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ABSTRACT 

 

 Phycobiliproteins are groups of light-harvesting antenna pigments of 

cyanobacteria and eukaryotic algae.  They reside in phycobilisomes which are 

complex protein structures located on the surface of the photosynthetic membrane.  

Phycobiliproteins have three major classes depending on their spectral properties 

including allophycocyanin (AP), phycocyanin (PC) and phycoerythrin (PE).  They 

have similar subunit organization that is based on a heterodimer, composed of α- and 

β- subunits.  According to their properties, phycobiliproteins have been used in a 

variety of immunological assay and as fluorescent labels for cell-sorting.  Upon the 

presence of high applicational value and a diversity of algae and cyanobacteria 
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harboring these pigments in many locations of Thailand, especially in the northern 

part,  it is interesting to investigate for biological properties of the pigments in this 

group and also to search for more efficient means of their usages.  

 In this study, C-phycocyanin (C-PC) was isolated, from Cyanobateria, Spirulina 

platensis was collected from Bangpra, Chonburi province and R-phycoerythrin (R-PE) 

from Glacilaria sp. in Songkha  province. Purification of C-PC and R-PE were carried 

out  by using ammonium sulfate precipitation,  Ion exchange chromatography and 

Size exclusion chromatography. Characterization of phycobiliprotein molecular 

weight of R-PE  was 240 kDa and 210 kDa for C-PC ,  the subunit  molecular weights 

of R-PE in  α-, β- and γ-  subunits were 20, 20 and 30 kDa respectively and 17 and 21 

kDa, corresponding   to  the α- and β-subunit  from C-PC. The conjugated  Eh208C2-2   

MAb lable R-PE and C-PC  were diagnosis stained trophozoites with  red colour 

whereas for C-PC-labled  probe and  R-PE –labled  MAb probe showed  golden-

orange trophozoites under ther blue irradiation of the fluorescent microscope. 

Thermosynechococcus sp. collected from northern Thailand hot spring Purification of 

C-PC was carried out  by using ammonium sulfate precipitation, non-denaturing 

polyacrylamide gel electrophoresis and sodiumdodecyl polyacrylamide gel 

electrophoresis.  The C-PC α subunit  showed molecular weight of approximately  

19.5 kDa.  The purified C-PC was stable up to 60°C for 30 min and  pH 6-8.5 as 

determined by disappearance of color and the fluorescence of pigment.  N-terminal 

analysis of C-PC α- subunit revealed a considerable sequence conservation comparing 

with the closely related cyanobacteria.  In order to investigate for more useful 
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information such as that for pigment quality evaluation and their proper  application , 

cpcA gene of this cyanobacteria  from Thailand source, was amplified by PCR and 

successfully cloned into cloning vector.  Gene expression was done in Escherichia  

coli  DH5α and JM109 strains.  Optimization of expression condition was done in 

order to find the condition that  cpcA gene can be well expressed .  The cloned C-PC α 

subunit from the expression showed molecular weight band at  same position as the 

native C-PC α subunit purified  from this cyanobacteria when analysed  by  SDS-

PAGE. The protein band  also showed  fluorescence property  under UV 

transilluminator after Zn2+ staining. 
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บทคัดยอ 

 ไฟโคบิลิโปรตีนเปนกลุมรงควัตถุแอนเทนนาที่ใชในการสังเคราะหแสงของไซยาโน

แบคทีเรียและสาหรายยูคารีโอท ไฟโคบิลิโปรตีนอยูในไฟโคบิลิโซม ซ่ึงเปนโปรตีนเชิงซอนอยูบน

ผิวเมมเบรนที่มีการสังเคราะหแสง ไฟโคบิลิโปรตีนมีรูปรางสําคัญ 3 แบบ ซ่ึงแบงตามคุณสมบัติ

ของการกระจายแสง ไดแก อัลโลไฟโคไซยานิน (AP), ไฟโคไซยานิน (PC) และไฟโคอิรีทริน (PE) 

