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บทคัดย่อ 
ซีไฟโคไซยานิน คือ โปรตีนสีน า้เงินที่ถูกใช้เป็นสารเรืองแสงในการวิเคราะห์ด้านภูมิคุ้ มกันวิทยา และถูกใช้เป็น                 

สีธรรมชาติในอาหารและเคร่ืองส าอาง มีรายงานว่าซีไฟโคไซยานินมีศกัยภาพที่จะพฒันาเพื่อใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์
เนื่องจากมีสมบตัิต้านอนมุลูอิสระ งานวิจยันีม้ีจดุประสงค์เพื่อโคลนยีนที่ส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์โฮโล-ซีไฟโคไซยานิน 
ได้แก่ ยีน hox1 และ pcyA จากไซยาโนแบคทีเรียกลุ่ม Nostoc ยีน cpcE และ cpcF จาก Thermosynechococcus sp. 
TUBT-T01 ผู้วิจยัได้โคลนและวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน รวมถึงท านายโครงสร้างทตุิยภมูิและวิเคราะห์สมบตัิทางเคมี
กายภาพของโปรตีน ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของไซยาโนแบคทีเรียในฐานข้อมลู 
Nucleotide databases ของ NCBI พบวา่ ยีน hox1 ของ Nostoc sp. TUBT04 และ pcyA ของ Nostoc sp. TUBT01 มีความ
เหมือนกันกับยีน hox1 และ pcyA ของ Nostoc sp. NIES-4103 ที่ระดับ 97 เปอร์เซ็นต์ และ 96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ               
ในขณะที่ ยีน cpcE และ cpcF ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีความเหมือนกันกับยีน cpcE และ cpcF 
ของ Thermosynechococcus sp. CL-1, Thermosynechococcus elongatus PKUAC-SCTE542, Thermosynechococcus  
vulcanus NIES-2134 และ Thermosynechococcus elongatus BP-1 ที่ระดับ 90-92 เปอร์เซ็นต์ ผลที่ได้จากงานวิจัยนี  ้              
จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน าไปใช้ผลิตโฮโล-ซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาของ Thermosynechococcus sp.                
TUBT-T01 ในระบบ Escherichia coli ตอ่ไป 
 

ค าส าคัญ  :  hox1 ; pcyA ; cpcE ; cpcF 
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Abstract 
C-phycocyanin is a blue- colored protein used as a fluorescent reagent for immunological analysis and 

natural pigment in food and cosmetics.  Furthermore, many studies reported the pharmaceutical potential of  
C-phycocyanin due to its antioxidant properties.  This study was conducted to isolate and clone the necessary 
genes for the synthesis of holo-C-phycocyanin alpha subunit including hox1 and pcyA from Nostoc spp.  as well 
as cpcE and cpcF from Thermosynechococcus sp.  TUBT- T01.  The genes were successfully identified, cloned, 
and sequenced. Physiochemical properties and secondary structure of proteins were analyzed and predicted. The 
nucleotide sequences of each gene were aligned with those of other cyanobacterial strains available in the 
GenBank.  The results indicated that the nucleotide sequences of hox1 from Nostoc sp.  TUBT04 and pcyA from  
Nostoc sp.  TUBT01 had 97% and 96% identity to those from Nostoc sp.  NIES- 4103 respectively.  While the 
nucleotide sequences of cpcE and cpcF from Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 had 90-92% identity to those 
from Thermosynechococcus sp. CL-1, Thermosynechococcus elongatus PKUAC-SCTE542,  
Thermosynechococcus vulcanus NIES- 2134, and Thermosynechococcus elongatus BP- 1.  Results obtained from 
this study will be very beneficial for the production of holo-C-phycocyanin from Thermosynechococcus sp. TUBT-
T01 using Escherichia coli expression system in the near future. 
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บทน า  
กระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรีย อาศยัรงควตัถหุลายชนิดที่ช่วยในการดดูกลนืแสง คลอโรฟิลด์ 

แคโรทินอยด์ และ ไฟโคบิลิโปรตีน ซึ่งแต่ละกลุ่มจะดดูกลืนแสงในช่วงคลื่นที่แตกต่างกนั  ไฟโคบิลิโปรตีนจะท าหน้าที่ในการ
ดดูกลืนแสงแล้วสง่ตอ่ไปให้คลอโรฟิลด์เอบริเวณเยื่อหุ้มไทลาคอยด์เพื่อเข้าสูร่ะบบการสงัเคราะห์ด้วยแสง โดยไฟโคบิลโิปรตีน 
ประกอบไปด้วยโปรตีน 3 ชนิดหลกั ได้แก่ ไฟโคอิริธริน มีสีแดง อลัโลไฟโคไซยานินมีสีน า้เงินแกมเขียว และไฟโคไซยานิน                 
มีสีน า้เงิน ไฟโคบิลิโปรตีนทัง้สามชนิดจะอยู่รวมกันเป็นโครงสร้างที่ซบัซ้อน เรียกว่าไฟโคบิลิโซม (Sidler, 1994; Guan et al., 
2007)  

