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����%�L' 
�.���.�#@���! (EC 3.4.21.9) �3F��.�@G&$1,���9�G.#���3#"��.!G/0+�,�'�=���0"(2�(�)��33@�2$

��+2=��3�����#$-.9G�0��0",�%'�?+"(21,����� (Asp)4Lys 8.+�3#"�� 1�9!&-("�8.+�.�@G&$���2��L��0&�
���&1,�����%��&����&�!M��#!*+ #�&M/+���&!�&�#M�,�+��@2=N��?�+.4�'�*&�%�����.���09�=�+ �,�N'=&�9�#�,�
�.�@G&$���2��L&�N�=N�+����+2=���� �9##&�3#"�� N�+����1(���L&��("M43#�!+�$��;0.&4?+��=�9�#���0&
3#�!��)����9�#O��"#��.&-�%���$�.�@G&$�.���.�#@���!!��!(L� (rEKL) N�#*3��0O��"%�=�M*93�23�?.�..9
�.9�G��$�1=�-=�� �2�N�=��;L.��!"$ Pichia pastoris !���(�)4$ Y11430 (pPICZαB_NH8_EKL) ��0&���� EKL %�#9.�*?
N���#�&�G& G/0+O*=��1(�@2= /9:�.��)���8.+���.� .4�'�*&� %��.("#�9�#�"�&.�'�#�&���.� ��0&�O�"?.9�#O��"
�.�@G&$ rEKL G/0+�-�?�!������0�'&��!&N�9�#O��"�.�@G&$ rEKL �;. ���.� 6.0 .4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! %��
.("#�9�#�"�&.�'�#�&���.� 16.94 9#(&"?.�(0��&+ �2�'�(+1�9 195 �(0��&+ 8.+9�#�������L�+ �-�?�&��?�
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9�19##&8.+ rEKL !*+M/+ 123.33 '�?��"?.&������"# '#;.��2�3F��?�9�19##&�.�@G&$1,�������?�9(- 421.23 '�?��
"?.&����9#(&�3#"�� %��!�&�#M"#�1�-%M-�3#"��G/0+&��L,�'�(9�&��94�3#�&�� 41 M/+ 44 9���2��"(���0��2
�?��3F��.�@G&$ rEKL N��L,�'&(9 
 

�O��O���D : �.���.�#@���!  #��.&-�%���$�3#"��  \]��(��3#"��  Pichia pastoris   
 

Abstract 
Enterokinase (EC 3.4.21.9) is a serine proteinase that cleaves at the C-terminal of specific sequence 

(Asp)4Lys of  protein. Its high specificity of the recognition site and high stability with a wide range of catalytic 
pH and temperatures make enterokinase with broad utilities in molecular protein engineering. This work aimed 
to increase the efficiency of recombinant enterokinase light chain (rEKL ) production in the secretory form by a 
recombinant strain of the methylotrophic yeast Pichia pastoris Y11430 (pPICZαB_NH8_EKL). The influences 
of pH, temperature, and methanol medium feed rate in rEKL production were studied. The results showed that 
high level of rEKL production was obtained at pH 6.0 and temperature 30 ºC when 16.94 g/h methanol medium 
feed rate were applied. After 195 h of the cultivation, 123.33 U/ml rEKL activity and 421.23 U/mgprotein rEKL 
specific activity were achieved. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
analysis resulted in protein bands with molecular weight of 41 to 44 kDa that may represent rEKL. 
 

Keywords: enterokinase, recombinant protein, fusion protein, Pichia pastoris 
 
 

1. ���O� 
�.�@G&$�.���.�#@���! (Enterokinase; EK) 

(EC 3.4.21.9) �3F��.�@G&$���2�G.#���3#"��.! &�
�4�!&-("�"(21,�������02=��3�����#$-.9G�0���N�
�&��94�8.+�3#"����0&��,�2(-9#2.�&��� (Asp)4Lys 
�.�@G&$���2��L&��4�!&-("���"?.���&�3F�9#2-2?�+
%��.4�'�*&�N��?�+9�=�+ �,�N'=�.�@G&$ EK !�&�#M
�,�+��@2=N�!������0'��9'��� 2=���4�!&-("�
2(+9�?��1/+&�9�#�,�-�+!?��8.+�.�@G&$  EK &�N�=
N�9�#"(2\]��(��3#"����0&��, �2(-9#2.�&��� 
(Asp)4Lys N�!?����;0.&"?. (linker) �,�N'=�.�@G&$ 
EK &�-�-��!,��(rN�+����1(�2=���� �9##&�3#"��
�3F�.�?�+&�9 .�?�+@#9s"�& �.�@G&$ EK ��0&�1,�'�?��

