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บทคดัย่อ 
 

 Lactococcus lactis subsp. lactis FFL17-2 เป็นแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากปลาส้มฟัก จ. 
ลพบุรี ซ่ึงมีรายงานว่าสามารถสร้างแบคทีริโอซินได ้ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการโคลนและวิเคราะห์ลาํดบันิ
วคลีโอไทดข์อง 16S rDNA จากแบคทีเรียดงักล่าว และพบว่ามีความเหมือนกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 
16S rDNA จาก L. lactis ท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล สูงสุด 100% ซ่ึงเป็นการยนืยนัว่าเช้ือดงักล่าวเป็น
สมาชิกของ species L. lactis จริง และสอดคลอ้งกบัผลการจดัจาํแนกดว้ยวิธีทางชีวเคมีท่ีมีรายงานไว้
ก่อนหนา้น้ี นอกจากน้ีไดท้าํการโคลนช้ินส่วนของยีน lanB ซ่ึงเช่ือว่าเป็นยีนเก่ียวขอ้งในกระบวนการ
สังเคราะห์แบคทีริโอซิน และจากการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัส พบว่ามีความ
เหมือนกบัลาํดบักรดอะมิโนของ NisB จาก L. lactis สายพนัธ์ุต่างๆ 99.2-100% และมีความพยายามใน
การโคลนยีนท่ีกาํหนดรหัสแบคทีริโอซิน (lanA) พบว่ามีหลายตาํแหน่งท่ียงัไม่สามารถระบุนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีถูกตอ้งได ้แต่จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์และลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัส 
(บางส่วน) มีความเป็นไปไดว้า่ยนีดงักล่าวน่าจะเหมือนกบั nisA หรือ nisZ ของ L. lactis 
 
คาํสําคญั: แบคทีเรียแลคติก, Lactococcus lactis, FFL17-2, แบคทีริโอซิน, 16S rDNA, NisB 
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Abstract 
 
 Lactococcus lactis subsp. lactis FFL17-2 is a bacteriocin-producing lactic acid bacterium, 
isolated from fermented minced-fish (Pla-Som-Fug), Lopburi Province. In this study, 16S rDNA of 
the bacteria was cloned, and analysis of the DNA sequence showed 100% identity to 16S rDNA of L. 
lactis from the database, thus confirming the previous identification by biochemical methods that the 
bacteria is truly a member of the species L. lactis. In addition, a fragment of a gene (lanB), putatively 
involved in bacteriocin biosynthesis, was cloned and analysed. Its deduced amino acid sequence 
showed high similarity with NisB of several L. lactis (99.2-100% identity). An attempt was made to 
identify the bacteriocin structural gene (lanA), without complete success. However, analyses of the 
partial DNA sequence and deduced amino acid sequence suggested that the gene was probably highly 
similar with nisA or nisZ of L. lactis 
 
Keywords: lactic acid bacteria, Lactococcus lactis, FFL17-2, bacteriocin, 16S rDNA, NisB  
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ประกาศคุณูปการ 

 
ผูว้ิจยัขอขอบคุณ รศ.สมใจ ศิริโภค ท่ีอนุเคราะห์เช้ือ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 สาํหรับใช้

ในการศึกษาในคร้ังน้ี และขอขอบคุณ น.ส.ภทัร์ศยา จนัทราวุฒิกร น.ส.สรารัตน์ ช่อไมท้อง น.ส.สุ
กญัญา เอ่ียมสําอาง น.ส.สุทธิดา บุรผากา น.ส.เบญจรงค ์ทองใบ และนายวลัลภ ล่ีเด็น ท่ีมีส่วนทาํให้
งานวิจยัน้ีสาํเร็จลุล่วง 

งานวิจยัน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากเงินรายไดค้ณะวิทยาศาสตร์ ประจาํปีงบประมาณ 2553 
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บทที ่1 
บทนํา 

 
แบคทีริโอซินเป็นสารโปรตีนท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย ์และพบในแบคทีเรียหลายชนิด แต่มี

ความสนใจในการศึกษาแบคทีริโอซินจากแบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria หรือ LAB) เป็นอนั
มาก เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตอาหารหมกั และส่วนใหญ่ไดรั้บการยอมรับว่ามีความ
ปลอดภัยในการบริโภค ดังนั้ นแบคทีริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือดังกล่าวจึงน่าจะมีความปลอดภัย
เช่นเดียวกนั 

แบคทีริโอซินจาก LAB ชนิดหน่ึงท่ีมีการศึกษาอยา่งละเอียดและมีการนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรม
อาหารอยา่งแพร่หลายคือ nisin A โดยใชใ้นการควบคุมจุลินทรียก่์อโรคบางชนิดและจุลินทรียท่ี์ทาํให้
อาหารเสีย แต่เน่ืองจากขอ้จาํกดับางประการของ nisin A และความเส่ียงในการเกิดเช้ือท่ีด้ือต่อ nisin A 
เม่ือมีการใชเ้พียงชนิดเดียวอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลานาน จึงมีความสนใจในการคน้หา LAB ท่ีสร้างแบคทีริ
โอซินชนิดใหม่ และประเมินศกัยภาพของแบคทีริโอซินท่ีคน้พบ ในการใชก้บัอาหารเพ่ือทดแทนหรือ
ร่วมกบัการใช ้nisin A 

ก่อนหนา้น้ีไดมี้การแยก LAB ท่ีสร้างแบคทีริโอซินได ้คือไอโซเลท FFL17-2 จากปลาส้มฟัก 
จ. ลพบุรี และไดมี้การศึกษาสมบติัของแบคทีริโอซินดงักล่าว นอกจากน้ียงัไดท้าํการจดัจาํแนกเบ้ืองตน้ 
และพบว่าเช้ือดงักล่าวน่าจะเป็น Lactococcus lactis subsp. lactis (สมใจ และคณะ, 2550) ดงันั้นใน
งานวิจยัน้ีจึงมุ่งเนน้การโคลนและวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนสําหรับแบคทีริโอซิน จาก L. 
lactis subsp. lactis FFL17-2 และรวมทั้งการโคลน 16S rDNA เพื่อใชใ้นการจดัจาํแนกเช้ือ เปรียบเทียบ
กบัวิธีทางชีวเคมีท่ีมีรายงานไวก่้อนหนา้น้ี 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
แบคทีริโอซินเป็นสารเปปไทด์หรือโปรตีนท่ีมีสมบติัในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์ซ่ึงสังเคราะห์ผา่น

ไรโบโซม โดยพบไดใ้นแบคทีเรียหลายชนิด (Galvez et al., 2007) แต่หลายปีท่ีผา่นมามีความสนใจใน
การศึกษาแบคทีริโอซินจาก LAB เป็นอนัมาก ทั้งน้ีเน่ืองจากแบคทีเรียดงักล่าวมีความสาํคญัในการผลิต
อาหารหมกัและมีการบริโภคมาเป็นเวลานานโดยไม่ทาํให้เกิดอนัตราย LAB จาํนวนมากจึงไดรั้บการ
ยอมรับวา่มีความปลอดภยัในการบริโภค (Generally recognized as safe หรือ GRAS) (Jack et al., 1995) 
นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าแบคทีริโอซินจาก LAB มีสมบติัอ่ืนๆท่ีทาํให้มีศกัยภาพสําหรับใช้กับ
ผลิตภณัฑ์อาหาร ไดแ้ก่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ยูคาริโอต เสียสภาพไปเม่ือถูกย่อยดว้ย protease 
ในทางเดินอาหาร ทนต่อ pH และความร้อนไดดี้ และสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดห้ลากหลาย โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่จุลินทรียก่์อโรคและจุลินทรียท่ี์ทาํใหอ้าหารเสีย เป็นตน้ (Galvez et al., 2007) 

อย่างไรก็ตามถึงแมว้่าจะมีการคน้พบแบคทีริโอซินจาก LAB เป็นจาํนวนมากในปัจจุบนั แต่
แบคทีริโอซินซ่ึงเป็นท่ียอมรับและมีการใชอ้ยา่งแพร่หลายคือ nisin A จาก L. lactis โดย nisin A ไดรั้บ
การรับรองความปลอดภยัจาก World Health Organization และ Food and Agriculture Organization 
และมีการใชใ้นหลายประเทศทัว่โลก (Delves-Broughton et al., 1996) และยงัมีรายงานการคน้พบ nisin 
Z (Mulders et al., 1991) nisin Q (Zendo et al., 2003) และ nisin F (de Kwaadsteniet et al., 2008) ซ่ึง
เป็น variants ของ nisin ท่ีพบในธรรมชาติ และสร้างจาก L. lactis เช่นเดียวกนั โดยลาํดบักรดอะมิโน
ของ nisin propeptides ทั้งสามชนิดมีความแตกต่างจากของ nisin A จาํนวน 1 (H27N), 4 (A15V, M21L, 
H27N และ I30V) และ 2 ตาํแหน่ง (H27N และ I30V) ตามลาํดบั (Wirawan et al., 2006; de 
Kwaadsteniet et al., 2008) นอกจากน้ียงัมีรายงานถึง nisin U ซ่ึงเป็นอีกหน่ึง variant ของ nisin ท่ีสร้าง
จาก Streptococcus uberis อีกดว้ย (Wirawan et al., 2006) แต่อยา่งไรก็ตามนอกจาก nisin A แลว้ 
variants ต่างๆของ nisin ยงัไม่มีการรับรองใหใ้ชใ้นผลิตภณัฑอ์าหาร 

