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บทคดัย่อ 
โปรตีนในตระกูล 14-3-3 เป็นโปรตีนท่ีมีความอนุรักษสู์งและมีการแสดงออกในเซลลย์คูาริโอตทุกชนิด เพ่ือ

ศึกษาหน้าท่ีของโปรโมเตอร์ของยีน  14-3-3 Zeta ในกุ้ง จึงได้โคลนยีนบริเวณโปรโมเตอร์ของกุ้งขาวแปซิฟิก 
(Litopenaeus vannamei) ดว้ยวิธีโครโมโซมวอคก้ิง หลงัจากการนาํโคลนต่างๆไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้ ได้
นําลาํดับนิวคลีโอไทด์ของโคลน W1433ZDL2Clone2 ไปวิเคราะห์หาคุณสมบัติของโปรโมเตอร์ โดยวิเคราะห์หา
บริเวณ core promoter ด้วยโปรแกรม Neural Network Promoter Prediction (NNPP) และ transcription factor binding 
site ด้วยโปรแกรม  AliBaba 2 .1 , Eukaryotic Core Promoter Predictor (YAPP), SIGSCAN 4 .05 และ  LASAGNA-
Search 2.0 จากการวิเคราะห์พบว่ามีบริเวณ core promoter และมีจุดจบัของโปรตีนกลุ่ม transcription factor ท่ีสําคญั 
ได้แก่ CAAT box, TATA box, INR element, GATA-1, Oct-4 ผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่าลาํดับนิวคลีโอไทด์ของ 
W1433ZDL2Clone2 มีความเป็นโปรโมเตอร์ อย่างไรก็ตามคุณสมบัติอ่ืนๆของโปรโมเตอร์ของยีน 14-3-3 Zeta 
จาํเป็นตอ้งทาํการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

 
ABSTRACT 

The 14-3-3 proteins are a family of highly conserved and regulatory expressed in all eukaryotic cells. In 
order to study the promoter function of the 14-3-3 Zeta in shrimp, the promoter region of Pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) was investigate by chromosome walking technique. After sequences analysis we picked 
W1433ZDL2Clone2 to performed promoter characterization. The core promoter was prediction by the Neural 
Network Promoter Prediction (NNPP) and transcription factor binding sites were analyzed with AliBaba 2.1, 
Eukaryotic Core Promoter Predictor (YAPP), SIGSCAN 4.05 and LASAGNA-Search 2.0 program. Core promoter 
and many important transcription factor binding sites such as CAAT box, TATA box, INR element, GATA-1, Oct-4 
were found. These finding is indicated W1433ZDL2Clone2 has potential as promoter. However the promoter of 14-
3-3 Zeta need to further studies. 

 
 

 

คาํสําคญั: โปรโมเตอร์ 14-3-3 กุง้ขาวแปซิฟิก 

Key Words: Promoter, 14-3-3, Pacific white shrimp 
* นักศึกษา หลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพโมเลกลุและชีวสารสนเทศ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
** ผู้ช่วยศาสตราจารย์ สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพโมเลกลุและชีวสารสนเทศ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

721



BMP30-2 

 

บทนํา  
โปรตีน 14-3-3 เป็นโปรตีนท่ีมีความสําคญั

ภายในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต ทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ต่างๆ เช่น  การควบคุมกระบวนการหายใจ (redox-
regulation) การถอดรหัส (transcription) กระบวนการ
ของอาร์เอ็นเอ  (RNA processing) การม้วนพับของ
โปรตีนและการแบ่งตวัของเซลล ์(protein folding and 
degradation cell cycle) โปรตีน 14-3-3 มีความอนุรักษ์
สูงในส่ิงมีชีวิตพวกยูแคริโอต (Aitken, 2006; Darling 
et al., 2005) ในกุ้งขาวแปซิฟิกมีการรายงานว่าพบ
โปรตีน 14-3-3 ไอโซฟอร์ม 2 คือ Epsilon และ Zeta มี
การแสดงออกเพิ่มสูงข้ึนเม่ือกุง้ติดไวรัส (Graidist, et 
al., 2010; Wanna et al., 2012) 