N��=.+"��2!?��N'r?O��"1�9�,�@!=!49#%���� G/0+
%'�?+�("M42�-2(+9�?��&��.�@G&$�3#"��.!���2.;0�
3��3tu.�.�*?2=��1/+��9"?.9�#�,�N'=-#�!4�)�v !?+O�N'=
�.�@G&$ EK &�#���%�+ [1] 1�93yr'���0�9�28/L�1/+&�
���&�����&��01�O��"�.�@G&$ EK N�#*3#��.&
-�%���$�3#"���2�.� (���������+�(�)4�� �9##&
N�9�#��������z���!?����0%!2+9�19##&8.+
�.�@G&$ G/0+�;.!?��8.+�.���.�#@���!!��!(L� 
(EKL) %���,�9�#M?������z���!?��8.+ EKL �8=�!*?
�G��$�1=�-=����0�'&��!&��;0.N'=�9�29�#%!2+..98.+
��� EKL N��G��$�1=�-=���(L�{ [1-5] .�?�+@#9s"�& 
9�#O��"�.�@G&$ EKL N�#�--#��.&-�%���$�(+
3#�!-3yr'���;0.+1�9&�9�#%!2+..98.+#��.&-
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-�%���$�.�@G&$N�#�2(-"0,�%��"=��4�N�9�#O��"!*+ 
2(+�(L� 1/+&����&1,��3F�"=.+�(|��9#�-��9�#O��"
N'=&�3#�!��)����!*+8/L� 

1�99�#��03#��� @��&�9�#�,��8=��.�@G&$ 
EK ��;0.N�=N�+����1(�2=���� �9##&�3#"�� 9�4?&
�(9��1(�8.+&'�������(����������!4#��#�1/+#��#�0&
�,�9�# /9:�9�#O��"#��.&-�%���$�.�@G&$ EKL 
(recombinant enterokinase light chain; rEKL) �2�&�
�3}�'&����;0.�29�#�,��8=�8.+�.�@G&$ EK G/0+N�
8(L�"=�@2=�,�9�#���������0��-�4&9�#%!2+..98.+
�.�@G&$ EKL %���'��0���,�N'=�9�29�#%!2+..98.+
�����LN��G��$�1=�-=����0�'&��!& �(L+��LO*=��1(��-�?� 
Pichia pastoris �3F��G��$�1=�-=����0!�&�#MO��"
�.�@G&$ rEKL ��0&�9�19##&N9�=����+9(-�.�@G&$
��+9�#�=� N�8����0�&;0.N�= Escherichia coli �3F�
�G��$�1=�-=��N�9�#O��"�.�@G&$ rEKL �-�?��.�@G&$
��0O��"@2=!?��N'r?@&?&�9�19##&1/+@&?!�&�#M
�,�&�N�=+��@2= [5]   

!,�'#(-#�--9�#%!2+..98.+����2���!"$ 
P. pastoris ��0��;.9N�=�3F�#�--��0&�9�#��-�4&9�#
%!2+..98.+#��.&-�%���$����2��3#�&�".#$ 
AOX1 G/0+�3F��3#�&�".#$��0&�9�##��+���?�&�
3#�!��)����!*+�&;0.N�=�&���.��3F�!�#�'��0���,� 
[6] �2���!"$ P. pastoris �(+!�&�#MN�=�&���.��3F�
%'�?+.�'�#%����(++��@2=�2�O?����M�9�#N�=         
�&���.� (methanol pathway) [7] G/0+#�--9�#
%!2+..98.+#��.&-�%���$�3#"���2� P. pastoris 
�(L� !�&�#M��;.9N'=�9�29�#!�!&#��.&-�%���$
�3#"��@�=N��G��$'#;.3�23�?.�..9!*?.�'�#���L�+
��;L.�2�.� (�9�#�,�+��8.+ α-factor [6] �.91�9��L 
��!"$ P. pastoris �(+�������L�+@2=+?�� %��!�&�#M�1#�r
@2=N�.�'�#!(+��#��'$ (synthetic medium) [8]  