แบคทีริโอซินเป็นกลุ่มของสารโปรตีนท่ีมีความหลากหลายทั้งทางดา้นโครงสร้างและพนัธุ
ศาสตร์ โดยพบวา่ยนีสาํหรับแบคทีริโอซินนั้นอาจพบไดท้ั้งบนพลาสมิดและบนโครโมโซม ทั้งน้ีข้ึนกบั
ชนิดของแบคทีริโอซิน และยงัพบว่ายนีสาํหรับแบคทีริโอซินและยนีอ่ืนท่ีทาํหนา้ท่ีท่ีเก่ียวขอ้ง มกัมีการ
จดัเรียงตวักนัเป็นกลุ่ม (cluster) (Jack et al., 1995) ในกรณีของยนีสาํหรับการสร้าง nisin A ซ่ึงเป็นกลุ่ม
ของยนีท่ีมีผูส้นใจศึกษากนัเป็นอนัมาก พบว่ากลุ่มของยนีดงักล่าวอยูบ่นโครโมโซมของ L. lactis และ
ประกอบดว้ยยนีจาํนวน 11 ยนีซ่ึงแบ่งเป็น 3 operons คือ nisABTCIP, nisRK และ nisFEG (Cheigh and 
Pyun, 2005) ซ่ึงการศึกษายีนท่ีเก่ียวขอ้งดงักล่าวทาํให้ทราบกลไกการสังเคราะห์ nisin A ไดอ้ยา่ง
ละเอียด โดยท่ี nisA เป็นยีนโครงสร้างสาํหรับ nisin A ในขณะท่ียีนอ่ืนๆทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
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ลาํเลียง nisin A ออกนอกเซลล ์ภูมิคุม้กนัต่อ nisin A การดดัแปลงโมเลกุลของ nisin A ภายหลงัจากการ
สังเคราะห์ และควบคุมการสังเคราะห์ nisin A เป็นตน้ (Lubelski et al., 2008) นอกจากน้ีความรู้เร่ือง
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีสาํหรับ nisin โดยเฉพาะอยา่งยิง่ nisin A และ nisin Z นาํไปสู่การดดัแปลง
โปรตีนทั้งสอง โดยการทาํใหเ้กิดการกลายของยนีและศึกษาความเปล่ียนแปลงของ activity ของ nisin ท่ี
ได ้แต่อยา่งไรกต็ามพบวา่ nisin ท่ีไดรั้บการดดัแปลงส่วนใหญ่ไม่ไดมี้ activity เพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจเป็นเพราะ 
nisin ในรูปแบบท่ีพบในธรรมชาตินั้นเป็นรูปแบบท่ีเหมาะสม และถูกคดัเลือกตามธรรมชาติมาแลว้ 
(Lubelski et al., 2008) 

ถึงแมว้่า nisin A จะเป็นแบคทีริโอซินท่ีไดรั้บการยอมรับให้ใชใ้นอาหารและมีการใชอ้ย่าง
แพร่หลาย แต่ nisin A ก็มีขอ้จาํกดัคือ มีความคงตวัตํ่าท่ี pH ในช่วงท่ีเป็นกลางและเบส และนอกจากน้ี
การใช ้nisin A อยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลานาน อาจนาํไปสู่การเกิดเช้ือสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อ nisin A ข้ึนมาได ้
(Fujita et al., 2007) จึงทาํใหมี้ความสนใจในการคน้หาแบคทีริโอซินชนิดใหม่ โดยเฉพาะอยา่งยิง่แบคที
ริโอซินจาก LAB เพื่อใชแ้ทนหรือร่วมกบั nisin A ในอนาคต เช่น Lacticin Q ท่ีสร้างจาก L. lactis ซ่ึงมี
ความคงตวัสูงในสภาวะท่ีเป็นเบส และยงัออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียไดร้วดเร็วกว่า nisin A (Fujita 
et al., 2007) และ lacticin 3147 จาก L. lactis ซ่ึงมีการประเมินศกัยภาพในการใชค้วบคุม nonstarter 
LAB ในการผลิตเนยแขง็ รวมทั้งเพื่อควบคุมเช้ือก่อโรค และยดือายผุลิตภณัฑอ์าหาร (Guinane et al., 
2005) และรวมถึงการแยก LAB สายพนัธ์ุใหม่จากธรรมชาติ ท่ีอาจผลิตแบคทีริโอซินชนิดใหม่ ท่ีมีความ
ปลอดภยัและมีศกัยภาพในการควบคุมจุลินทรียไ์ม่พึงประสงคใ์นผลิตภณัฑอ์าหาร (Shin et al., 2008; 
Rouse et al., 2008) 

ในงานวิจยัก่อนหนา้น้ีไดมี้การแยก LAB ไอโซเลท FFL17-2 จากปลาส้มฟัก จ. ลพบุรี โดย
พบว่าเช้ือดงักล่าวมีการสร้างแบคทีริโอซินซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่ 
Staphylococcus aureus, Lactobacillus sakei, Lb.  plantarum, Leuconostoc mesenteriodes, Pediococcus 
pentosaceus, Streptococcus salivarius, Bacillus cereus, B. circulans, B. coagulans และ Listeria 
monocytogenes โดยแบคทีริโอซินดงักล่าวสามารถทนความร้อนท่ี 100C เป็นเวลา 10 นาทีโดยไม่ทาํ
ให ้activity ลดลง และมีความคงตวัท่ี pH ในช่วง 4-7 (สมใจ และคณะ, 2550) และจากการจดัจาํแนก 
FFL17-2 โดยใชชุ้ดทดสอบ API 20 Strep (BioMerieux) พบว่าเป็น Lactococcus lactis subsp. lactis ท่ี
ระดบัความถูกตอ้ง 98% (สมใจ และคณะ, 2550) 

ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นการต่อยอดจากงานวิจยัเดิม โดยทาํการโคลนยีนสาํหรับแบคทีริโอซิน
จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ดงักล่าว และวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีท่ีได ้นอกจากน้ียงั
มีการโคลนและวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA เพื่อใชใ้นการจดัจาํแนกเช้ือ เปรียบเทียบ
กบัวิธีทางชีวเคมีท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ 
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บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
 
3.1 จุลนิทรีย์ และอาหารเลีย้งเช้ือ 
 L. lactis subsp. lactis FFL17-2 (สมใจ และคณะ, 2550) จะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 
medium (de Man et al., 1960) ท่ี 30°C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ส่วน Escherichia coli TOP10 
(Invitrogen, California, USA) ท่ีใชเ้ป็นตวัรับ recombinant plasmid จะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Luria 
Bertani (LB) medium (Sambrook et al., 1989) ท่ีมีการเติม ampicillin ความเขม้ขน้ 100 g/ml ท่ี 37°C 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
3.2 การทดสอบสมบัติบางประการของ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 
 ทาํการยืนยนัความถูกตอ้งของ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ท่ีเก็บรักษาไว ้ โดยนาํเช้ือ
ดงักล่าวมาทดสอบสมบติับางประการตามท่ีมีรายงานไวก่้อนหนา้น้ี ซ่ึงไดแ้ก่การศึกษารูปร่างของเซลล ์
การติดสีแกรม รวมทั้งความสามารถในการยบัย ั้ง Staphylococcus aureus TISTR118 และ Lactobacillus 
sakei 912 ดว้ยวิธี Agar spot assay และ Agar well diffusion assay (สมใจ และคณะ, 2550) 
 
3.3 การสกดั chromosomal DNA 

ในการสกดั chromosomal DNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ทาํโดยใชว้ธีิท่ีดดัแปลง
จากวิธีของ Lewington et al. (1987) 

โดยทาํการเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ปริมาตร 10 ml ให้มีอาย ุ24 ชัว่โมง 
เก็บเซลลโ์ดยวิธี centrifugation แลว้นาํเซลลม์าทาํ suspension ในสารละลายท่ีประกอบดว้ย 0.25 M 
sucrose และ 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) ปริมาตร 240 l แลว้เติมสารละลาย lysozyme ความเขม้ขน้ 10 
mg/ml ปริมาตร 50 l บ่มท่ี 37°C 10 นาที เติม 20% SDS ปริมาตร 160 l และ 5 M NaCl ท่ีเยน็จดั
ปริมาตร 80 l จากนั้นบ่มในนํ้ าแข็งหรือท่ี 4°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงใน
เคร่ือง microcentrifuge เป็นเวลา 5 นาที แลว้แยกส่วนท่ีเป็นของเหลวนาํมาสกดัโปรตีนออกดว้ย 
phenol/chloroform (1:1) ปริมาตร 1x 2 คร้ัง และสกดัดว้ย chloroform ปริมาตร 1x 1 คร้ัง หลงัจากนั้น
ทาํการตกตะกอน DNA โดยการเติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 0.1x และ absolute ethanol ปริมาตร 
2x แลว้บ่มท่ี -70°C เป็นเวลา 30 นาที ทาํการแยก DNA โดยการป่ันเหวี่ยงในเคร่ือง microcentrifuge 
เป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํตะกอน DNA ท่ีไดม้าละลายใน UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water 
(Invitrogen, California, USA) ท่ีปราศจากเช้ือ 
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3.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)  

ในการทาํ PCR จะใชเ้คร่ือง Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) โดยท่ีใน 50 l 
PCR reaction ประกอบดว้ยสารละลาย chromosomal DNA ท่ีใชเ้ป็นตน้แบบประมาณ 250 ng, 1x PCR 
buffer ท่ีผสม MgCl2 ความเขม้ขน้ 2 mM, dNTP แต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 2 mM, primer แต่ละชนิด
ปริมาณ 50 pmol (สังเคราะห์โดยบริษทั ไบโอดีไซน์ จาํกดั จ.ปทุมธานี ประเทศไทย) และ Taq DNA 
polymerase ปริมาณ 0.4 unit  โดยเตรียมใน UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen, 
California, USA) ท่ีปราศจากเช้ือ หลงัจากนั้นทาํการวิเคราะห์ผลผลิต PCR ท่ีเกิดข้ึนดว้ยวิธี Agarose gel 
electrophoresis โดยท่ีลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primers และสภาวะในการทาํ PCR ไดแ้สดงในตารางท่ี 1 