ไฟโคบิลิโปรตีนประกอบดวยหนวยยอยที่เหมือนกันแบบเฮทเทอโรไดเมอร ซ่ึงประกอบดวย หนวย

ยอยแอลฟา (α-) และบีตา (β-) จากคุณสมบัติของไฟโคบิลิโปรตีนนี้ จึงนํามาใชในการตรวจ

วิเคราะหทางอิมมูโนและใชเปนฉลากเรืองแสงติดตามเซลล จากการที่นํามาประยุกตใชไดมากมาย 

และประเทศไทยมีแหลงของสาหราย และไซยาโนแบคทีเรียจํานวนมาก โดยเฉพาะทางแถบ
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ภาคเหนือ ดังนั้น จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งที่จะหาคุณสมบัติทางชีววิทยา และแนวทางการนําไปใช

ใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้นของกลุมรงควัตถุนี้  

 ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการแยก ซี-ไฟโคไซยานิน (C-PC) จากสาหรายเกรียวทองจาก

ชลบุรี   และสารอาร-ไฟโคอิริทรินจากสาหรายทะเลสีแดง Glarcilaria sp. จากสงขลา การสกัดแยก

และทําใหบริสุทธิ์ ดวยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต  โครมาโทรกราฟ แบบแลกเปลี่ยนประจุ 

และแยกตามขนาด ขนาดโมเลกุล ของสาร R-PE  เทากับ  240 กิโลดาลตัน และ 210 กิโลดาลตัน  

สําหรับ C-PC หนวยยอยของ R-PE มีขาดโมเลกุลของ  α-, β- และ γ- มีขนาด  20, 20 และ 30 กิโล

ดาลตัน ตามลําดับ  สวนสาร C-PC มีขนาดโมเลกุล 17 และ 21  กิโลดาลตัน ของหนวยยอย α- และ 

β- เมื่อนําไปเชื่อมตอกับสารภูมิคุมกัน Eh208C2-2 MAb เปนฉลาก R-PE  และฉลาก C-PC และ

นําไปตรวจวิเคราะหเชื้อในน้ําเหลืองใหสีแดง  สวน ฉลากR-PE ใหสีสมทอง ภายใตกลอง

จุลทรรศนเรืองแสง นํามาเชื่อมตอกับสารภูมิคุมกัน ผลิตเปนสารเรืองแสงติดตาม ของ C-PC  

Thermosynechococcus sp. จากบอน้ําพุรอนทางภาคเหนือของประเทศ ทําโดยการใชการตกตะกอน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟต แลวนําไปแยกดวยอิเล็กโตรโฟรีซีส แบบนอน-ดีเนเทอริงโพลีอะคริลาไมด

เจล และอิเล็กโตรโฟรีซิส แบบโซเดียมโดดีซิลโพลีอะคริลาไมดเจล หนวยยอยแอลฟาของ C-PC มี

น้ําหนักโมเลกุล 19.5 กิโลดัลตัน (kDa) สาร R-PE มีน้ําหนักโมเลกุล 24 กิโลดัลตัน (kDa) C-PC ที่

ทําใหบริสุทธิ์มีความเสถียรที่ 60°C เปนเวลา 30 นาที และท่ี pH 6-8.5 โดยการตรวจดูสี และการ

เรืองแสงของฟลูออเรสเซนตที่หายไป จากการวิเคราะห N- terminal ของหนวยยอยแอลฟาของ C-

PC พบวามีลําดับกรดอะโมที่เหมือนกันเมื่อเปรียบเทียบกับไซยาโนแบคทีเรียที่ใกลเคียงกัน จาก

การศึกษาขอมูลใหมีประโยชนมากขึ้น เชน การประเมินคุณภาพของรงควัตถุ และการประยุกตใช

ไดทําการเพิ่มจํานวนยีนของ cpcA ของไซยาโนแบคทีเรียที่เก็บจากประเทศไทย และทําการโคลน
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ยีน โดยมีการแสดงออกของยีนในเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5 α และ JM 109 

จากการปรับสภาวะของการแสดงออกของยีนพบวา cpcA มีการแสดงออกไดดี โดยหนวยยอย

แอลฟาของ C-PC ที่ไดจากการโคลนยีนมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับหนวยยอยแอลฟาของ native C-PC 

ที่สกัดมาจากไซยาโนแบคทีเรีย และจากการวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวามีการเรืองแสงของ

ฟลูออเรสเซนตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตหลังจากยอมแถบโปรตีนดวย Zn2+ 

 