ซีไฟโคไซยานิน มีค่าการดูดกลืนแสงช่วงคลื่น 620 นาโนเมตร และเปล่งฟลูออเรสเซนท์ที่ 650 นาโนเมตร                          
โดยโครงสร้างและส่วนประกอบหลักของโมเลกุลซีไฟโคไซยานิน ประกอบไป 2 ส่วนคือ 1) อะโปโปรตีน (apoprotein)                       
ซีไฟโคไซยานิน หน่วยย่อยแอลฟาและเบตา 2) ไฟโคไซยาโนบิลิน ซึ่งเป็นโมเลกุลที่ท าให้เกิดสีฟ้า (chromophore)                     
โดยไฟโคไซยาโนบิลินจะเช่ือมต่อกับซีไฟโคไซยานินด้วยพนัธะโควาเลนท์บริเวณกรดอะมิโนซิสเทอีนที่เป็นล าดบัอนุรักษ์                 
บนหน่วยย่อยแอลฟา 1 ต าแหน่งและเบตา 2 ต าแหน่ง (Zhao et al. , 2006)  ซี ไฟโคไซยานินถูกน าไปใช้ประโยชน์                         
ในหลากหลายด้าน เช่น ใช้เป็นสารฟลูออเรสเซนต์ในการวิเคราะห์ทางภูมิคุ้ มกันวิทยา ใช้เป็นสารสีผสมในอาหาร                 
และเคร่ืองส าอาง นอกจากนีย้งัมีรายงานว่าซีไฟโคไซยานินมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ ต้านการอกัเสบ และยบัยัง้การแบ่ง
เซลล์มะเร็ง ซีไฟโคไซยานินจึงถกูพิจารณาวา่มีศกัยภาพในการพฒันาเพื่อประโยชน์ทางการแพทย์ (Kuddus et al., 2013) 

การผลิตโปรตีนด้วยเทคโนโลยีรีคอมบิแนนท์โดยใช้ Escherichia coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านถูกใช้อย่างแพร่หลาย                 
ในปัจจบุนั เนื่องจาก Escherichia coli เติบโตได้อยา่งรวดเร็วและให้ผลผลติโปรตีนในปริมาณสงู ซึง่สามารถลดระยะเวลาและ
ค่าใช้จ่ายในการผลิต รวมถึงง่ายต่อการดดัแปลงพนัธุกรรมและน าไปท าให้บริสทุธ์ิ มีรายงานการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน
โฮโล-ซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาใน Escherichia coli ได้ส าเร็จ โดยมีการแสดงออกยีนที่ส าคญัอย่างน้อย 5 ยีน ได้แก่ 
ยีน cpcA ก าหนดการสร้างอะโปซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา (apo-C-phycocyanin alpha subunit) ยีน hox1 
ก าหนดการส ร้าง โปรตีน  heme oxygenase 1 และ  pcyA ก าหนดการส ร้าง โปรตีน  phycocyanobilin- ferredoxin 
oxidoreductase ซึ่งทัง้สองโปรตีนนีท้ าหน้าที่ร่วมกันในการผลิตไฟโคไซยาโนบิลิน ยีน cpcE และ cpcF ก าหนดการสร้าง
เอนไซม์บิลินไลเอส CpcE และ CpcF ซึ่งจะจับกันเป็น heterodimer ท าหน้าที่ เ ช่ือมต่อไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากับ                        
อะโป-ซีไฟโคไซยานินหนว่ยยอ่ยแอลฟา (Tooley et al., 2001; Guan et al., 2009; Alvey et al. 2011) ด้วยหลกัการเดียวกนันี ้
การผลติโฮโล-ซีไฟโคไซยานินหนว่ยยอ่ยเบต้า (holo-C-phycocyanin beta subunit) ใน Escherichia coli สามารถผลติได้โดย
แสดงออกยีน hox1 และ pcyA เพื่อผลิตไฟโคไซยาโนบิลิน และแสดงออกยีน cpcS cpcU และ cpcT ที่ก าหนดการสร้าง
เอนไซม์บิลินไลเอส CpcS CpcU และ CpcT เพื่อเช่ือมต่อไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากับอะโป-ซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยเบต้า                 
(Yi et al., 2014; Zhang et al., 2014; Wu et al., 2016) 

Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่เติบโตได้ดีที่อณุหภมูิสงู (thermophile) แยกได้จาก
แหล่งน า้พุร้อนในจังหวดัสุราษฎร์ธานี และสามารถเพาะเลีย้งได้ในห้องปฏิบัติการที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
(Suwanmanee et al., 2015) จากผลการศึกษาพบว่าซีไฟโคไซยานินที่สกัดได้จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
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คงเสถียรภาพในอณุหภมูิสงู เมื่อเทียบกบัซีไฟโคไซยานินที่สกดัจากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ที่เติบโตได้ดีที่อณุหภมูิปานกลาง 
(mesophile) (Suwanmanee, 2016) ประกอบกับผลการวิเคราะห์ยีน cpcA และ cpcB ของ Thermosynechococcus sp. 
TUBT-T01 พบกรดอะมิโนบางต าแหน่งเป็นล าดบัอนรัุกษ์ที่พบเฉพาะในไซยาโนแบคทีเรียที่เติบโตได้ดีในอณุหภมูิสงู และคาดว่า             
มีผลต่อการมีเสถียรภาพที่สงูขึน้ของโปรตีนซีไฟโคไซยานิน (Dedvisitsakul et al., 2017; Huadraksasat et al., 2017) ซึ่งสมบตัินี ้
จะช่วยเพิ่มศกัยภาพในการน าไปพฒันาเพื่อใช้ในอตุสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพตอ่ไป 