 สาํหรับ Colony PCR ทาํโดยใชโ้คโลนีของแบคทีเรียเป็นตน้แบบแทนการใชส้ารละลาย DNA  
 

ตารางท่ี 1 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primers และสภาวะในการทาํ PCR 
Primers Sequence (5’ to 3’) PCR conditions Reference 

fD1 
rD1 
rP2 

ccgaattcgtcgacaacagagtttgatcctggctcag 
cccgggatccaagcttaaggaggtgatccagcc 
cccgggatccaagcttacggctaccttgttacgactt 

35 cycles of  95°C (2 min), 
42°C (30 s) and 72°C (4 min); 
and 72°C (20 min) final 
extension 

Weisburg et 
al., 1991 

M13 Forward 
(-20) 
M13 Reverse 

gtaaaacgacggccag 
 
caggaaacagctatgac 

30 cycles of 92°C (2 min), 
48°C (2 min) and 72°C (2.5 
min) 

Invitrogen, 
California, 
USA 

LanBFwd 
LanBRev 
 
LanCFwd 
 
LanCRev 

tatgatcgagaa(a/g)(c/t)a(g/t)a(a/t)agatatgg 
ttatta(a/c/g/t)(a/g)ca(a/c/g/t)atg(a/c/g/t)a(c
/t)(a/g/t)a(a/t)act 
taatttaggat(a/t)(a/c/g/t)(c/g)(c/t)(a/c/g/t)(a/
c)a(c/t)gg 
acc(a/t)g(g/t)(a/c/g/t)(a/c/g/t)(a/c/g/t)(a/c/
g/t)cc(a/g)t(a/g)(a/g)cacca 

30 cycles of 92°C (1.5 min), 
40°C (2.5 min) and 72°C (1.5 
min) 

Wirawan et 
al., 2006 

Nis-fwd 
Nis-rev 

cattaacaaatctaaaacagtc 
ttcgtctccatagcaaagc 

30 cycles of 92°C (2 min), 
48°C (2 min) and 72°C (2 min) 

This study 

 
3.5 การโคลนผลผลติ PCR และการทาํ Transformation 

การโคลนผลผลิต PCR และ Transformation ทาํโดยใช ้TA Cloning Kit (Invitrogen, 
California, USA) โดยนาํ DNA ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์โดยวิธี PCR มาโคลนในพลาสมิด pCR2.1 และ
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นาํ ligation mix ท่ีไดไ้ปใชท้าํ transformation กบั One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli ตาม
วิธีท่ีระบุโดยผูผ้ลิต 
 
3.6 การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของ DNA และการวเิคราะห์ลาํดับ DNA 
 การหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง DNA จดัทาํโดยสถาบนัจีโนม จ.ปทุมธานี ประเทศไทย และการ
วิเคราะห์ขอ้มูลลาํดบั DNA ทาํโดยใชโ้ปรแกรมจาก European Bioinformatics Institute, Cambridge, 
UK (www.ebi.ac.uk/Tools/) 
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บทที ่4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 การยนืยนัความถูกต้องของ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 
เน่ืองดว้ยในตอนตน้ของการวิจยั พบปัญหาการปนเป้ือนใน stock เช้ือ L. lactis subsp. lactis 

FFL17-2 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียหลกัท่ีใชใ้นการศึกษาในคร้ังน้ี จึงจาํเป็นตอ้งทาํการแยกเช้ือดงักล่าวให้
บริสุทธ์ิอีกคร้ัง โดยนาํเช้ือ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 รุ่นต่างๆท่ีเก็บรักษาไวใ้น stock ท่ีอุณหภูมิ -
20°C และ -70°C มาเล้ียงใหเ้จริญในอาหาร MRS broth แลว้ทาํการทดสอบสมบติับางประการเพ่ือยนืยนั
ความถูกตอ้งของเช้ือ ซ่ึงไดแ้ก่การศึกษารูปร่างของเซลล ์การติดสีแกรม รวมทั้งความสามารถในการ
ยบัย ั้ง S. aureus TISTR118 และ Lb. sakei 912 ดว้ยวิธี Agar spot assay และ Agar well diffusion assay 

จากนั้นคดัเลือกเช้ือท่ีมีสมบติัตรงกบัท่ีมีรายงานไวก่้อนหนา้น้ี ซ่ึงก็คือเซลลรู์ปไข่ ติดสีแกรม
บวก และสามารถยบัย ั้ง S. aureus TISTR118 และ Lb. sakei 912 ได ้(สมใจ และคณะ, 2550) นาํมาสกดั 
chromosomal DNA เพื่อใชใ้นการศึกษาลาํดบัต่อไป  
 
4.2 การโคลนและวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ของ 16S rDNA 

ทาํการสังเคราะห์ช้ินส่วนของยนีสาํหรับ 16S rRNA (หรือ 16S rDNA) จาก L. lactis subsp. 
lactis FFL17-2โดยนาํ chromosomal DNA ท่ีสกดัไดม้าใชเ้ป็นตน้แบบในการทาํ PCR โดยใช ้primers 2 
ชุดคือ fD1 + rD1 และ fD1 + rP2 และพบว่าเกิดผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1.5 kb ซ่ึงตรงกบัขนาดท่ี
คาดหวงั จากทั้งสองปฏิกิริยาดงักล่าว 

ทาํการโคลนผลผลิต PCR ทั้งสองในพลาสมิด pCR2.1 แลว้นาํ ligation mix ท่ีไดไ้ปใชใ้นการ
ทาํ transformation กบั One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli จากนั้นทาํการคดัเลือกโคลน
ของ E. coli TOP10 ท่ีมี recombinant plasmid โดยวิธี Blue/White screening และ Colony PCR ดว้ย 
primers M13 Forward (-20) และ M13 Reverse ซ่ึงโคลนท่ีมี recombinant plasmid จะใหผ้ลผลิต PCR 
ขนาดประมาณ 1.7 kb 

สุ่มคดัเลือกโคลนท่ีใหผ้ลผลิต PCR ตามท่ีตอ้งการ เพ่ือทาํการสกดัและหาลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของ recombinant DNA (จดัทาํโดยสถาบนัจีโนม จ.ปทุมธานี ประเทศไทย) โดยพบว่าช้ินส่วน DNA ท่ี
สงัเคราะห์ข้ึนโดยวิธี PCR ดงักล่าวขา้งตน้มีขนาด 1,572 bp (รูปท่ี 1) 
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        1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTA 
       61 ATACATGCAAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGG 
      121 GTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTA 
      181 ATACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCA 
      241 AAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATA 
      301 CATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA 
      361 CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG 
      421 TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAG 
      481 TGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
      541 GCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA 
      601 GGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACT 
      661 GGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA 
      721 TATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTC 
      781 GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT 
      841 GCTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTATCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCT 
      901 GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG 
      961 GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCGTG 
     1021 CTATTCCTAGAGATAGGAAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCG 
     1081 TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAG 
     1141 TTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAACGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGG 
     1201 GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATG 
     1261 GTACAACGAGTCGCGAGACAGTGATGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGG 
     1321 ATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACG 
     1381 CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTGGGA 
     1441 GTACCCGAAGTAGGTTGCCTAACCGCAAGGAGGGCGCTTCCTAAGGTAAGACCGATGACT 
     1501 GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTAAGC 
     1561 TTGGATCCCGGG 
 

 รูปท่ี 1 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ความยาว 1,572 
bp บริเวณท่ีเป็นตวัเขม้และขีดเสน้ใตคื้อตาํแหน่งของ primers fD1 และ rD1 ตามลาํดบั 
 

เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดค์วามยาว 1,502 bp โดยไม่รวมบริเวณท่ีเกิดจาก primers fD1 และ 
rD1 (รูปท่ี 1) ไปวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม NCBI Blast พบว่ามีความเหมือนสูงสุด 100% กบั 16S rDNA 
จาก L. lactis subsp. lactis IL1403 (1502/1502), L. lactis subsp. lactis CV56 (1502/1502) และ L. lactis 
subsp. lactis  KF147 (1502/1502) ท่ีมีรายงานอยู่ใน EMBL Database (Accession Numbers: 
X64887/AE005176, CP002365 และ CP001834 ตามลาํดบั) ซ่ึงจากการท่ี 16S rDNA ของ L. lactis 
subsp. lactis FFL17-2 มีความเหมือนกบั 16S rDNA จาก L. lactis สายพนัธ์ุต่างๆเกินกว่า 99% เป็นการ
ยนืยนัวา่แบคทีเรียดงักล่าวเป็นสมาชิกของ species Lactococcus lactis อีกทางหน่ึง 

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ความยาว 1,502 bp ท่ี
ไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ี ถูกบนัทึกไวใ้น EMBL Database โดยมี Accession number คือ HE805077 
 
4.3  การโคลนช้ินส่วนของยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการผลติแบคทริีโอซิน 

เม่ือพิจารณาจากสมบติัการทนความร้อนของแบคทีริโอซินจาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 
และความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือท่ีหลายหลาย (broad spectrum) จึงมีความเป็นไปไดท่ี้แบคทีริโอซิน
ดงักล่าวจะอยูใ่นกลุ่ม Lantibiotics ดงันั้นในการโคลนยนีสาํหรับแบคทีริโอซินดงักล่าวจึงเร่ิมจากการใช ้
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degenerate primers ท่ีออกแบบมาเพื่อสังเคราะห์ช้ินส่วนของยนีท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการผลิตแบคทีริ
โอซินคือ lanB และ lanC ซ่ึงน่าจะอยูใ่กลเ้คียงกบัยนีโครงสร้างสาํหรับแบคทีริโอซิน (lanA) (Wirawan 
et al., 2006) 