ในกลไกการแสดงออกของโปรตีนตาํแหน่ง
โปรโมเตอร์มีความสําคัญอย่างมาก  เน่ืองจากเป็น
จุดเร่ิมตน้ของกระบวนการถอดรหัส (Transcription) 
โปรโมเตอร์มักจะเป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ทางด้านปลาย 5´ 
ของยีน โดยในส่ิงมีชีวิตประเภทยูคาริโอตเอนไซม ์
RNA polymerase II จะทํางานร่วมกับ  Transcription 
factor ชนิดต่างๆเข้าเกาะบริเวณโปรโมเตอร์เพ่ือ
เร่ิมตน้กระบวนการถอดรหัสท่ีบริเวณ Core promoter 
(Butler and Kadonaga, 2002) ดั ง นั้ น ก า ร ศึ ก ษ า
คุณสมบัติของโปรโมเตอร์ จะทาํให้มีความเขา้ใจใน
กระบวนการแสดงออกของโปรตีนมากข้ึน อันเป็น
ประโยชน์กบัการศึกษาและเพาะเล้ียงกุง้ขาวแปซิฟิก
ต่อไป 

 
วตัถุประสงค์การวจิัย 

ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณโปรโมเตอร์
ของยนี 14-3-3 Zeta 
 
วธีิการวจิัย 
การเตรียมตวัอย่างกุ้ง 

เก็บตัวอย่างกุ ้งขาวแปซิฟิก  (Litopenaeus 
vannamei) ท่ีปราศจากการติดเช้ือ ขนาดตัวละ 15-20 

กรัม มาเล้ียงในถังขนาด 500 ลิตร ควบคุมความเค็ม
ของนํ้ าให้อยู่ท่ี 20 ส่วนในพันส่วน (ppt) เติมอากาศ
อย่างสมํ่าเสมอ เล้ียงดว้ยอาหารเม็ดสําเร็จรูปวนัละ 2 
เวลาเช้า เย็น  สุ่มเก็บตัวอย่างกุ ้ง ใช้มีดผ่าตัดตัดเอา
เฉพาะเน้ือเยื่อสับให้ละเอียด แบ่งใส่หลอดไมโครเซน
ตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 200 มิลลิกรัม 
เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
การสกดัโครโมโซมกุ้ง 

วิธีสกัดโครโมโซมดัดแปลงมาจากวิธีของ 
(Han and Wang, 2013) นําหลอดตัวอย่างท่ีเตรียมไว้
เติ ม ส าร ล ะ ล าย  Extraction buffer ป ริ ม าต ร  500 
ไมโครลิตร ( 10 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 1% 
SDS, pH 7.5) แล้วเติมสารละลายให้มีความเข้มข้น
สุ ดท้ ายดัง น้ี ส ารละลาย  DTT 1 mM ส ารละลาย 
Proteinase K 20 μg/mL ส า ร ล ะ ล า ย  RNase A 10 
mg/mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 6 ชัว่โมง 
จ ากนั้ น ส กัด ดี เอ็ น เอ ต าม วิ ธี  Phenol-Chloroform 
extraction ลา้งตะกอนดว้ย 70% Ethanol ทาํตะกอนให้
แห้ง ละลายตะกอนดว้ยนํ้ ากลัน่ เสร็จแลว้ตรวจสอบ
คุณภาพดว้ยวิธีวดัค่าดูดกลืนแสงและวิธีอิเล็กโตรโฟรี
ซิส 
การสร้างดเีอน็เอไลบรารี 

ทําการสร้างดี เอ็น เอไลบรารีตามวิธีของ 
Genome walker universal kit (Clontech, USA) โดยนาํ
โครโมโซมกุง้ขาวแปซิฟิก (Litopenaeus vannamei) ท่ี
เตรียมไวแ้บ่งใส่หลอดทดลอง 4 หลอดสาํหรับตดัดว้ย
เอนไซม์ตดัจาํเพาะแต่ละชนิด ดงัน้ี DraI EcoRV StuI 
PvuII บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชัว่โมง ทาํให้บริสุทธ์ิ จากนั้นเช่ือมต่อเขา้กบั Genome 
walker adaptor ด้วย  T4 DNA ligase บ่ ม ท่ี  16 องศา
เซลเซียส 16-18 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส  5 นาที  แล้วเติมนํ้ ากลั่นลงในแต่ละ
หลอด ผสมใหเ้ขา้กนั  จะไดดี้เอน็เอไลบรารีสาํหรับทาํ
โครโมโซมวอคก้ิงต่อไป 
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การโคลนโปรโมเตอร์ด้วยเทคนิคโครโมโซมวอคกิง้ 
ทําการทดลองตามวิธีของ Genome walker 