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อโคลนและวิเคราะห์ยีนทีค่าดวา่จ าเป็นในกระบวนการสงัเคราะห์ โฮโล-ซีไฟโคไซยานินหน่วย
ย่อยแอลฟา (holo-CpcA) ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่เติบโตได้ดีที่อณุหภมูิสงู โดย
ใช้ระบบการแสดงออกของยีนใน Escherichia coli ได้แก่ ยีน cpcE และ cpcF จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 และ
ยีน hox1 และ pcyA จาก Nostoc sp. TUBT04 และ Nostoc sp. TUBT01 (Chittapun & Charoenrat, 2015) ตามล าดบั ซึ่งเป็น
ไซยาโนแบคทีเรียกลุม่ที่เติบโตได้ดีที่อณุหภมูิปานกลาง เพื่อให้ทราบข้อมลูของยีนเหลา่นีท้ัง้ล าดบันิวคลโีอไทด์ ล าดบักรดอะมิโน 
โครงสร้างและสมบตัิของโปรตีน ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการน ายีนเหล่านีไ้ปแสดงออกเป็นโปรตีนและใช้ในขัน้ตอนการผลิต
โฮโล-ซีไฟโคไซยานินหนว่ยยอ่ยแอลฟาในระบบ Escherichia coli ตอ่ไป 

 
วิธีด าเนินการวิจัย  
การเพาะเลีย้งและสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของไซยาโนแบคทีเรีย 

เพาะเลีย้งไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 (Suwanmanee et al., 2015) ในอาหาร 
BG11 (Rippka et al., 1979) ที่เติม NaNO3 3 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที  
ให้แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 30 วนั เพาะเลีย้งไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ Nostoc sp. TUBT04 และ 
Nostoc sp. TUBT01 ในอาหาร BG11 อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนั ให้
แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ 12 ชัว่โมงตอ่วนั เป็นเวลา 30 วนั แล้วป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล์ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอ่นาที 
จากนัน้น าเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ Nostoc sp. TUBT04 และ Nostoc sp. TUBT01 มาสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอโดยปรับ
จากวิธีของ Doyle & Doyle (1990) โดยบดเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียด้วยไนโตรเจนเหลว จากนัน้เติม CTAB extraction buffer 
บม่ที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติม  ฟีนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (25: 24: 1) ปริมาตร 1 เทา่
ของตวัอย่าง ป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเอาสารละลายส่วนใส (aqueous phase) เติม คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24: 1) 
ปริมาตร 1.5 เท่าของตวัอย่าง ป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกสว่นใส แล้วเติมโซเดียมอะซิเตทความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 เท่าของ
ตวัอยา่ง ผสมให้เข้ากนัแล้วเติม เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 เทา่ของตวัอยา่ง แช่ตวัอยา่งที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer แล้วเก็บรักษาจีโนมิกดีเอ็นเอ
ที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
การออกแบบไพรเมอร์ และการเพ่ิมปริมาณยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF 

ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน โดยรวบรวมข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF 
ของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์ใกล้เคียงกนัจากฐานข้อมลู Nucleotide databases ของ NCBI น ามาท าการเปรียบเทียบกนั 
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(alignment) ด้วยโปรแกรม MEGA 10 (Kumar et al., 2018) คัดเลือกบริเวณที่มีล าดับอนุรักษ์ (conserved sequences)  
มาเป็นล าดบัของไพรเมอร์โดยออกแบบให้ forward primer และ reverse primer ครอบคลมุความยาวตลอดทัง้สายของยีน  
ดงัแสดงในตารางที่ 1 โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอจาก Nostoc sp. TUBT04 และ TUBT01 100 นาโนกรัมเป็นแม่แบบในการเพิ่ม
ปริมาณยีน hox1 และ pcyA ตามล าดับ และใช้ตัวเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรีย Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตรเป็นแมแ่บบในการเพิ่มปริมาณยีน cpcE และ cpcF สว่นองค์ประกอบอื่น ๆ  ในปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส
มีดังต่อไปนี ้10X PCR buffer (ที่มีแมกนีเซียมคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์) 1 เท่า dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์ forward primer 0.2  
ไมโครโมลาร์ reverse primer 0.2 ไมโครโมลาร์ และ TaKaRa Ex TaqTM DNA polymerase 1.25 ยูนิต ปริมาตรรวม 50 
ไมโครลติร ใช้สภาวะปฏิกิริยาดงันี ้(1) Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 3 นาที (2) Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที (3) Annealing 44-50 องศาเซลเซียส 1 นาที (4) Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที (5) Final extension 72 องศา
เซลเซียส 7 นาที วนรอบซ า้ขัน้ตอน (2) - (4) จ านวน 30 รอบ ตรวจสอบผลติภณัฑ์ที่ได้ด้วยอิเลก็โตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1.5 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร 
การโคลนยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF  
 น าผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ได้แก่ ยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF ไปท าให้บริสุทธ์ิด้วย Gel/PCR 
Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) จากนัน้เช่ือมต่อเข้ากับเวกเตอร์ pGEM-T Easy cloning vector (Promega, 
USA) ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชัว่โมง แล้วทรานสฟอร์มโดยวิธี heat shock ที่อณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 45 วินาที เข้าสู ่Escherichia coli DH5α ที่ผ่านการท าให้เป็นคอมพิเทนต์ด้วยแคลเซียมคลอไรด์  ความเข้มข้น 100 
มิลลิโมลาร์ คดัเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยการคดัเลือก blue-white colony (Sambrook & Russell, 2001) บนอาหาร
แข็ง LB (ทริปโตน 1 เปอร์เซ็นต์ สารสกัดยีสต์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร) และเติม 
แอมพิซิลลนิ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร คดัเลอืกโคโลนีสขีาวและน าไปตรวจสอบด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ (Colony PCR) โดยใช้
คูไ่พรเมอร์ที่จ าเพาะกบัยีนทัง้ 4 ดงัแสดงในตารางที่ 1 และคูไ่พรเมอร์ M13-F (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) และ M13-R 
(5’-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’) (Messing, 1983) ซึง่จ าเพาะกบัล าดบันิวคลโีอไทด์บนเวกเตอร์ pGEM-T Easy ที่
ขนาบทัง้สองด้านของต าแหน่งแทรกของยีน เพื่อยืนยันการแทรกของยีนทัง้  4 ในต าแหน่งที่ถูกต้อง จากนัน้สกัด 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากโคโลนีที่ผ่านการตรวจสอบว่ามีชิน้ยีนแทรกอยู่ด้วย QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, 
Germany) และสง่ไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ที่บริษัท Macrogen (Korea) 
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ตารางที่ 1   ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน โดย ATG คือ รหสัเร่ิมต้น และ GAAGGAG คือ ต าแหนง่จบัของไรโบโซม 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ (3’→5’) ยีนเป้าหมาย 