ทาํการสังเคราะห์ช้ินส่วนของยีนทั้งสองดงักล่าว โดยนาํ chromosomal DNA ของ L. lactis 
subsp. lactis FFL17-2 มาใชเ้ป็นตน้แบบในการทาํ PCR และใช ้primers 2 ชุดคือ LanBFwd + LanBRev 
และ LanCFwd + LanCRev พบว่าในชุดแรก (LanBFwd + LanBRev) มีผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 
450 bp เกิดข้ึน ส่วนชุดท่ีสอง (LanCFwd + LanCRev) ไม่เกิด DNA ผลผลิตจากการทาํ PCR 

จากนั้ นนําผลผลิต  PCR ขนาด  450 bp ดังกล่าวมาโคลนในพลาสมิด  pCR2.1 และทํา 
transformation กบั One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli แลว้ทาํการคดัเลือกโคลนของ E. 
coli TOP10 ท่ีมี recombinant plasmid โดยวิธี Blue/White screening และ Colony PCR ดว้ย primers 
M13 Forward (-20) และ M13 Reverse สุ่มคดัเลือกโคลนท่ีใหผ้ลผลิต Colony PCR ขนาดประมาณ 650 
bp เพื่อทาํการสกดัและหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ recombinant DNA (จดัทาํโดยสถาบนัจีโนม จ.
ปทุมธานี ประเทศไทย) โดยลาํดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วน DNA ดงักล่าวไดแ้สดงไวใ้นรูปท่ี 2 

เม่ือใชโ้ปรแกรม Transeq แปลรหสัลาํดบันิวคลีโอไทดด์งักล่าวเป็นลาํดบักรดอะมิโน (รูปท่ี 2) 
แลว้ทาํการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม FASTA ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 2 โดยพบว่า
ลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของช้ินส่วนของยนี lanB มีความเหมือนกบั NisB จาก L. lactis 
สูงถึง 99.2-100% ซ่ึงมีรายงานว่า NisB ทาํหนา้ท่ีในกระบวนการ maturation ของ nisin (Sen et al., 
1999) และถูกกาํหนดรหสัโดยยีน nisB ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของ nis operon: nisABTCIP (Cheigh and 
Pyun, 2005) 
 ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดสู้งท่ียนีสาํหรับแบคทีริโอซินของ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 
(lanA) จะมีความคลา้ยคลึงกบัยนี nisA ซ่ึงกาํหนดรหสั nisin prepeptide (Cheigh and Pyun, 2005) และ
น่าจะตั้งอยูบ่ริเวณ upstream ของช้ินส่วนของยนี lan◌ฺB ท่ีโคลนได ้
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        1 TATGATCGAGAAGCAGATAGATATGGTGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATA 
                                     G  F  D  T  L  E  L  S  E  A  I  
 
       61 TTTTGTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAAT 
          F  C  A  D  S  K  I  I  P  N  L  L  T  L  I  K  D  T  N  N   
 
      121 GATTGGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTT 
          D  W  K  V  D  D  V  S  I  L  V  N  Y  L  Y  L  K  C  F  F   
 
      181 CAGAATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTCCTAAAAAGGTTAAA 
          Q  N  D  N  K  K  I  L  N  F  L  N  L  V  S  P  K  K  V  K   
 
      241 GAAAATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGT 
          E  N  V  N  E  K  I  E  H  Y  L  K  L  L  K  V  N  N  L  G   
 
      301 GACCAAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTT 
          D  Q  I  F  Y  D  K  N  F  K  E  L  K  H  A  I  K  N  L  F   
 
      361 TTAAAAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGACAGTATA 
          L  K  M  I  A  Q  D  F  E  L  Q  K  V  Y  S  I  I  D 
 
      421 GTCCATTTGCATAATAA 

 
รูปท่ี 2 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนของยนี lanB ความยาว 437 bp และลาํดบักรดอะมิโน

ความยาว 129 กรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัส โดยบริเวณท่ีเป็นตวัเขม้และขีดเส้นใตแ้สดงตาํแหน่ง
ของ primers LanBFwd และ LanBRev ตามลาํดบั 
 

ตารางท่ี 2 ลาํดบักรดอะมิโนจากฐานขอ้มูลท่ีมีความเหมือนกบัลาํดบักรดอะมิโนความยาว 129 
กรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของ lanB 

Organism Protein % 
identity 

% 
similarity 

amino acid 
overlap 

Accession 
No. 

L. lactis subsp. lactis IO-1 NisB 100 100 129 H5SXJ4 
L. lactis subsp. lactis NisB 99.2 100 129 D9IXB6 
L. lactis NisB 99.2 100 129 Q48673 
L. lactis NisB 99.2 99.2 129 C4PKI4 
L. lactis subsp. lactis NisB 99.2 99.2 129 P20103 
L. lactis subsp. lactis CV56 NisB 99.2 99.2 129 F2HKA5 
L. lactis Lantibiotic dehydratase 

(NiqB) 
66.7 89.9 129 B5MET7 

Streptococcus salivarius Putative lantibiotic 
dehydratase (SlvB) 

37.4 67.2 131 H2D759 
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4.4 การออกแบบ primers เพือ่โคลนยนีสําหรับแบคทริีโอซิน 
 ในการโคลนยนีสาํหรับแบคทีริโอซินของ L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ทาํโดยนาํลาํดบันิ
วคลีโอไทดข์อง nis operon จาก L. lactis ท่ีมีรายงานใน EMBL Database ซ่ึงไดแ้ก่ L. lactis 6F3, L. 
lactis subsp. lactis NIZO R5 และ L. lactis subsp. lactis M78 (Accession numbers: X68307, L16226 
และ HM219853 ตามลาํดบั) มาทาํการเปรียบเทียบโดยใชโ้ปรแกรม ClustalW (รูปท่ี 3) จากนั้นเลือก
บริเวณของนิวคลีโอไทดท่ี์ตรงกนัในทั้งสามสายพนัธ์ุ และครอบคลุมยนี nisA และส่วน 5’ ของยนี nis◌ฺ
B มาใชใ้นการออกแบบ primers Nis-fwd และ Nis-rev (รูปท่ี 3) ซ่ึงผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ะมีขนาด
ประมาณ 1 kb  
 
4.5 การโคลนยนีสําหรับแบคทริีโอซิน (lanA) 

นาํ chromosomal DNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 มาใชเ้ป็นตน้แบบในการทาํ PCR 
ดว้ย primers Nis-fwd + Nis-rev และพบว่าเกิดผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1 kb ซ่ึงตรงกบัขนาดท่ี
คาดหวงั (รูปท่ี 4) 

มีความพยายามในการโคลนช้ินส่วน DNA ขนาด 1 kb ดงักล่าวในพลาสมิด pCR2.1 ก่อนท่ีจะ
นาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์แต่ไม่ประสบความสาํเร็จ จึงนาํผลผลิต PCR นั้นไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
(บางส่วน) โดยตรง ซ่ึงไดผ้ลดงัแสดงในรูปท่ี 5 

จะเห็นไดว้่าจากผลของการหาลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากผลผลิต PCR โดยตรงในกรณีน้ี มีหลาย
ตาํแหน่งท่ีไม่สามารถระบุนิวคลีโอไทด์ได ้(รูปท่ี 5a และ 5b) แต่เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ดงักล่าว 
(lanA) ไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม NCBI Blast พบว่ามีความเหมือนกบัยนี nisA และ 
nisZ ของ L. lactis สายพนัธ์ุต่างๆ 85.0% ดงัแสดงในตารางท่ี 3 และรูปท่ี 6 
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FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTA 1020 
L16226          -------------------------GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTA 35 
HM219853        TAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTA 689 
                                                     Nis-fwd                     
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCT 1080 
L16226          TCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCT 95 
HM219853        TCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCT 749 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          GATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAAT 1140 
L16226          GATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAAT 155 
HM219853        GATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAAT 809 
                                                                             
                                  nisA -> 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TATAAGGAGGCACTCAAAATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG 1200 
L16226          TATAAGGAGGCACTCAAAATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG 215 
HM219853        TATAAGGAGGCACTCAAAATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG 869 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAGAAAGATTCAGGTGCATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGT 1260 
L16226          AAGAAAGATTCAGGTGCATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGT 275 
HM219853        AAGAAAGATTCAGGTGCATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGT 929 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAAACAGGAGCTCTGATGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTCATTGTAGTATTCAC 1320 
L16226          AAAACAGGAGCTCTGATGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTCATTGTAGTATTCAC 335 
HM219853        AAAACAGGAGCTCTGATGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTCATTGTAGTATTCAC 989 
                                                                             
                     nisA * 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          GTAAGTAAATAACCAAATCAAAGGATAGTATTTT-TTAGTTCAGATATGGATACTATCCT 1379 
L16226          GTAAGCAAATAACCAAATCAAAGGATAGTATTTTGTTAGTTCAGACATGGATACTATCCT 395 
HM219853        GTAAGCAAATAACCAAATCAAAGGATAGTATTTTGTTAGTTCAGACATGGATACTATCCT 1049 
                                                                             