universal kit (Clontech, USA)โดยออกแบบไพร์เมอร์
ให้จาํเพาะต่อลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณปลาย 5´ ของ
ยีน  14-3-3 ไอโซฟอ ร์ม  Zeta ในกุ้ งข าวแป ซิ ฟิ ก 
(GenBank accession no. EF408929.1) คื อ  W14-3-3Z 
Gene Specific Primer 1 (GSP1) 5´-TCGCCAGGAAC 
TTCTCCGAGCCCCTAC-3´ แ ล ะ  W14-3-3Z Gene 
Specific Primer 2 (GSP2)  5´-TCGTACCTCTCTGC 
CTGCTCAGCAAGC-3´ ใช้ดี เอ็น เอไลบรารีแต่ละ
ชนิดเป็นตน้แบบในการทาํปฏิริยา Polymerase Chain 
Reactions (PCR) ซ่ึ งจะทํา  2 ค ร้ัง  ค ร้ังแรกเรียกว่า 
Primary PCR ใชไ้พรเมอร์ W14-3-3Z GSP1 คู่กบั AP1 
(Clontech adaptor primer) และกาํหนดให้มีสภาวะใน
การทาํปฏิกิริยาดงัน้ี 94 องศาเซลเซียส 25 วินาที และ 
72 องศาเซลเซียส  3 นาที  7 รอบ  ต่อด้วย  94 องศา
เซลเซียส 25 วินาที และ 67 องศาเซลเซียส 3 นาที 32 
รอบ และ 67 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ คร้ังท่ีสอง
เรียกว่า Secondary PCR โดยจะใชผ้ลิตภณัฑ์จาก PCR 
คร้ังแรกเป็นดีเอ็นเอตน้แบบ ใชไ้พรเมอร์ W14-3-3Z 
GSP2 คู่กับ  AP2 และกําหนดให้มีสภาวะในการทํา
ปฏิกิริยาดังน้ี  94 องศาเซลเซียส  25 วินาที  และ 72 
องศาเซลเซียส 3 นาที 5 รอบ ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส 
25 วินาที และ 67 องศาเซลเซียส 3 นาที 20 รอบ และ 
67 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ ตรวจสอบดว้ย 1.5% 
Agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบด้วย 100 bp 
DNA ladder ทาํการโคลนผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ขา้สู่เวคเตอร์ 
pCR 2.1 (Invitrogen) แลว้ส่งวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ-
ไทด ์
การวเิคราะห์คุณสมบัตขิองโปรโมเตอร์ 

วิ เคราะห์ ลําดับ นิ วค ลีโอไทด์ ท่ี ได้ด้วย
โปรแกรมทางชีวสารสนเทศ โดยขั้นแรกนําลาํดับนิ
วคลีโอไทด์ของโคลนต่างๆมาวิเคราะห์โดยการทํา 
Alignment ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  Clustal Omega 
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ดูว่ามี ส่วน เหมือนกัน

หรือไม่ ขั้นท่ีสองวิเคราะห์หา Core promoter ในลาํดบั
นิวคลีโอไทด์ ดว้ยโปรแกรม Neural Network Promoter 
Prediction (NNPP) (www.fruitfly .org/seq_tools/promoter.html) 
ขั้ น ท่ีสามนําไปวิ เคราะห์หาตําแหน่งเข้าจับของ 
Transcriptional factor ด้วยโป รแกรม  LASAGNA-
Search 2.0 (http://biogrid-ead.engr.uconn.edu/lasagna_search/) 
โป ร แ ก รม  AliBaba 2.1 (www.gene-regulation.com/pub/ 
programs/alibaba2 /index.html) และโปรแกรม  SIGSCAN 
4.05 (www.bimas.cit.nih.gov/cgibin/molbio/signal) 
หาตําแห น่ งองค์ประกอบของโปรโม เตอ ร์ด้วย
โ ป ร แ ก ร ม   Eukaryotic Core Promoter Predictor 
(YAPP) (http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-bin/yapp.cgi) 
 
ผลการวจิัย 
ผลการเตรียมดเีอน็เอไลบรารี 
 สกัดโครโมโซมจากกล้ามเน้ือของกุ้งขาว
แ ป ซิ ฟิ ก  Litopenaeus vannamei ต ร ว จ ส อ บ ด้ ว ย 
agarose gel electrophoresis พบว่าโครโมโซมมีขนาด
ป ระม าณ  23 กิ โ ล เบ ส  (ภ าพ ท่ี  1ก ) จ ากนั้ น นํ า
โครโมโซมท่ีได้ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ  DraI 
EcoRV ผลปรากฎว่าเอนไซม์สามารถตดัได้สมบูรณ์ 
(ภาพ ท่ี  1ข ) ตรงตามความต้องการของ  Genome 
walker universal kit (Clontech, USA) แล้วนําดีเอ็นเอ
ท่ีตดัแลว้เช่ือมต่อกบั Genome walker adaptor ไดเ้ป็นดี
เอน็ไลบรารี 
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ภาพที ่1 ผลการเตรียมดีเอน็เอไลบรารี  