hox1-F1 5’-ATGAGCAGCAATTTAGCAA-3’ hox1 
(Nostoc sp. TUBT04) hox1-R1 5’-TTACTCAGCAGTAGCTAGTTC-3’ 

pcyA-F1 5’-ATGTCATTTACTTCCATTCCCTC-3’ pcyA 
(Nostoc sp. TUBT01) pcyA-R1 5’-TTATTCTGGCAAGTCAAATAACAC-3’ 

RBS-cpcE-Fw 5'-TAAGAAGGAGATATACATATGTCAGGAGAGGGAATGAC-3’ cpcE (Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01) cpcE-Rv 5’-TCACAGCAGTTGATCCAATCC-3’ 

RBS-cpcF-Fw 5'-TAAGAAGGAGATATACATATGAGTGATCTCGGTGCCTA-3' cpcF (Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01) cpcF-Rv 5'-TTAGGTGTGCATGGACAGAG-3' 

 

การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโน 
 วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บนรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอของยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF โดยใช้ไพรเมอร์ M13-F 
และ M13-R จากนัน้น าข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้ไปเปรียบเทียบความเหมือน (sequence identity) กับล าดบั 
นิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล Nucleotide databases ของ NCBI ด้วยวิธี BLASTN (Altschul et al., 1990) น าข้อมูลล าดับ 
นิวคลโีอไทด์ของยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF ของไซยาโนแบคทีเรีย 26 สายพนัธุ์จากฐานข้อมลู แปลเป็นล าดบักรดอะมิโน
แล้วน ามาสร้างแผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA10 (Kumar et al., 2018) โดย
ใช้หลกัการ Maximum Likelihood วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของโปรตีน (physicochemical properties) ได้แก่ มวล
โมเลกุล (molecular weight)  ค่า  isoelectric point (pI)  ค่า  instability index และ hydropathicity index ด้วยโปรแกรม 
ProtParam  (https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005) และวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิด้วยโปรแกรม 
GOR4 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html) (Garnier et al., 1996) 
 