                                                                           nisB -> 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATTTTTATAAGTTATTTAGGGTTGCTAAATAGCTTATAAAAATAAAGAGAGGAAAAAACA 1439 
L16226          ATTTTTATAAGTTATTTAGGGTTGCTAAATAGCTTATAAAAATAAAGAGAGGAAAAAACA 455 
HM219853        ATTTTTATAAGTTATTTAGGGTTGCTAAATAGCTTATAAAAATAAAGAGAGGAAAAAACA 1109 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TGATAAAAAGTTCATTTAAAGCTCAACCGTTTTTAGTAAGAAATACAATTTTATGTCCAA 1499 
L16226          TGATAAAAAGTTCATTTAAAGCTCAACCGTTTTTAGTAAGAAATACAATTTTATCTCCAA 515 
HM219853        TGATAAAAAGTTCATTTAAAGCTCAACCGTTTTTAGTAAGAAATACAATTTTATCTCCAA 1169 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ACGATAAACGGAGTTTTACTGAATATACTCAAGTCATTGAGACTGTAAGTAAAAATAAAG 1559 
L16226          ACGATAAACGGAGTTTTACTGAATATACTCAAGTCATTGAGACTGTAAGTAAAAATAAAG 575 
HM219853        ACGATAAACGGAGTTTTACTGAATATACTCAAGTCATTGAGACTGTAAGTAAAAATAAAG 1229 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTTTTTTGGAACAGTTACTACTAGCTAATCCTAAACTCTATGATGTTATGCAGAAATATA 1619 
L16226          TTTTTTTGGAACAGTTACTACTAGCTAATCCTAAACTCTATGATGTTATGCAGAAATATA 635 
HM219853        TTTTTTTGGAACAGTTACTACTAGCTAATCCTAAACTCTATGATGTTATGCAGAAATATA 1289 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATGCTGGTCTGTTAAAGAAGAAAAGGGTTAAAAAATTATTTGAATCTATTTACAAGTATT 1679 
L16226          ATGCTGGTCTGTTAAAGAAGAAAAGGGTTAAAAAATTATTTGAATCTATTTACAAGTATT 695 
HM219853        ATGCTGGTCTGTTAAAGAAGAAAAGGGTTAAAAAATTATTTGAATCTATTTACAAGTATT 1349 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATAAGAGAAGTTATTTACGATCAACTCCATTTGGATTATTTAGTGAAACTTCAATTGGTG 1739 
L16226          ATAAGAGAAGTTATTTACGATCAACTCCATTTGGATTATTTAGTGAAACTTCAATTGGTG 755 
HM219853        ATAAGAGAAGTTATTTACGATCAACTCCATTTGGATTATTTAGTGAAACTTCAATTGGTG 1409 
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FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTTTTTCGAAAAGTTCACAGTACAAGTTAATGGGAAAGACTACAAAGGGTATAAGATTGG 1799 
L16226          TTTTTTCGAAAAGTTCACAGTACAAGTTAATGGGAAAGACTACAAAGGGTATAAGATTGG 815 
HM219853        TTTTTTCGAAAAGTTCACAGTACAAGTTAATGGGAAAGACTACAAAGGGTATAAGATTGG 1469 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATACTCAGTGGTTGATTCGCCTAGTTCATAAAATGGAAGTAGATTTCTCAAAAAAGTTAT 1859 
L16226          ATACTCAGTGGTTGATTCGCCTAGTTCATAAAATGGAAGTAGATTTCTCAAAAAAGTTAT 875 
HM219853        ATACTCAGTGGTTGATTCGCCTAGTTCATAAAATGGAAGTAGATTTCTCAAAAAAGTTAT 1529 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CATTTACTAGAAATAATGCAAATTATAAGTTTGGAGATCGAGTTTTTCAAGTTTATACCA 1919 
L16226          CATTTACTAGAAATAATGCAAATTATAAGTTTGGAGATCGAGTTTTTCAAGTTTATACCA 935 
HM219853        CATTTACTAGAAATAATGCAAATTATAAGTTTGGAGATCGAGTTTTTCAAGTTTATACCA 1589 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TAAATAGTAGTGAGCTTGAAGAAGTAAATATTAAATATACGAATGTTTATCAAATTATTT 1979 
L16226          TAAATAGTAGTGAGCTTGAAGAAGTAAATATTAAATATACGAATGTTTATCAAATTATTT 995 
HM219853        TAAATAGTAGTGAGCTTGAAGAAGTAAATATTAAATATACGAATGTTTATCAAATTATTT 1649 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CTGAATTTTGTGAGAATGACTATCAAAAATATGAAGATATTTGTGAAACTGTAACGCTTT 2039 
L16226          CTGAATTTTGTGAGAATGACTATCAAAAATATGAAGATATTTGTGAAACTGTAACGCTTT 1055 
HM219853        CTGAATTTTGTGAGAATGACTATCAAAAATATGAAGATATTTGTGAAACTGTAACGCTTT 1709 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          GCTATGGAGACGAATATAGAGAACTATCGGAACAATATCTTGGCAGTCTGATAGTTAATC 2099 
L16226          GCTATGGAGACGAATATAGAGAACTATCGGAACAATATCTTGGCAGTCTGATAGTTAATC 1115 
HM219853        GCTATGGAGACGAATATAGAGAACTATCGGAACAATATCTTGGCAGTCTGATAGTTAATC 1769 
                Nis-rev                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATTATTTGATCTCTAATTTACAAAAAGATTTGTTGTCAGATTTTTCTTGGAACACTTTTT 2159 
L16226          ATTATTTGATCTCTAATTTACAAAAAGATTTGTTGTCAGATTTTTCTTGGAACACTTTTT 1175 
HM219853        ATTATTTGATCTCTAATTTACAAAAAGATTTGTTGTCAGATTTTTCTTGGAACACTTTTT 1829 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TGACTAAAGTTGAAGCAATAGATGAAGATAAAAAATATATAATTCCTCTGAAAAAAGTTC 2219 
L16226          TGACTAAAGTTGAAGCAATAGATGAAGATAAAAAATATATAATTCCTCTGAAAAAAGTTC 1235 
HM219853        TGACTAAAGTTGAAGCAATAGATGAAGATAAAAAATATATAATTCCTCTGAAAAAAGTTC 1889 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAAAGTTTATTCAAGAATACTCAGAAATAGAAATTGGTGAAGGTATTGAGAAACTGAAAG 2279 
L16226          AAAAGTTTATTCAAGAATACTCAGAAATAGAAATTGGTGAAGGTATTGAGAAACTGAAAG 1295 
HM219853        AAAAGTTTATTCAAGAATACTCAGAAATAGAAATTGGTGAAGGTATTGAGAAACTGAAAG 1949 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAATATATCAGGAAATGTCACAAATTCTTGAGAATGATAATTATATTCAAATTGATTTAA 2339 
L16226          AAATATATCAGGAAATGTCACAAATTCTTGAGAATGATAATTATATTCAAATTGATTTAA 1355 
HM219853        AAATATATCAGGAAATGTCACAAATTCTTGAGAATGATAATTATATTCAAATTGATTTAA 2009 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTAGTGATAGTGAAATAAATTTTGATGTTAAACAAAAGCAACAATTAGAACATTTAGCTG 2399 
L16226          TTAGTGATAGTGAAATAAATTTTGATGTTAAACAAAAGCAACAATTAGAACATTTAGCTG 1415 
HM219853        TTAGTGATAGTGAAATAAATTTTGATGTTAAACAAAAGCAACAATTAGAACATTTAGCTG 2069 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGTTTTTAGGAAATACGACAAAATCTGTAAGAAGAACATATTTGGATGACTATAAGGATA 2459 
L16226          AGTTTTTAGGAAATACGACAAAATCTGTAAGAAGAACATATTTGGATGACTATAAGGATA 1475 
HM219853        AGTTTTTAGGAAATACGACAAAATCTGTAAGAAGAACATATTTGGATGACTATAAGGATA 2129 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AATTTATCGAAAAATATGGTGTAGATCAAGAAGTACAAATAACAGAATTATTTGATTCTA 2519 
L16226          AATTTATCGAAAAATATGGTGTAGATCAAGAAGTACAAATAACAGAATTATTTGATTCTA 1535 
HM219853        AATTTATCGAAAAATATGGTGTAGATCAAGAAGTACAAATAACAGAATTATTTGATTCTA 2189 
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FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CATTTGGCATAGGAGCTCCATATAATTATAATCATCCTCGAAATGACTTTTATGAGTCCG 2579 
L16226          CATTTGGCATAGGAGCTCCATATAATTATAATCATCCTCGAAATGACTTTTATGAGTCCG 1595 
HM219853        CATTTGGCATAGGAGCTCCATATAATTATAATCATCCTCGAAATGACTTTTATGAGTCCG 2249 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AACCGAGTACTCTATACTATTCAGAAGAGGAGAGAGAAAAGTACCTCAGCATGTATGTAG 2639 
L16226          AACCGAGTACTCTATACTATTCAGAAGAGGAGAGAGAAAAGTACCTCAGCATGTATGTAG 1655 
HM219853        AACCGAGTACTCTATACTATTCAGAAGAGGAGAGAGAAAAGTACCTCAGCATGTATGTAG 2309 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAGCCGTTAAAAATCATAATGTAATTAATCTTGACGACTTAGAGTCTCATTATCAAAAAA 2699 
L16226          AAGCCGTTAAAAATCATAATGTAATTAATCTTGACGACTTAGAGTCTCATTATCAAAAAA 1715 
HM219853        AAGCCGTTAAAAATCATAATGTAATTAATCTTGACGACTTAGAGTCTCATTATCAAAAAA 2369 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TGGACTTAGAAAAGAAAAGTGAACTTCAAGGGTTAGAATTATTTTTGAATTTGGCAAAGG 2759 
L16226          TGGACTTAGAAAAGAAAAGTGAACTTCAAGGGTTAGAATTATTTTTGAATTTGGCAAAGG 1775 
HM219853        TGGACTTAGAAAAGAAAAGTGAACTTCAAGGGTTAGAATTATTTTTGAATTTGGCAAAGG 2429 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGTATGAAAAAGATATTTTTATTTTAGGGGATATCGTTGGAAATAATAATTTGGGAGGGG 2819 
L16226          AGTATGAAAAAGATATTTTTATTTTAGGGGATATCGTTGGAAATAATAATTTGGGAGGGG 1835 
HM219853        AGTATGAAAAAGATATTTTTATTTTAGGGGATATCGTTGGAAATAATAATTTGGGAGGGG 2489 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CATCAGGTAGATTTTCTGCACTCTCTCCGGAGTTAACAAGTTATCATAGAACGATAGTAG 2879 
L16226          CATCAGGTAGATTTTCTGCACTCTCTCCGGAGTTAACAAGTTATCATAGAACGATAGTAG 1895 
HM219853        CATCAGGTAGATTTTCTGCACTCTCTCCGGAGTTAACAAGTTATCATAGAACGATAGTAG 2549 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATTCTGTCGAAAGAGAAAATGAGAATAAAGAAATTACATCGTGTGAAATAGTATTTCTTC 2939 
L16226          ATTCTGTCGAAAGAGAAAATGAGAATAAAGAAATTACATCGTGTGAAATAGTATTTCTTC 1955 
HM219853        ATTCTGTCGAAAGAGAAAATGAGAATAAAGAAATTACATCGTGTGAAATAGTATTTCTTC 2609 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CAGAAAATATCAGACATGCTAACGTTATGCATACATCAATTATGAGGAGGAAAGTACTTC 2999 
L16226          CAGAAAATATCAGACATGCTAACGTTATGCATACATCAATTATGAGGAGGAAAGTACTTC 2015 
HM219853        CAGAAAATATCAGACATGCTAACGTTATGCATACATCAATTATGAGGAGGAAAGTACTTC 2669 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CATTTTTTACAAGTACAAGTCACAATGAAGTTCTGTTAACTAATATCTATATTGGAATAG 3059 
L16226          CATTTTTTACAAGTACAAGTCACAATGAAGTTCTGTTAACTAATATCTATATTGGAATAG 2075 
HM219853        CATTTTTTACAAGTACAAGTCACAATGAAGTTCTGTTAACTAATATCTATATTGGAATAG 2729 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ACGAAAAAGAAAAATTTTATGCACGAGACATTTCAACTCAAGAGGTATTGAAATTCTACA 3119 
L16226          ACGAAAAAGAAAAATTTTATGCACGAGACATTTCAACTCAAGAGGTATTGAAATTCTACA 2135 
HM219853        ACGAAAAAGAAAAATTTTATGCACGAGACATTTCAACTCAAGAGGTATTGAAATTCTACA 2789 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTACAAGCATGTACAATAAAACGTTATTCAGTAATGAGCTAAGATTTCTTTACGAAATTT 3179 
L16226          TTACAAGCATGTACAATAAAACGTTATTCAGTAATGAGCTAAGATTTCTTTACGAAATTT 2195 
HM219853        TTACAAGCATGTACAATAAAACGTTATTCAGTAATGAGCTAAGATTTCTTTACGAAATTT 2849 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CATTAGATGACAAGTTTGGTAATTTACCTTGGGAACTTATTTACAGAGACTTTGATTATA 3239 
L16226          CATTAGATGACAAGTTTGGTAATTTACCTTGGGAACTTATTTACAGAGACTTTGATTATA 2255 
HM219853        CATTAGATGACAAGTTTGGTAATTTACCTTGGGAACTTATTTACAGAGACTTTGATTATA 2909 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTCCACGTTTAGTATTTGACGAAATAGTAATATCTCCTGCTAAATGGAAAATTTGGGGAA 3299 
L16226          TTCCACGTTTAGTATTTGACGAAATAGTAATATCTCCTGCTAAATGGAAAATTTGGGGAA 2315 
HM219853        TTCCACGTTTAGTATTTGACGAAATAGTAATATCTCCTGCTAAATGGAAAATTTGGGGAA 2969 
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FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          GGGATGTAAATAGTAAGATGACAATAAGAGAACTTATTCAAAGCAAAGAAATTCCCAAAG 3359 
L16226          GGGATGTAAATAGTAAGATGACAATAAGAGAACTTATTCAAAGCAAAGAAATTCCCAAAG 2375 
HM219853        GGGATGTAAATAGTAAGATGACAATAAGAGAACTTATTCAAAGCAAAGAAATTCCCAAAG 3029 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGTTTTATATTGTCAATGGAGATAATAAAGTTTATTTATCACAGAAAAACCCATTGGATA 3419 
L16226          AGTTTTATATTGTCAATGGAGATAATAAAGTTTATTTATCACAGGAAAACCCATTGGATA 2435 
HM219853        AGTTTTATATTGTCAATGGAGATAATAAAGTTTATTTATCACAGGAAAACCCATTGGATA 3089 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TGGAAATTTTAGAGTCGGCGATAAAGAAGAGCTCAAAAAGAAAAGATTTTATAGAGCTAC 3479 
L16226          TGGAAATTTTAGAGTCGGCGATAAAGAAGAGCTCAAAAAGAAAAGATTTTATAGAGCTAC 2495 
HM219853        TGGAAATTTTAGAGTCGGCGATAAAGAAGAGCTCAAAAAGAAAAGATTTTATAGAGCTAC 3149 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAGAATATTTTGAAGATGAAAATATCATAAATAAAGGAGAAAAGGGGAGAGTTGCCGATG 3539 
L16226          AAGAATATTTTGAAGATGAAAATATCATAAATAAAGGAGAAAAGGGGAGAGTTGCCGATG 2555 
HM219853        AAGAATATTTTGAAGATGAAAATATCATAAATAAAGGAGAAAAGGGGAGAGTTGCCGATG 3209 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          TTGTAGTGCCTTTTATTAGAACGAGAGCATTAGGTAATGAAGGGAGAGCATTTATAAGAG 3599 
L16226          TTGTAGTGCCTTTTATTAGAACGAGAGCATTAGGTAATGAAGGGAGAGCATTTATAAGAG 2615 
HM219853        TTGTAGTGCCTTTTATTAGAACGAGAGCATTAGGTAATGAAGGGAGAGCATTTATAAGAG 3269 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGAAAAGAGTTTCGGTTGAACGGCGTGAAAAATTGCCCTTTAACGAGTGGCTTTATCTAA 3659 
L16226          AGAAAAGAGTTTCGGTTGAACGGCGTGAAAAATTGCCCTTTAACGAGTGGCTTTATCTAA 2675 
HM219853        AGAAAAGAGTTTCGGTTGAACGGCGTGAAAAATTGCCCTTTAACGAGTGGCTTTATCTAA 3329 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGTTGTACATTTCTATAAATCGTCAAAATGAATTTTTACTGTCGTATCTTCCAGATATTC 3719 
L16226          AGTTGTACATTTCTATAAATCGTCAAAATGAATTTTTACTGTCGTATCTTCCAGATATTC 2735 
HM219853        AGTTGTACATTTCTATAAATCGTCAAAATGAATTTTTACTGTCGTATCTTCCAGATATTC 3389 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AGAAAATAGTAGCAAACCTGGGTGGAAATCTATTCTTCCTAAGATATACTGATCCTAAAC 3779 
L16226          AGAAAATAGTAGCAAACCTGGGTGGAAATCTATTCTTCCTAAGATATACTGATCCTAAAC 2795 
HM219853        AGAAAATAGTAGCAAACCTGGGTGGAAATCTATTCTTCCTAAGATATACTGATCCTAAAC 3449 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CACATATTAGATTGCGTATAAAATGTTCAGATTTATTTTTAGCTTACGGATCTATTCTTG 3839 
L16226          CACATATTAGATTGCGTATAAAATGTTCAGATTTATTTTTAGCTTACGGATCTATTCTTG 2855 
HM219853        CACATATTAGATTGCGTATAAAATGTTCAGATTTATTTTTAGCTTACGGATCTATTCTTG 3509 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          AAATCTTAAAAAGGAGTCGGAAAAATAGGATAATGTCAACTTTTGATATTTCTATTTATG 3899 
L16226          AAATCTTAAAAAGGAGTCGGAAAAATAGGATAATGTCAACTTTTGATATTTCTATTTATG 2915 
HM219853        AAATCTTAAAAAGGAGTCGGAAAAATAGGATAATGTCAACTTTTGATATTTCTATTTATG 3569 
                                                                             
