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ค าส าคญั :  เมทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส/ยนี mpdB/การหลัง่เอนไซมอ์อกนอกเซลล ์
  เมธสั  สวนจนัทร์ : การโคลนและการแสดงออกของยนี mpdB ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ย 
ยาฆ่าแมลงเมทธิลพาราไธออน โดยใช้พาหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีน.อาจารยท่ี์ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ : ผศ.ดร.เจษฎาวรรณ  วิจิตรเวชการ , ผศ.ดร.บุษราภรณ์  งามปัญญา และ อ.ดร. 
รุจิกาญจน์  นาสนิท.  125 หนา้. 
 

ยาฆ่าแมลงเมทธิลพาราไธออน (methyl parathion; MP) จดัเป็นสารท่ีมีความเป็นพิษสูงเป็น
อนัตรายต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม ในประเทศไทยมีการคน้พบเช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมเ์มธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (methyl parathion hydrolase; MPH) โดยไดมี้การโคลนยนี mpdB 
และท าการแสดงออกใน E. coli แต่อย่างไรก็ตามการไดม้าซ่ึงเอนไซมท์ าไดย้าก เน่ืองจากขอ้เสียบาง
ประการของการผลิตเอนไซมภ์ายในเซลล ์เช่น เอนไซมท่ี์ไดจ้ะอยูใ่นรูปของโปรตีนท่ีไม่ละลายน ้ า และยงั
ตอ้งการกระบวนการในการแตกเซลล ์ซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุง่ยากซบัซอ้น   ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจท่ี
จะศึกษาการผลิตเอนไซม ์MPH โดยการหลัง่ออกสู่ periplasmic space หรือสู่อาหารเล้ียงเช้ือ โดยท าการ
โคลนยนี mpdB เขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 ซ่ึงเป็นพาหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีนออกสู่ periplasmic 
space ท่ีมีการเติมล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสร้าง polyhistidine ซ่ึงจะช่วยให้ง่ายต่อการแยกบริสุทธ์ิโปรตีน 
และการแสดงออกใน E. coli   จากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์MPH โดยวิธี microtiter plate MPH 
assay พบว่ารีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีไดมี้การแสดงออกและผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีสามารถยอ่ยสลาย MP  
ไดเ้ป็นสีเหลืองของพาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol; PNP)   ท าการตรวจสอบความสามารถในการ
แสดงออกของเอนไซม ์MPH ท่ีหลัง่ออกนอกเซลล ์โดยทดสอบบนอาหารแขง็ MP agar ท่ีมี MP พบว่า
ปรากฏสีเหลืองของ PNP รอบๆ โคโลนี (yellow halo) ของรีคอมบิแนนท์โคลน แสดงให้เห็นว่า 
รีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีไดมี้ความสามารถในการผลิตเอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่ออกนอกเซลล ์  เอนไซม ์MPH 
ท่ีไดจ้ากส่วนของ periplasmic space และอาหารเล้ียงเช้ือ ถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้ cobalt column พบว่า
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีไดมี้ค่า specific activity เท่ากบั 9.03 และ 3.44 U/mg ตามล าดบั และมีขนาดประมาณ 
36 kDa ซ่ึงเป็นขนาดของเอนไซม ์MPH ท่ีมีขนาดประมาณ 35 kDa รวมอยูก่บั polyhistidine-tag ท่ีมีขนาด
ประมาณ 0.84 kDa   จากการวิเคราะห์ดว้ย zymogram analysis ปรากฏแถบสีเหลืองของ PNP ท่ีต  าแหน่ง
ของแถบโปรตีนขนาด 36 kDa  จึงยนืยนัไดว้า่แถบโปรตีนนั้นเป็น MPH จริง 
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 Methyl parathion (MP) pesticide widely used in many developing countries is 
highly toxic, imposing threats to human health and environment. The MP-degrading 
Burkholderia cepacia indigenous to Thailand have been reported to produce methyl parathion 
hydrolase (MPH), an enzyme capable of degrading this insecticide. Its gene, mpdB, was 
previously cloned in E. coli, and the expression, purification and characterization of the 
recombinant MPH were performed. However, because of some difficulties and disadvantages 
of intracellular enzyme production such as protein insolubility and complicated cell lysis, this 
research then aims at an attempt to secrete MPH into either periplasmic space or culture 
medium. This was done by subcloning the mpdB gene into E. coli using expression vector 
pHisFlag-1, a vector designed for periplasmic expression. The coding sequence for 
polyhistidines added to its C-terminus would allow easier purification by metal affinity column. 
Using microtiter plate MPH assay, the recombinant clone was shown to produce MPH with 
enzymatic activity for degrading MP to the yellow-colored hydrolytic product, p-nitrophenol 
(PNP). The expressed enzyme was observed as yellow halo around the colony on MP agar 
plate assay, indicating the secretion of MPH. The recombinant MPH, as a polyhistidine C-
terminal fusion protein, were separated from periplasmic fraction and culture medium fractions 
and purified by cobalt column. The specific activities of these purified proteins are 9.03 and 
3.44 U/mg protein, respectively. The purified recombinant MPH was shown to have the 
molecular weight of about 36 kDa, corresponding to the 35 kDa of MPH and 0.84 kDa of 
polyhistidine-tag. The zymogram analysis revealed yellow color at the position of the 36-kDa 
protein band, confirming that the band was MPH.  
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