ผลการวิจัย  
การออกแบบไพรเมอร์เพือ่เพ่ิมปริมาณยีนและโคลนยีน 

การออกแบบไพรเมอร์ เพื่อเพิ่มปริมาณยีน ได้ออกแบบคู่ไพรเมอร์ทัง้หมด 4 คู่แสดงดงัตารางที่ 1 โดยรวบรวมข้อมลู
ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน hox1 และ pcyA ของไซยาโนแบคทีเรียจีนัส Nostoc 10 สายพันธุ์  จากฐานข้อมูล Nucleotide 
databases ขอ ง  NCBI แ ล ะ ใ ช้ ข้ อมู ล ล า ดับนิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ยี น  cpcE แ ล ะ  cpcF ข อ ง ไ ซ ย า โนแบคที เ รี ย จี นัส 
Thermosynechococcus 4 สายพันธุ์  น ามาเปรียบเทียบกันและเลือกบริเวณที่มีล าดับอนุรักษ์โดยครอบคลุมความยาว              
ตลอดทัง้สายของยีน และได้เพิ่มล าดบันิวคลีโอไทด์ที่เป็นต าแหน่งจับของไรโบโซม (RBS: ribosome binding site) เข้าไป
บริเวณปลาย 5’ ก่อนถึงยีน cpcE และ cpcF เพื่อประโยชน์ในการน าไปใช้ผลิตโปรตีนในอนาคต ซึ่งผลการเพิ่มปริมาณยีนพบ
ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่มีขนาดเป็นไปตามที่คาดการณ์ ได้แก่ ยีน hox1 pcyA cpcE และ cpcF มีขนาด
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ประมาณ 700 740 800 และ 650 คู่เบสตามล าดบั (ไม่ได้แสดงภาพ) จากนัน้เช่ือมต่อยีนเข้าไปในเวกเตอร์ pGEM-T easy 
แล้วทรานสฟอร์มเข้าสู่ Escherichia coli DH5α และสกัดพลาสมิดจากโคลนที่ผ่านการคดัเลือกและตรวจสอบวิเคราะห์หา
ล าดบันิวคลโีอไทด์  
การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ยืนยนัว่ายีนเป้าหมายทัง้ 4 ยีนเช่ือมต่อเข้ากบัเวกเตอร์ส าเร็จเป็นพลาสมิด 4 วง 
ได้แก่ pGEM-T-hox1, pGEM-T-pcyA, pGEM-T-RBS-cpcE และ pGEM-T-RBS-cpcF โดยมีขนาดของยีน hox1 pcyA 
cpcE และ cpcF เท่ากับ 717, 738, 831, และ 642 คู่เบสตามล าดบั และได้รับการระบุหมายเลขจ าเพาะของล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ (accession number) เป็น MT264949.1 MT264950.1 MT264947.1 และ MT264948.1 ตามล าดับ เมื่อพิจารณา
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ จากการเปรียบเทียบในฐานข้อมลู Nucleotide databases ของ NCBI พบวา่ 
ยีน hox1 จาก Nostoc sp. TUBT04 มีความเหมือนกบัยนี hox1 ของ Nostoc sp. NIES-4103 (AP018288.1) ที่ 97 เปอร์เซ็นต์ 
และเหมือนกับไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่น ๆ จาก 6 จีนสั ได้แก่ Nostoc, Cylindrospermum, Calothrix, Anabaenopsis, 
Nodularia และ Fremyella ที่ประมาณ 83-85 เปอร์เซ็นต์ โดยมีคา่คาดหวงั (Expected value หรือ  E-value) เข้าใกล้ 0 แสดง
ถึงค่านยัส าคญัของความเช่ือมัน่ในระดบัสงูว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน hox1 ของผู้วิจยัมีความเหมือนกนัมากกบัยีน hox1 
ของไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่นดงักลา่วข้างต้น มากกว่าจะเกิดขึน้จากความผิดพลาดของการสุม่ข้อมลูในช่วงระหว่างท า
การเปรียบเทียบ และมีขนาดความยาวของยีน hox1 ครอบคลมุความยาวของยีนที่ถูกน ามาใช้ในการเปรียบเทียบ (Query 
coverage) อยู่ในช่วงระหว่าง 99 - 100 เปอร์เซ็นต์ ในท านองเดียวกนัยีน pcyA จาก Nostoc sp. TUBT01 มีความเหมือนกบั
ยีน pcyA ของ Nostoc sp. NIES-4103 (AP018288) ที่ 96 เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกบัไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่น ๆ ในจีนสั 
Nostoc, Anabaenopsis, Cylindrospermum, Nodularia และ Calothrix อยู่ที่ประมาณ 81-83 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า E-value เข้า
ใกล้ 0 และ Query coverage 99-100 เปอร์เซ็นต์  นอกจากนี ้เมื่อเปรียบเทียบยีน hox1 ของ Nostoc sp. TUBT04 และ pcyA 
ของ Nostoc sp. TUBT04 กบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของไซยาโนแบคทีเรียจีนสั Thermosynechococcus ในฐานข้อมลูพบวา่ ยีน 
hox1 มีความเหมือนประมาณ 68-70 เปอร์เซ็นต์  Query coverage 88-98 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า E-value เข้าใกล้ 0 และยีน pcyA 
มีความเหมือนประมาณ 64-66 เปอร์เซ็นต์ ท่ีคา่ E-value เข้าใกล้ 0 และ Query coverage 67-94 เปอร์เซ็นต์ 

ในขณะที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cpcE และ cpcF ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 พบไซยาโน
แบคทีเรียเพียง 2 จีนสั คือ Thermosynechococcus และ Synechococcus จ านวน 6 สายพนัธุ์ที่ให้ค่า E-value เข้าใกล้ 0 
และคา่ Query coverage 99-100 เปอร์เซ็นต์ โดยล าดบันิวคลโีอไทด์ยีน cpcE ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
มีความเหมือนกับ Thermosynechococcus sp. CL-1 (CP040671.1) และ Thermosynechococcus elongatus PKUAC-
SCTE542 (CP032152.1)  90 เปอ ร์ เซ็น ต์  เหมือนกับ  Thermosynechococcus vulcanus NIES-2134 (AP018202.2) 
Thermosynechococcus elongatus BP- 1 ( BA000039. 2)  Synechococcus elongatus ( D13173. 1)  แ ล ะ 
Thermosynechococcus sp. NK55 (CP006735.1) 89 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีย้งัมีความเหมือนกบั Synechococcus lividus 
PCC 6715 (CP018092.1) 72.9 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า Query coverage 74 เปอร์เซ็นต์ เหมือนกับ Synechococcus sp. PCC 
6312 (CP003558.1) 69 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า Query coverage 61 เปอร์เซ็นต์ ยีน cpcF ของ Thermosynechococcus sp. 
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TUBT-T01 มีความเหมือนกบั Thermosynechococcus sp. CL-1 (CP040671.1) Thermosynechococcus vulcanus NIES-
2134 ( AP018202. 2)  Thermosynechococcus elongatus BP- 1 ( BA000039. 2)  แ ล ะ  Synechococcus elongatus 
(D13173.1) 92 เปอร์เซ็นต์ เหมือนกับ Thermosynechococcus sp. NK55 (CP006735.1)  91 เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ 
Thermosynechococcus elongatus PKUAC-SCTE542 (CP032152.1)  90 เปอร์ เซ็นต์  ไซยาโนแบคที เ รีย จีนัสอื่น  ๆ 
นอกเหนือไปจากจีนสั Thermosynechococcus ที่แสดงผลเกือบทัง้หมดให้ค่า Query coverage ต ่ากว่า 30 เปอร์เซ็นต์ เช่น 
Nostoc Anabaena Nodularia ทีใ่ห้คา่ Query coverage 22-24 เปอร์เซ็นต์  
การวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนดว้ยแผนภูมิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ  

เมื่อเปรียบเทียบกบัไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่น ๆ  จากฐานข้อมลู Nucleotide databases ของ NCBI พบวา่โปรตนี 
Hox1 ของ Nostoc sp. TUBT04 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มความสมัพันธ์เดียวกับ Nostoc flagelliforme CCNUN1 (CP024785.1), 
Nostoc sp. NIES-3756 (AP017295.1) และ Nostoc sp. PCC 7120 (NC 003272.1) ด้วยคา่ความเช่ือมัน่ของการทดสอบซ า้ 
(bootstrap) เท่ากับ 76 เปอร์เซ็นต์ ที่จัดกลุ่มให้ทัง้สองสายพันธุ์จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน  ดังภาพที่ 1 โปรตีน PcyA ของ                
Nostoc sp. TUBT01 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มความสมัพนัธ์เดียวกับ Nostoc flagelliforme CCNUN1 (CP024785.1), Nostoc sp. 
NIES-3756 (AP017295.1), Nostoc sp. PCC7120 (NC 003272.1) ร่วมกับ Scytonema sp. HK-05 (AP018268.1) และ 
Scytonema sp. NIES-4073 (AP018268.1) ด้วยค่า bootstrap เท่ากับ 99 เปอร์เซ็นต์ ดงัภาพที่ 2 โปรตีน CpcE และ CpcF 
ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มความสมัพันธ์เดียวกับ Thermosynechococcus sp. CL-1 
(CP0 4 0 6 7 1 . 1 ) , Thermosynechococcus sp.  NK55 (CP006735. 1) , Thermosynechococcus elongatus BP- 1 
(BA000039.2)  และ Thermosynechococcus vulcanus NIES-2134 (AP018202.2)   ด้วยค่า  bootstrap เท่ากับ  100 
เปอร์เซ็นต์ ดงัภาพท่ี 3 และภาพท่ี 4  
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            ภาพที่ 1 แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการของโปรตีน Hox1 วเิคราะห์ด้วยวิธี Maximum likelihood  
                            ก าหนดคา่การท า bootstrap เทา่กบั 1000 รอบ 
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     ภาพที ่2  แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน PcyA วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum likelihood ก าหนดคา่ 
                    การท า bootstrap เทา่กบั 1000 รอบ 
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ภาพที ่3   แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน CpcE วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum likelihood ก าหนดคา่ 
                การท า  bootstrap เทา่กบั 1000 รอบ 
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ภาพที ่4  แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการของโปรตีน CpcF วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum likelihood ก าหนดคา่ 
               การท า bootstrap เทา่กบั 1000 รอบ 

 

การวิเคราะห์สมบติัทางเคมีกายภาพและโครงสร้างโปรตีน 
จากการวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพโดยโปรแกรม ProtParam แสดงดงัตารางที่ 2 พบว่าโปรตีน Hox1 ของ  

Nostoc sp. TUBT04 มีมวลโมเลกุล 26.93 กิโลดาลตนั ค่า pH ที่ท าให้ประจุรวมของโปรตีนมีค่าเป็นศนูย์ (isoelectric point 
หรือ pI) เท่ากับ 7.80 ค่าตัวชีว้ดัความเสถียรของโปรตีนในหลอดทดลอง (instability index) เท่ากับ 24.67 และค่าตวัชีว้ดั
ความชอบน า้หรือไมช่อบน า้ของโปรตีน (hydropathicity index) เทา่กบั 0.442 สว่นโปรตีน PcyA ของ Nostoc sp. TUBT01 มี
มวลโมเลกลุ 28.11 กิโลดาลตนั ค่า pI เท่ากบั 5.37 ค่า instability index เท่ากบั 67.89 และค่า hydropathicity index เทา่กบั 
-0.303 ส าหรับโปรตีน CpcE และ CpcF ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีมวลโมเลกลุ 29.52 และ 22.70 กิโล
ดาลตนั ค่า pI เท่ากับ 5.20 และ 6.05 ค่า instability index เท่ากับ 49.85 และ 35.58 และค่า hydropathicity index เท่ากบั 
0.236 และ 0.176 ตามล าดบั 

ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนด้วยโปรแกรม GOR4 แสดงดงัภาพที่ 5 พบว่า โครงสร้างของโปรตีน 
Hox1เป็น α-helix 55.04 เปอร์เซ็นต์, β-sheet 13.45 เปอร์เซ็นต์ และ random coil 31.51 เปอร์เซ็นต์ โครงสร้างของโปรตีน 
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PcyA เป็น α-helix 32.65 เปอร์เซ็นต์, β-sheet 10.61 เปอร์เซ็นต์ และ random coil 56.73 เปอร์เซ็นต์ โครงสร้างของโปรตีน 
CpcE และ CpcF ประกอบไปด้วยโครงสร้าง α-helix, β-sheet และ random coil ในสัดส่วนใกล้เคียงกันโดยที่ CpcE มี
โครงสร้างเป็น α-helix 68.84 เปอร์เซ็นต์ , β-sheet 2.17 เปอร์เซ็นต์ และ random coil 28.99 เปอร์เซ็นต์ และ CpcF มี
โครงสร้างเป็น α-helix 71.83 เปอร์เซ็นต์, β-sheet 5.16 เปอร์เซ็นต์ และ random coil 23.00 เปอร์เซ็นต์  

 
ตารางที่ 2  สมบตัิทางเคมกีายภาพของโปรตีน 

สมบตัิทางเคมกีายภาพ 
ขนาด 

(กรดอะมิโน) 
มวลโมเลกลุ 
(กิโลดาลตนั) 

คา่ pI 
(Isoelectric point) 

Instability 
index* 

Hydropathicity 
index** 

Hox1 (Nostoc sp. TUBT04) 238 26.93 7.80 24.67 -0.442 
PcyA (Nostoc sp. TUBT01) 245 28.11 5.37 67.89 -0.303 

CpcE (Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01) 

276 29.52 5.20 49.85 0.236 

CpcF (Thermosynechococcus 
sp. TUBT-T01) 