1ก ผลสกดัโครโมโซมจากกลา้มเน้ือของกุง้
ขาวแปซิฟิก เลน M : Lambda HindIII Marker, เลน 1 : 
โครโมโซมกุง้ขาว 

1ข ผลการตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ เลน 1 : 
โครโมโซมท่ีตดัด้วย DraI, เลน 2 : โครโมโซมท่ีตดั
ดว้ย EcoRV 
 
ผลการโคลนโปรโมเตอร์ด้วยเทคนิคโครโมโซมวอคกิง้ 

จากผลิตภณัฑ์ของ Secondary PCR พบแถบ
ดีเอ็นเอมีขนาด 700 คู่ เบสในดีเอ็นเอไลบรารี DraI 
และขนาดเบส 800 คู่เบสในดีเอ็นเอไลบรารี EcoRV 
(ภาพท่ี 2) ไดท้าํการโคลนเขา้สู่เวคเตอร์ pCR 2.1 แลว้
ส่งวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์เป็นจาํนวน 5 โคลน 
เม่ือเปรียบเทียบความเหมือนโดยการทํา Alignment 
ด้วยโปรแกรม  Clustal Omega (Sievers et al., 2011) 
พบว่าโคลน  W1433ZDL2Clone2 มี ส่ วนประกอบ
สมบูรณ์ท่ีสุด  

และพบลาํดับนิวตลีโอไทด์ของยีน 14-3-3              
Zeta บริเวณปลายด้วย  โดย  W1433ZDL2Clone2 มี
ขนาด 680 คู่เบส 

                
 
ภาพที ่2 ผลการทาํโครโมโซมวอคก้ิง  

2ก ผล Primary PCR, เลน 1 : ผลิตภณัฑ์จาก
ดีเอ็นเอไลบรารีDraI, เลน 2 : ผลิตภัณฑ์จากดีเอ็นเอ
ไลบรารี EcoRV  

2ข ผล Secondary PCR , เลน 1 : ผลิตภัณฑ์
จากดีเอน็เอไลบรารี DraI, เลน 2 : ผลิตภณัฑจ์ากดีเอ็น
เอไลบรารี EcoRV ; เลน M : 100 bp Marker 
การวเิคราะห์คุณสมบัตขิองโปรโมเตอร์ 

นํ า ลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง โ ค ล น 
W1433ZDL2Clone2 มาวิ เคราะห์หา  Core promoter 
ในลาํดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยโปรแกรม NNPP พบว่า
ตาํแหน่งท่ีมีความเป็นโปรโมเตอร์สูงท่ีสุดคือบริเวณคู่
เบสท่ี 582 - 632 โดยมีคะแนนความเป็นโปรโมเตอร์
อยูท่ี่ 0.97  

ทําการวิ เคราะห์หาตําแหน่งเข้าจับของ 
Transcriptional factor และตาํแหน่งองค์ประกอบของ
โปรโมเตอร์ด้วยโปรแกรม  LASAGNA-Search 2.0 
โปรแกรม  AliBaba 2.1 โปรแกรม  SIGSCAN 4.05 
โปรแกรม YAPP พบว่ามีองค์ประกอบดังน้ี CAAT 
box 1 ตาํแหน่ง TATA box 3 ตาํแหน่ง INR element 1 
ตาํแหน่ง GATA-1 1 ตาํแหน่ง Oct-4 1 ตาํแหน่ง เม่ือ
นําข้อมูลจากโปรแกรมมาวิ เคราะห์แล้วได้ส ร้าง

  M             1    1              2 

1ก 1ข 

  M        1         2   M        1        2 

2ก 2ข 

23130 bp 

800 bp 
700 bp 
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แผนภาพองค์ประกอบของโปรโมเตอร์ข้ึนดงัภาพท่ี 3 
โดยลูกศรช้ีแสดงจุด Transcription start site และเส้น
ใต้แสดงบริเวณ Core promoter กล่องส่ีเหล่ียมแสดง 
TATA box CAAT box Octamer binding factor แ ล ะ 
GATA binding factor 

 

