แตกต่างกัน โดยความแตกต่างของขนาดโปรตีนนี้อาจสะท้อนให้เห็นถึงการ
ปรับตัวของแบคทีเรียแต่ละชนิดต่อสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน รวมถึงความแตกต่างของระบบเมแทบ   
อลิซึมและโครงสร้างของผนังเซลล์ของแบคทีเรียแต่ละชนิด 

จากการวิเคราะห์โดเมนของโปรตีน พบว่า มีตำแหน่งที่เกี่ยวข้องกับการดัดแปลงหลังการแปลรหัส 
(post-translational modification; PTM) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Nisar, Gongye, Huang, Khan, 
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Chen, Wu, & He (2021) ที่พบโดเมนของโปรตีนซึ่งมีบทบาทสำคัญในการดัดแปลงหลังกระบวนการแปล
รหัสโดยเฉพาะกระบวนการเติมหมู่ acetyl group (acetylation) ให้กับโปรตีนในแบคทีเรีย Z. mobilis 
ZM4 ซึ่งมีผลต่อการทำงานของโปรตีนในสภาวะต่าง ๆ นอกจากนี้การมีอยู่ของยีน motA และ tolQ ใน 
Z. mobilis มีความจำเป็นต่อการรักษาความแข็งแรงของโครงสร้างของผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ ช่วยให้
จุลินทรีย์สามารถทนต่อสภาวะความเครียดต่าง ๆ ได้ เช่น ความเข้มข้นของเอทานอลที่สูงขึ้น จากการ
รายงานของ Asefi, Nouri, H., Pourmohammadi, & Moghimi (2024) พบว่า เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะที่มี
เอทานอลสูง Z. mobilis มีการแสดงออกของโปรตีนบริเวณเยี่อหุ้มเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการรักษาโครงสร้าง
เซลล์ ซึ่งสอดคล้องกับบทบาทของ motA และ tolQ ในการรักษาเสถียรภาพของผนังเซลล์ นอกจากนี้
การศึกษาโครงสร้างของระบบ MotA/TolQ/ExbB complex ในแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ พบว่า โปรตีน
เหล่านี้มีลักษณะโครงสร้าง และกลไกการใช้พลังงานที่คล้ายคลึงกัน (Lai, Ridone, Peralta, Tanaka, & 
Baker, 2019) ดังนั้นข้อมูลการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโนของยีน motA และ tolQ ในZ. 
mobilis จากการวิจัยในครั้งนี้ จะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงสายพันธุ์ Z. mobilis ให้มีความสามารถ
และคุณสมบัติที่ต้องการได้ในอนาคต 

 
ข้อเสนอแนะ 
 ผลการศึกษาในครั้งนี้ เป็นเพียงส่วนหนึ่งในการศึกษาการโคลนยีนและคุณลักษณะของโปรตีน
อย่างไรก็ตาม ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของการแสดงออกของยีนในแบคเรีย Escherichia coli หรือ
ใน Zymomonas mobilis เพื่อให้เข้าใจกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีน และบทบาทของ
โปรตีนภายใต้สภาวะเครียดต่าง ๆ มากยิ่งขึ้น เพื่อให้ได้ข้อมูลที่ครบถ้วนสำหรับการนำไปใช้เป็นแนวทาง 
ในการปรับปรุงสายพันธุ์แบคทีเรียให้มีคุณสมบัติตามท่ีต้องการ 
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