213 22.70 6.05 35.58 0.176 

หมายเหต ุ *คา่ instability index หมายถึง คา่การประมาณเสถียรภาพของโปรตีนในหลอดทดลอง ถ้าหากมีคา่ต ่ากวา่ 40 ท านายวา่โปรตีนมี 
                 เสถียรภาพ หากมีคา่สงูกวา่ 40 ท านายวา่โปรตีนอาจมีเสถียรภาพต ่า **คา่ hydropathicity index หมายถึง คา่ตวัชีว้ดัความชอบน า้ 
                 หรือไม่ชอบน า้ของโปรตีนหากคา่เป็นบวกบง่บอกวา่เป็น hydrophobic และคา่เป็นลบบง่บอกวา่เป็น hydrophilic (Gasteiger et al.,  
                 2005) 
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ภาพที่ 5  การท านายโครงสร้างทตุิยภมูขิองโปรตีน Hox1 (A) PcyA (B) CpcE (C) CpcF (D) โดยเส้นตรงแนวตัง้สนี า้เงิน  
               สแีดง และสชีมพ ูหมายถึง alpha helix, β-sheet และ random coil ตามล าดบั  

 

วิจารณ์ผลการวิจัย  
จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์  (nucleotide sequence alignment) ของยีน ด้วยวิธีการค้นหาความ

คล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล  และการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนด้วยแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
วิวฒันาการ พบประเด็นท่ีนา่สนใจดงันี ้โปรตีนทีเ่ก่ียวข้องในวิถีการสงัเคราะห์โฮโล-ซีไฟโคไซยานิน ได้แก่ Hox1, PcyA, CpcE 
และ CpcF ของไซยาโนแบคทีเรียในจีนสั Thermosynechococcus ซึง่เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่เติบโตได้ดีที่อณุหภมูิสงู มีล าดบั
กรดอะมิโนอนรัุกษ์ค่อนข้างสงู ดงัแสดงในแผนภูมิความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีนทัง้ 4 ชนิด (ภาพที่ 1 2 3 และ 4) 
โดยจะพบว่าทุกสายพนัธุ์ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกนัและแยกจากกลุ่มอื่นด้วยค่า  bootstrap ระหว่าง 99-100 เปอร์เซ็นต์  ซึ่ง
สอดคล้องกบัผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน cpcE และ cpcF ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 
กบัไซยาโนแบคทีเรียในฐานข้อมลู Nucleotide databases ของ NCBI ด้วยวิธี BLASTN ที่พบวา่มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนและ
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ค่า  Query coverage ที่สูงเฉพาะในจีนัส Thermosynechococcus ส่วนในไซยาโนแบคทีเรียจีนัสอื่น  ๆ เช่น Nostoc, 
Anabaena, Nodularia ให้ค่า Query coverage ต ่ากว่า 30 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน cpcE และ 
cpcF ของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีบริเวณที่ล าดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกนักบันิวคลีโอไทด์จากทัง้สามจีนสั
ที่เป็นไซยาโนแบคทีเรียชอบอณุหภมูิปานกลางไมถ่ึง 30 เปอร์เซ็นต์ ของความยาวยีนทัง้หมด 

แนวทางงานวิจัยชิน้ถัดไปคือการผลิตโฮโล-ซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟาในแบคทีเรีย Escherichia coli                
โดยคาดหวังจากสมบัติทนร้อนของโปรตีนซี ไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา ซึ่งถูกควบคุมด้วยยีน  cpcA จาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 และเนื่องจากในระบบการสร้างโฮโล-ซีไฟโคไซยานินหนว่ยยอ่ยแอลฟา ต้องมีโปรตีน
บิลินไลเอส CpcE และ CpcF ท าหน้าที่ เ ช่ือมต่อไฟโคไซยาโนบิลินเข้ากับอะโป-ซีไฟโคไซยานินหน่วยย่อยแอลฟา 
(chromophorylation) ผู้วิจยัจึงได้เลอืกโคลนยีน cpcE และ cpcF จาก Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เช่นเดียวกนั 
โดย Yi et al 2014 ได้ตัง้ข้อสงัเกตวา่ในระบบการผลิตโฮโล-ซีไฟโคไซยานินใน Escherichia coli นัน้ แหลง่ที่มาของยีนบลิิน
ไลเอสกบัโปรตีนอะโป-ซีไฟโคไซยานินมีความจ าเพาะต่อกนั นอกจากนัน้ จากผลการศึกษาของ Biswas et al. 2010 และ Yi          
et al. 2014 ยังพบว่าระบบที่ใช้ยีนบิลินไลเอสกับยีนซีไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรียต่างสายพันธุ์กันจะให้ผล 
chromophorylation ต ่ากว่าการใช้ยีนทัง้สองจากไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ เดียวกัน ซึ่งผลจากการเปรียบเทียบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน cpcE และ cpcF ในงานวิจัยชิน้นี  ้ ก็พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cpcE และ cpcF ของ 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 มีความอนุรักษ์กนัสงูภายในจีนสัเดียวกัน เมื่อเทียบกับต่างจีนสั จึงช่วยสนบัสนนุ
สมมติฐานในการใช้ยีน cpcA cpcE และ cpcF วา่ควรมีแหลง่ที่มาเดียวกนั 