 
ภาพที่ 3 แผนภาพแสดงองคป์ระกอบของโปรโมเตอร์

ของยนี 14-3-3 Zeta 
 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 
ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการศึกษาและโคลนโปร

โมเตอร์ของยีน 14-3-3 Zeta จากกุ้งขาวแปซิฟิกด้วย
เทคนิคโครโมโซมวอคก้ิง ไดผ้ลิตภณัฑข์อง secondary 
PCR เป็นจาํนวน 5 โคลน เม่ือวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ
ไทด์พบว่าโคลน W1433ZDL2Clone2 ซ่ึงมีขนาด 680 
คู่ เบสเป็นการเพ่ิมจํานวนมาจากยีน  14-3-3 Zeta จึง
นํามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศต่อ
ดังน้ี โปรแกรม Neural Network Promoter Prediction  
เ พ่ื อ ห าบ ริ เวณ  Core promoter โ ด ยทํ าน าย จ าก
ฐานขอ้มูลโปรโมเตอร์ของมนุษยแ์ละแมลงหวี่ (Reese 
and Eeckman, 1995)  มีคะแนนความเป็นโปรโมเตอร์

สูงท่ีสุดคือบริเวณคู่เบสท่ี 582 – 632 มีคะแนน 0.97 ซ่ึง
ถือวา่เป็นค่าท่ีสูง (cutoff 0.80) 

ทําการวิ เคราะห์หาตําแหน่งเข้าจับของ 
Transcriptional factor และตาํแหน่งองค์ประกอบของ
โปรโมเตอร์ด้วยโปรแกรม  LASAGNA-Search 2.0 
(Lee and Huang, 2013) โ ป ร แ ก ร ม  AliBaba 2.1 
(Grabe, 2002) โปรแกรม SIGSCAN 4.05 (Prestridge, 
1991) โปรแกรม  YAPP โดยทําการบันทึกผลท่ีได้
ตรงกนัอย่างน้อย 3 โปรแกรมเพ่ือหลีกเล่ียงผลท่ีเป็น 
false positive พ บ ว่ า ใ น  W1433ZDL2Clone2 มี
องค์ประกอบดงัน้ี ตาํแหน่ง TATA box  เป็นตาํแหน่ง
จั บ ข อ ง โ ป ร ตี น  TATA binding protein (TBP) มี
ความสําคญัมากในกระบวนการถอดรหัสของยีนกลุ่ม
ท่ีสอง (Class II gene) TATA box น้ีจะพบในโปรโม
เตอร์ของยีนเกือบทุกยีนในส่ิงมีชีวิตชั้ นสูงทุกชนิด 
(Lewin, 1990) โปรตีน TBP จะเข้าเก่ียวพันกับสายดี
เอ็ น เอ เพ่ื อ เร่ิ ม ต้น ก ารถอด รหั ส  (Cosma, 2002) 
ตาํแหน่ง CAAT box มีหน้าท่ีช่วยให้เอนไซม์ RNA 
polymerase เขา้จบักบัโปรโมเตอร์คลา้ยกบั TATA box 
โดยโปรโมเตอร์ของยีนแต่ละชนิดอาจมี TATA box 
และ  CAAT box ทํางาน ร่วมกันห รือแยกกันก็ได ้
(Lewin, 1990) ตาํแหน่ง INR element ทาํหน้าท่ีคล้าย
กบั TATA box สามารถทาํงานได้อย่างอิสระ (Butler 
and Kadonaga, 2002) Inr จะทําหน้าท่ีเป็นตัวกาํหนด
จุดเร่ิมตน้และระดบัการแสดงออกในยีนท่ีไม่มีโปรโม
เต อ ร์  (Latchman, 1997) ตํ า แ ห น่ ง  GATA-1 เ ป็ น
โปรตีนท่ีอยู่ในตระกูล GATA transcription factor ใน
มนุษย ์GATA-1 เก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลล์
และมะเร็ง(Ohneda and Yamamoto, 2002) ตําแหน่ง 
Oct-4 เป็ น  transcription factor ท่ี จั บ อ ยู่ กั บ ลํ าดั บ 
"ATTTGCAT" เป็ น โป ร ตี น อ ยู่ ใน ต ร ะกู ล  POU 
(Petryniak et al., 1990)  

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาขา้งตน้แสดงให้เห็น
ว่า ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ W1433ZDL2Clone2 มี
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คุณสมบัติความเป็นโปรโมเตอร์สูง จึงน่าสนใจท่ีจะ
ศึกษาแสดงออกของโปรโมเตอร์ต่อไป 
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