 
FFL17-2         ----------------------TGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATATTTT 38 
X68307          ATCAAGAAGTAGAAAGATATGGTGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATATTTT 3959 
L16226          ATCAAGAAGTAGAAAGATATGGTGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATATTTT 2975 
HM219853        ATCAAGAAGTAGAAAGATATGGTGGATTTGATACTTTAGAGTTATCCGAAGCAATATTTT 3629 
                                      ************************************** 
 
FFL17-2         GTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAATGATT 98 
X68307          GTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAATGATT 4019 
L16226          GTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAATGATT 3035 
HM219853        GTGCCGATTCTAAAATTATTCCAAATTTGCTTACATTGATAAAAGATACTAATAATGATT 3689 
                ************************************************************ 
 
FFL17-2         GGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTTCAGA 158 
X68307          GGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTTCAGA 4079 
L16226          GGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTTCAGA 3095 
HM219853        GGAAAGTCGATGATGTATCAATCTTGGTGAATTATTTATATCTGAAATGCTTCTTTGAGA 3749 
                ******************************************************** *** 
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FFL17-2         ATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTCCTAAAAAGGTTAAAGAAA 218 
X68307          ATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTACTAAAAAGGTTAAAGAAA 4139 
L16226          ATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTCCTAAAAAGGTTAAAGAAA 3155 
HM219853        ATGATAACAAAAAGATTCTTAATTTTTTGAATTTAGTTAGTCCTAAAAAGGTTAAAGAAA 3809 
                ***************************************** ****************** 
 
FFL17-2         ATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGTGACC 278 
X68307          ATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGTGACC 4199 
L16226          ATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGTGACC 3215 
HM219853        ATGTCAATGAAAAGATTGAACATTATCTTAAGCTTCTGAAAGTTAATAATCTAGGTGACC 3869 
                ************************************************************ 
 