อย่างไรก็ตามส าหรับโปรตีน Hox1 และ PcyA ซึ่งท าหน้าที่ร่วมกนัในกระบวนการผลิตไฟโคไซยาโนบิลิน ผู้วิจยัเลอืก
โคลนยีน hox1 และ pcyA จากไซยาโนแบคทีเรียจีนัส Nostoc ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียที่เติบโตได้ดีที่อุณหภูมิปานกลาง 
เนื่องจากการผลิตโปรตีนในระบบ Escherichia coli จะใช้อุณหภูมิประมาณ 20-37 องศาเซลเซียส แต่เนื่องจาก 
Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่แยกมาจากบ่อน า้พุร้อน อณุหภมูิที่เหมาะกบัการเติบโตอยู่
ในช่วงประมาณ 45-55 องศาเซลเซียส จึงอนมุานวา่โปรตีนของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 น่าจะท างานได้ดีที่
อณุหภมูิสงูกวา่ช่วงอณุหภมูิที่ใช้ผลิตโปรตีนใน Escherichia coli และเมื่อพิจารณาในแง่แหลง่ที่มาของยีน มีรายงานวา่เมื่อใช้
ยีน cpcA และ pcyA จาก Synechococcus sp. strain PCC7002 และ hox1 จาก Synechocystis sp. strain PCC6803 
ร่วมกนัสามารถผลิตไฟโคไซยาโนบิลินได้ปริมาณมากใน Escherichia coli (Biswas et al., 2010) ดงันัน้ในกรณีนีชี้ใ้ห้เห็นวา่
แหล่งที่มาของยีนที่ใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์โฮโล-ซีไฟโคไซยานินในระบบ Escherichia coli ไม่จ าเป็นต้องมาจากแหลง่
เดียวกนั ซึ่งสอดคล้องกบัผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน hox1 ของ Nostoc sp. TUBT04 และ
ยีน pcyA ของ Nostoc sp. TUBT01 ทีพ่บวา่มีความอนรัุกษ์ภายในกลุม่ไซยาโนแบคทีเรียจีนสั Nostoc (ภาพท่ี 1 และ 2) ยิ่งไป
กว่านัน้ เมื่อพิจารณาระหว่างจีนสั ยีน hox1 และ pcyA ยงัคงมีความอนรัุกษ์กบัไซยาโนแบคทีเรียจีนสัอื่น เช่น Calothrix และ 
Anabaenopsis มีความเหมือนกนั 83 - 85 เปอร์เซ็นต์ และ 81 - 83 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั ด้วย Query coverage 99 – 100 
เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเทียบกบัจีนสั Thermosynechococcus ในฐานข้อมลู ยีน hox1 ของ Nostoc sp. TUBT04 มีความเหมือน
ประมาณ 68-70 เปอร์เซ็นต์ที่ Query coverage 88-98 เปอร์เซ็นต์ และยีน pcyA ของ Nostoc sp. TUBT01 มีความเหมือน
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ประมาณ 64-66 เปอร์เซ็นต์ Query coverage 63-94 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งท าให้คาดการณ์ได้ว่า โครงสร้างและหน้าที่ของทัง้                
โปรตีน Hox1 และ PcyA ในไซยาโนแบคทีเรียต่างสายพันธุ์ยังคงความอนุรักษ์ไว้ และน่าจะน ามาใช้ในระบบการผลิต                
โฮโลซีไฟโคไซยานินร่วมกนัได้ 
 
สรุปผลการวิจัย  

ยีน hox1 (Nostoc sp. TUBT04) pcyA (Nostoc sp. TUBT01)  cpcE และ cpcF (Thermosynechococcus sp. 
TUBT-T01) มีขนาด 717, 738, 831, และ 642 คู่เบสตามล าดบั ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกบัไซยาโน
แ บ ค ที เ รี ย ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล  Nucleotide databases ข อ ง  NCBI พ บ ว่ า  ยี น  hox1 ข อ ง  Nostoc sp.  TUBT04 
และ pcyA ของ Nostoc sp. TUBT01 มีความเหมือนกบัยีน hox1 และยีน pcyA ของ Nostoc sp. NIES-4103 ที่ระดบัความ
เหมือนเทา่กบั 97 เปอร์เซ็นต์ และ 96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในขณะท่ียีน cpcE และ cpcF ของ Thermosynechococcus sp. 
TUBT- T01 มี ค ว า ม เ ห มื อ น กั บ ยี น  cpcE แ ล ะ  cpcF ข อ ง  Thermosynechococcus sp.  CL- 1 (CP040671. 1) , 
Thermosynechococcus elongatus PKUAC-SCTE542 (CP032152.1) , Thermosynechococcus vulcanus NIES-2134 
(AP018202.2)  และ Thermosynechococcus elongatus BP-1  (BA000039.2) ที่ระดับความเหมือน 90-92 เปอร์เซ็นต์ 
งานวิจัยชิน้นีช้่วยเพิ่มความรู้ความเข้าใจเก่ียวกับยีนที่มีบทบาทในวิถีการสังเคราะห์โฮโล-ซีไฟโคไซยานินจากไซยาโน              
แบคทีเรีย ข้อมูลที่ได้จากงานวิจยันีเ้ป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่องานวิจยัขัน้ถดัไปคือ การผลิตโฮโล-ซีไฟโคไซยานิน หน่วยย่อย
แอลฟาของ Thermosynechococcus sp. TUBT-T01 ในระบบ Escherichia coli และจะน าไปสูก่ารทดสอบสมบตัิด้านตา่ง ๆ 
ของโปรตีน เช่น การเกิดสีและฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงสมบัติที่ส าคัญที่แตกต่างไปจากไฟโคไซยานินจาก                          
แหล่งอื่น ๆ คือการมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสงู ซึ่งจะน าไปสู่การต่อยอดพฒันาเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมทางเทคโนโลยีชีวภาพ             
อยา่งมีประสทิธิภาพตอ่ไป 
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