FFL17-2         AAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTTTTAA 338 
X68307          AAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTTTTAA 4259 
L16226          AAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTTTTAA 3275 
HM219853        AAATTTTTTATGACAAGAATTTTAAAGAATTAAAGCATGCCATAAAAAATTTATTTTTAA 3929 
                ************************************************************ 
 
FFL17-2         AAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGAC---------- 388 
X68307          AAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGACAGTATCATTC 4319 
L16226          AAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGACAGTATCATTC 3335 
HM219853        AAATGATAGCTCAAGATTTTGAACTTCAGAAAGTTTATTCAATTATTGACAGTATCATTC 3989 
                **************************************************           
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          ATGTCCATAATAACCGACTAATTGGTATTGAACGAGATAAAGAGAAATTAATTTATTACA 4379 
L16226          ATGTCCATAATAACCGACTAATTGGTATTGAACGAGATAAAGAGAAATTAATTTATTACA 3395 
HM219853        ATGTCCATAATAACCGACTAATTGGTATTGAACGAGATAAAGAGAAATTAATTTATTACA 4049 
                                                                             
 
                                                  nisB *           nisT -> 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          CACTTCAAAGGTTGTTTGTTTCGGAAGAATACATGAAATGAGGACTAATAGATGGATGAA 4439 
L16226          CACTTCAAAGGTTGTTTGTTTCGGAAGAATACATGAAATGAGGACTAATAGATGGATGAA 3455 
HM219853        CACTTCAAAGGTTGTTTGTTTCGGAAGAATACATGAAATGAGGACTAATAGATGGATGAA 4109 
                                                                             
 
FFL17-2         ------------------------------------------------------------ 
X68307          GTGAAAGAATTCACATCAAAACAATTTTTTTATACTTTACTTACTCTTCCAAGCACCTTG 4499 
L16226          GTGAAAGAATTCACATCAAAACAATTTTTTAATACTTTACTTACTCTTCCAAGCACCTTG 3515 
HM219853        GTGAAAGAATTCACATCAAAACAATTTTTTAATACTTTACTTACTCTTCCAAGCACCTTG 4169 
                                                                             

 รูปท่ี 3 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนของยีน lanB (โดยไม่รวมบริเวณท่ีมา
จาก primers) จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 และยนีสาํหรับ nis operon (บางส่วน) จาก L. lactis 
6F3, L. lactis subsp. lactis NIZO R5 และ L. lactis subsp. lactis M78 (Accession numbers: X68307, 
L16226 และ HM219853 ตามลาํดบั) โดยบริเวณท่ีขีดเส้นใตแ้สดงตาํแหน่งท่ีใชใ้นการออกแบบ 
primers Nis-fwd และ Nis-rev ตามลาํดบั ส่วนบริเวณท่ีขีดเส้นใตคู่้และเป็นตวัเขม้แสดงตาํแหน่งของ 
start codon (ATG) และ stop codon (*) ของยนี 
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รูปท่ี 4 แถบ DNA ขนาดประมาณ 1 kb ท่ีเกิดจากการทาํ PCR ดว้ย primers Nis-fwd + Nis-rev 
(lane 1); lane M คือ 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, California, USA) 
 

(a) 

 
 
รูปท่ี 5 (a) chromatogram ท่ีไดจ้ากการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(บางส่วน) ของผลผลิต PCR และ

แสดงตาํแหน่งท่ีน่าจะเป็น start codon (ATG) และ stop codon (*) ของ lanA และ start codon ของ lanB 
ตามลาํดบั 
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(b) 
        1 ATGAGTNCAAAAGATTTTNACTTGGATTTGGTATCTGTNTCGAAGAAAGANTCNGGTGNA 
          M  S  X  K  D  F  X  L  D  L  V  S  V  S  K  K  X  S  G  X    
    
       61 TCNCCNCGCATNACNNGCATTTCGCTNTGTNCACCCGGCTGTGAAACAGGAGCTCTGATG 
          S  P  R  X  T  X  I  S  L  C  X  P  G  C  E  T  G  A  L  M  
 
      121 GGGTGNNNCNTGAAAACAGCAACTTGTNNTTGTNGTATTCACGTAAGCAAANCA 
                                    G  X  X  X  K  T  A  T  C  X  C  X  I  H  V  S  K  X                                                                                 

 
รูปท่ี 5 (b) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณท่ีน่าจะเป็นยนีสาํหรับแบคทีริโอซิน (lanA) ของ L. 

lactis subsp. lactis FFL17-2 และลาํดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัส บริเวณท่ีขีดเส้นใตแ้สดง
ลาํดบักรดอะมิโนท่ีน่าจะเป็นส่วนของ propeptide 

 
ตารางท่ี 3 ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าก EMBL Database ท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของ lanA 
Organism Gene % identity Accession No. 

L. lactis subsp. lactis UQ2 nisA 85.0 AAZ23019 
L. lactis subsp. lactis IO-1 nisA 85.0 AP012281 
L. lactis nisZ 85.0 Z18947 
L. lactis subsp. lactis N8 nisZ 85.0 Y13384 
L. lactis NIZO 22186 nisZ 85.0 X61144 
 
 
FFL17-2:     1  atgagtncaaaagattttnacttggatttggtatctgtntcgaagaaagantcnggtgna 60 
                |||||| ||||||||||| ||||||||||||||||||| ||||||||||| || |||| | 
AAZ23019:    1  atgagtacaaaagattttaacttggatttggtatctgtttcgaagaaagattcaggtgca 60 
 
                                                                        
FFL17-2:    61  tcnccncgcatnacnngcatttcgctntgtncacccggctgtgaaacaggagctctgatg 120 
                || || ||||| ||  | |||||||| ||| ||||||| ||| ||||||||||||||||| 
AAZ23019:   61  tcaccacgcattacaagtatttcgctatgtacacccggttgtaaaacaggagctctgatg 120 
 
                                                               
FFL17-2:   121 gggtgnnncntgaaaacagcaacttgtnnttgtngtattcacgtaagcaaa 171 
               || ||   | |||||||||||||||||  |||| ||||||||||||||||| 
AAZ23019:  121 ggttgtaacatgaaaacagcaacttgtcattgtagtattcacgtaagcaaa 171 
 

รูปท่ี 6 การเปรียบเทียบระหว่างลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ lanA จาก L. lactis subsp. lactis 
FFL17-2 และ nisA จาก L. lactis subsp. lactis UQ2 (Accession number: AAZ23019) 
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บทที ่5 
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
LAB ไอโซเลท FFL17-2 เป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากปลาส้มฟัก จ. ลพบุรี โดยเช้ือชนิดน้ีสามารถ

สร้างแบคทีริโอซินท่ีมีสมบติัยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียหลายชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ Staphylococcus aureus, 
Lactobacillus sakei, Lb.  plantarum, Leuconostoc mesenteriodes, Pediococcus pentosaceus, 
Streptococcus salivarius, Bacillus cereus, B. circulans, B. coagulans และ Listeria monocytogenes 
(สมใจ และคณะ, 2550) 

ในงานวิจยัก่อนหนา้น้ีไดมี้การจดัจาํแนกแบคทีเรียไอโซเลทดงักล่าวดว้ยวิธีทางชีวเคมี โดยใช้
ชุดทดสอบ API 20 Strep (BioMerieux) และพบว่าเป็น Lactococcus lactis subsp. lactis ท่ีระดบัความ
ถูกตอ้ง 98% (สมใจ และคณะ, 2550) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงทาํการโคลนและหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 
16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 เพื่อใชใ้นการจดัจาํแนกเช้ือ และเปรียบเทียบกบัวิธีทาง
ชีวเคมีท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ 
 จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 ความ
ยาว 1,502 bp ดว้ยโปรแกรม NCBI Blast พบว่ามีความเหมือน 100% กบั 16S rDNA จาก L. lactis 
subsp. lactis IL1403, L. lactis subsp. lactis CV56 และ L. lactis subsp. lactis  KF147 ท่ีมีรายงานอยูใ่น 
EMBL Database ซ่ึงการจาํแนกแบคทีเรียโดยใช ้16S rDNA นั้นมีหลกัเกณฑท์ัว่ไปคือใชค่้าความ
เหมือนท่ี 97-99% ในการจดัจาํแนกระดบั genus และสูงกว่า 99% ในระดบั species (Drancourt et al., 
2000) จึงสรุปไดว้่าผลจากการวิเคราะห์ 16S rDNA สอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้ากการใช ้API 20 Strep 
(BioMerieux) และเป็นการยนืยนัวา่ไอโซเลท FFL17-2 เป็นสมาชิกของ species L. lactis จริง 
 อยา่งไรกต็าม สาํหรับการยนืยนัไอโซเลท FFL17-2 ในระดบั subspecies โดยวิธีทางชีวโมเลกุล
นั้น อาจทาํไดโ้ดยใชว้ิธี PCR-RFLP ท่ีเสนอโดย Nomura et al. (2002) ซ่ึงสามารถระบุ L. lactis subsp. 
lactis และ L. lactis subsp. cremoris โดยอาศยัความแตกต่างระหว่างช้ินส่วนของยนีสาํหรับ glutamate 
decarboxylase (gadB) กล่าวคือ L. lactis subsp. cremoris จะใหช้ิ้นส่วน DNA ขนาด 560 bp ในขณะท่ี 
L. lactis subsp. lactis จะมีขนาด 600 bp และถูกตดัไดด้ว้ยเอนไซม ์AseI 

อีกวิธีหน่ึงท่ีคลา้ยกนัถูกเสนอโดย Pu et al. (2002) เพื่อใชบ้อกความแตกต่างระหว่าง 
subspecies ของ L. lactis โดยการสังเคราะห์ช้ินส่วนของ 16S rDNA ดว้ย primers 1RL + LacreR ซ่ึง
จาํเพาะต่อ species ดงักล่าว จากนั้นนาํผลผลิต PCR มาตดัดว้ย HaeII และ MboII ซ่ึงแต่ละเอนไซมจ์ะ
ตดัไดเ้ฉพาะผลผลิตจาก L. lactis subsp. lactis และ L. lactis subsp. cremoris เท่านั้น ตามลาํดบั 
นอกจากน้ี Pu et al. (2002) ยงัไดอ้อกแบบ primers 2 ชุดจากบริเวณของ 16S rDNA คือ CreF + 



 26

LancreR และ LacF + LancreR ซ่ึงแต่ละชุดมีความจาํเพาะต่อ L. lactis subsp. cremoris และ L. lactis 
subsp. lactis ตามลาํดบั 

แบคทีริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวกสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ Class I 
หรือ Lantibiotics ซ่ึงเป็นโปรตีนขนาดเลก็ท่ีทนความร้อนและมีการดดัแปลงภายหลงัการจากแปลรหัส 
(post-translational modification) ทาํใหมี้กรดอะมิโน lanthionine เป็นองคป์ระกอบ ส่วนแบคทีริโอซิน
ใน Class II ประกอบดว้ยโปรตีนขนาดเลก็ท่ีทนความร้อน แต่ไม่มีการดดัแปลงหลงัจากการสังเคราะห์ 
และ Class III เป็นกลุ่มของแบคทีริโอซินท่ีไม่ทนความร้อน (O’Sullivan et al., 2002) อยา่งไรก็ดีมี
รายงานว่าแบคทีริโอซินท่ีผลิตจาก Lactococcus นั้นพบเฉพาะ Class I และ Class II เท่านั้น (Guinane et 
al., 2005) 

ถึงแมว้า่จะยงัไม่ทราบโครงสร้างและองคป์ระกอบของแบคทีริโอซินท่ีผลิตจาก L. lactis subsp. 
lactis FFL17-2 แต่จากคุณสมบติัท่ีสามารถทนความร้อนท่ี 100C เป็นเวลา 10 นาทีโดยไม่ทาํให ้
activity ลดลง มีความคงตวัท่ี pH ในช่วง 4-7 และโดยเฉพาะอย่างยิ่งสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียได้
หลากหลาย (สมใจ และคณะ, 2550) จึงมีความเป็นไปไดว้่าแบคทีริโอซินดงักล่าวน่าจะจดัอยูใ่น Class I 
เน่ืองจากแบคทีริโอซินใน Class II นั้นส่วนใหญ่มีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียไดค้่อนขา้งจาํกดั 
โดยยบัย ั้งไดเ้ฉพาะกลุ่มท่ีมี G + C content ตํ่า ซ่ึงไดแ้ก่ Listeria sp., Clostridium sp. และ LAB เท่านั้น 
(Guinane et al., 2005) 

โดยทัว่ไปยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตแบคทีริโอซินกลุ่ม Lantibiotics มกัประกอบดว้ยยีน
โครงสร้างของแบคทีริโอซิน (lanA) และยนีอ่ืนๆ ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการดดัแปลง prepeptide (lanB และ 
lanC/lanM) การตดัสายโปรตีน (lanP) การลาํเลียงออกนอกเซลล ์(lanT) การปกป้องเซลลผ์ูผ้ลิต (lanI 
และ lanEFG) และการควบคุมการสังเคราะห์แบคทีริโอซิน (lanR, lanK และ lanQ) (Wirawan et al., 
2006) 

เม่ือทาํการสังเคราะห์ช้ินส่วนของ lanB จาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 โดยใช ้degenerate 
primers ท่ีออกแบบมาจากลาํดบักรดอะมิโนซ่ึงแปลรหัสจาก lanB homologues ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สงัเคราะห์แบคทีริโอซิน 6 ชนิด คือ streptin, pep5, nisin, epidermin, epicidin และ subtilin (Wirawan et 
al., 2006) แลว้นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปแปลรหสัและทาํการเปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนใน
ฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม FASTA พบว่ามีความเหมือนกบั NisB จาก L. lactis สูงถึง 99.2-100% โดยมี
รายงานว่า NisB เป็นเอนไซม ์dehydratase ซ่ึงทาํหนา้ท่ีในการเกิด dehydration ของ serines และ 
threonines ไดเ้ป็น dehydroalanine และ dehydrobutyrine ในสายโปรตีน nisin prepeptide (NisA) โดย
ทาํงานร่วมกบั NisC ซ่ึงเป็นเอนไซม ์cyclase ท่ีทาํหนา้ท่ีสร้าง (-methyl) lanthionine rings ระหว่าง 
cysteines และ dehydroamino acids (Cheigh and Pyun, 2005; Lubelski et al., 2009) 

เน่ืองจาก NisB ของ L. lactis นั้นถูกกาํหนดรหสัโดยยนี nisB ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของ nis operon: 
nisABTCIP (Cheigh and Pyun, 2005) ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดสู้งท่ียนีสาํหรับแบคทีริโอซินของ L. 
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lactis subsp. lactis FFL17-2 (lanA) จะมีความคลา้ยคลึงกบัยนี nisA ซ่ึงกาํหนดรหสั nisin prepeptide 
และน่าจะตั้งอยูบ่ริเวณ upstream ของช้ินส่วนของยนี lan◌ฺB ท่ีโคลนได ้ดว้ยเหตุน้ีจึงไดน้าํลาํดบันิวคลี
โอไทดข์อง nis operon จาก L. lactis ท่ีมีรายงานใน EMBL Database ซ่ึงไดแ้ก่ L. lactis 6F3, L. lactis 
subsp. lactis NIZO R5 และ L. lactis subsp. lactis M78 มาทาํการเปรียบเทียบโดยใชโ้ปรแกรม 
ClustalW แลว้เลือกบริเวณของนิวคลีโอไทดท่ี์ตรงกนัในทั้งสามสายพนัธ์ุ และครอบคลุมยนี nisA และ
ส่วน 5’ ของยนี nis◌ฺB มาใชใ้นการออกแบบ primers Nis-fwd และ Nis-rev 

แต่เน่ืองจากการศึกษาในคร้ังน้ีไม่ประสบความสาํเร็จในการโคลนช้ินส่วน DNA ท่ีสังเคราะห์
จาก primers Nis-fwd + Nis-rev ในพลาสมิด pCR2.1 จึงไดน้าํผลผลิต PCR ดงักล่าวไปหาลาํดบันิวคลี
โอไทด ์(บางส่วน) โดยตรง และพบว่ามีหลายตาํแหน่งท่ีไม่สามารถระบุนิวคลีโอไทดไ์ดแ้น่ชดั ซ่ึงอาจ
เกิดจากการท่ีผลผลิต PCR นั้นประกอบดว้ย DNA มากกวา่ 1 รูปแบบปะปนกนั แต่อยา่งไรก็ตาม เม่ือนาํ
ลาํดบันิวคลีโอไทดด์งักล่าว (lanA) ไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม NCBI Blast ยงัพบว่า
มีความเหมือน 85.0% กบัยนี nisA และ nisZ ของ L. lactis สายพนัธ์ุต่างๆ 

ในปัจจุบนัมีรายงานถึง variants ต่างๆของ nisin ท่ีพบตามธรรมชาติ ซ่ึงไดแ้ก่ nisin A 
(Buchman et al., 1988), nisin Z (Mulders et al., 1991), nisin Q (Zendo et al., 2003) และ nisin F (de 
Kwaadsteniet et al., 2008)  ซ่ึงผลิตจาก L. lactis และ nisin U จาก Streptococcus uberis (Wirawan et 
al., 2006) ซ่ึงมีความแตกต่างกนัในระดบักรดอะมิโนของ prepeptides/propeptides ท่ีตาํแหน่งต่างๆ เม่ือ
พิจารณาลาํดบักรดอะมิโนของ propeptide ท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของ lanA จาก L. lactis subsp. lactis 
FFL17-2 จาํนวน 4 ตาํแหน่ง ซ่ึงเป็นจุดท่ีพบความแตกต่างระหว่างกรดอะมิโนของ nisin A, Z, Q และ F 
จาก L. lactis คือตาํแหน่งท่ี 15, 21, 27 และ 30 โดยพบวา่ตาํแหน่งท่ีอ่านไดคื้อ A15 และ I30 ตรงกบัของ
ทั้ง nisin A และ nisin Z จึงมีความเป็นไปไดว้่าแบคทีริโอซินท่ีสร้างจาก L. lactis subsp. lactis FFL17-2 
อาจมีลาํดบักรดอะมิโนของ propeptide ท่ีเหมือนกบั nisin A หรือ nisin Z 

จากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถสรุปไดว้่า L. lactis subsp. lactis FFL17-2 เป็นสมาชิกของ 
species L. lactis จริง โดยอาศยัการวิเคราะห์ 16S rDNA และเป็นการยนืยนัผลการจดัจาํแนกโดยวิธีทาง
ชีวเคมีท่ีมีรายงานไวก่้อนหน้าน้ี และไดท้าํการโคลนยีนท่ีเช่ือว่าน่าจะเป็นยีนสําหรับแบคทีริโอซิน 
(lanA) ของแบคทีเรียดงักล่าว โดยพบว่ามีความเหมือนกบั nisA และ nisZ ซ่ึงกาํหนดรหัส nisin 
prepeptides จาก L. lactis เป็นอนัมาก แต่อยา่งไรก็ตาม ผลจากการวิเคราะห์ดงักล่าวไดม้าจากลาํดบันิ
วคลีโอไทดข์องผลผลิต PCR ท่ียงัมีความไม่ชดัเจนในหลายๆตาํแหน่ง การท่ีจะระบุไดอ้ยา่งแน่ชดั ควร
ทาํการโคลนผลผลิต PCR ดงักล่าวใน cloning vector เสียก่อน แลว้จึงนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละ
ทาํการเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลต่อไป 
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