1�98=.2�8.+#�--9�#%!2+..98.+#��.&-
-�%���$�3#"���2� P. pastoris �&;0.�,�&�3#��49"$
#?�&9(-9#�-��9�#�������L�+%--�#(L+�#����0O?��
9�#�(|��8/L���;0.N'=�'&��!&9(-9�#O��"#��.&-
-�%���$�3#"�� �2��3#�&�".#$ AOX1 �,�N'=@2=
# � - - 9 � #  O �� " #� � . & -� % � � �$ � 3 # "� � ��0 &�
3#�!��)����!*+ [9] .�?�+@#9s"�&!������-�4&N�
9#�-��9�#O��"�(+�3F�3y11(���0&�O�"?.�4����%��
3#�&��8.+#��.&-�%���$�3#"���3F�.�?�+&�9 �2�
�-�?����.�%��.4�'�*&��3F�3y11(���0�9�0��8=.+9(-���&
�!M��#8.+#��.&-�%���$�3#"����0O��"@2=  [10] 
N�8����03#�&���&���.�&�O�"?.9�#�1#�r8.+��!"$ 
P. pastoris %��9�#O��"#��.&-�%���$�3#"�� 
[11,12] 2(+�(L�+����1(���L1/+ ��;.9N�=9#�-��9�#
�������L�+��!"$ P. pastoris %--�\2%-��$��0O?��9�#
�(|��8/L��2� Jahic %����� (2002) [9] ��;0. /9:�
.��)���8.+�� �.� .4�'�*&�  %��.("#�9�# �"�&           
�&���.�"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL ��;0.N'=@2=
9#�-��9�#��0�'&��!&"?.9�#O��" 
 

2. 'H���T
����U�����%�'G 
2.1 ���E��UH
CH�������
 

!���(�)4$14����#��$��0N�=N�+����1(���L �;. P. 
pastoris Y-11430 ��0&���� EKL G/0+����1�9�,�@!=��
%�#9.�*?N���#�&�G& �2�9�#%!2+..98.+��� 
EKL ��L.�*?���N"=9�#��-�4&8.+�3#�&�".#$ AOX1 
%���&;0.&�9�#%!2+..98.+��� �3#"�� EKL ��0@2=1�
M*9!?+..9�.9�G��$�2�9�#�,�+��8.+ α-factor [5] 
G/0+��;L.2(+9�?��@2=1�9��#+9�#��1(�#?�&#�'�?�+
&'�������(����������!4#��#�%��&'�������(� 
)##& �!"#$  
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2.2 ����	������$��&W+' 
9�#�"#��&9�=���;L.%-?+..9�3F� 2 8(L�".� 

�;. 
(1) 9�#�"#��&9�=���;L.8(L���0 1 �#�0&�2�

�8�0���;L.#��.&-�%���$ P. pastoris Y-11430 1�9
.�'�#�4=� YPD (yeast extract peptone dextrose; N� 1 
��"# 3#�9.-2=�� ��!"$!9(2 10 9#(& �33�"� 20 
9#(& 9�*��! 20 9#(& %��O+�4=� 15 9#(&) G/0+&�!�#
3>������G��.G�� (zeocin) �8=&8=� 100 @&��#9#(&"?.
&������"# 1,���� 1 �*3 �+N�\��!9$8��2 125 
&������"# ��0&�.�'�#�'�� YPD 3#�&�"# 20 &������"# 
%��!�#3>������G��.G�� ���&�8=&8=� 100 
@&��#9#(&"?.&������"# 1,���� 2 \��!9$ �,�9�#
�������L�+-� ��#;0.+�8�?���0���&�#s�#.- 200 #.-"?.
���� .4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! �3F����� 24 �(0��& 

(2) 9�#�"#��&9�=���;L.8(L���0 2 �,��2�
M?��9�=���;L.8(L���0 1 20 &������"# �+N�\��!9$8��2 
500 &������"# ��0&�.�'�#�'�� BMGY (buffered 
minimal glycerol medium; N� 1 ��"# 3#�9.-2=�� 
��!"$!9(2 10 9#(& �33�"� 20 9#(& %��9���G.#.� 
10 9#(& �2������!?��3#�9.-�(L+'&2N�
!�#�������%�!�G��&\.!�\"-(\�\.#$���&
�8=&8=� 0.1 �&��#$ ���.� 6.0) 3#�&�"# 80 &������"# 
1,���� 2 \��!9$ �,�9�#�������L�+���N"=!����
�2���9(�9(-9�#�"#��&9�=���;L.8(L���0 1 

2.3 ����E����+�G P. pastoris Y-11430 Z�[�G

�\���T
&��]�E�EW�'"��	���'�������
���	�� 
9�#�������L�+#��.&-�%���$ P. pastoris 

Y-11430 2,�����9�#N�M(+3>�9#�$������8��2 10 
��"# (Biostat C, Sartorius Stedim Biotech, Germany) 
��0&�#�--9�#�,�N'=3�.2��;L.N�"(� (insitu sterile) 
�2��,�9�#3#�9.-M(+3>�9#�$������ %������-�?�

.���s9��#2"?�+{ "#�1!.-#�--9�#�,�+��8.+
#�--��-�4& 1�9�(L��"�&.�'�# GBS (glycerol basal 
salt medium; N� 1 ��"# 3#�9.-2=��9���G.#.� 40 
9#(& H3PO4 85 �3.#$�Gs�"$ 26.7 &������"# CaSO4 0.93 
9#(& K2SO4 18.2 9#(& MgSO4·7H2O  14.9 9#(& %�� 
KOH 4.13 9#(&) 3#�&�"# 4 ��"# �+N�M(+3>�9#�$
������ %�=��,�N'=3�.2��;L.��0.4�'�*&� 121 .+ �
�G��G��! �3F����� 30 ���� �&;0..4�'�*&��2�+ �"�&
!�#����� PTM1 (Pichia trace metals 1; N� 1 ��"# 
3#�9.-2=�� CuSO4·5H2O 6.0 9#(& KI 0.08 9#(& 
MnSO4·H2O 3.0 9#(& Na2MoO4·2H2O 0.2 9#(& 
H3BO3 0.02 9#(& ZnCl2 20.0 9#(& FeCl3 13.7 9#(& 
CoCl2·6H2O 0.9 9#(& H2SO4 5.0 &������"# %�� biotin 
0.2 9#(&) 3#�&�"# 4.35 &������"#"?.��"# 

�#�0&2,�����9�#�������L�+�2�M?��9�=���;L.
3#�&�"# 200 &������"# �+N�M(+3>�9#�$������ �2�
N�+����1(���L��;.9N�=#�--9�#�������L�+ P. pastoris 
8.+ Jahic %����� (2002) [9] G/0+%-?+9�#�������L�+
..9�3F� 4 #��� 2(+��L 

#�����0 1 : 9�#�������L�+%--�-s2�!#s1
�2�N�=9�� �G.#.��3F�%'�?+��#$-.� N�#�����L
��-�4&.("#�9�#9�� 1000 #.-"?.���� .("#�9�#N'=
.�9�  1.0 ��"#"?.��"#"?.���� .4�'�*&� 30 .+ �
�G��G��! ���.� 5.0 �2�N�=!�#�����%.&�&���� 25 
�3.#$�Gs�"$ �3F�2?�+N�9�#��-�4&���.�%��N�=�3F�
%'�?+@��"#�1� G/0+N�=����3#�&�� 20-24 �(0��&+ 
�2��,�9�#�9s-"(�.�?�+�49 4-6 �(0��&+ ��;0.����#��'$
���&84?�8.+�G��$2=����#;0.+!�39�"#�\�"&��".#$��0
���&�����;0� 600 �����&"# %���L,�'�(9�G��$%'=+ 

#�����0 2 : 9�#�������L�+%--�#(L+�#��
�2�N�=9���G.#.��3F�%'�?+��#$-.� �2��"�&.�'�# 
GF (glycerol feed medium: N� 1 ��"# 3#�9.-2=�� 



����  20 #$%$��  1 '(��' - '���' 2555                                                                                          �������������������������                                                                                          

 87 

9���G.#.� 500 9#(& %�� PTM1 12 &������"#) 2=��
.("#�9�#�"�&���0&8/L�%--�.s9���������� 2(+!&9�#��0 
1 

���� �
���	�


��

������
�

                 (!&9�#��0 1) 
 

�&;0. F(t) �;. .("#�9�#�"�&.�'�#��0���� t N2{ (��"#
"?.�(0��&+) 

µ �;. .("#�9�#�1#�r1,����� N�9�#�2�.+��L
N�=�?� 0.18 "?.�(0��&+ G/0+�3F��?���0@2=1�9
9�#�������L�+%--�-s2�!#s1 

X0 �;. ���&�8=&8=�8.+�G��$�&;0.�#�0&"=�9�#
�"�& (24 9#(&�G��$"?.��"#) 

V0 �;. 3#�&�"#8.+�L,�'&(9�&;0.�#�0&"=�9�#�"�& 
(4.0 ��"#) 

Si �;. ���&�8=&8=�8.+9���G.#.�N�.�'�# 
GF (500 9#(&"?.��"#) 

S �;. ���&�8=&8=�8.+9���G.#.�N��L,�'&(9
�&;0.!�L�!429#�-��9�#�������L�+%--
�-s2�!#s1%���#�0&"=�9�#�������L�+%--
�#(L+�#�� G/0+��0����2(+9�?��9���G.#.�
N��L,�'&(9M*9N�=1�'&2@3 2(+�(L� �?� S 
1/+&��?���?�9(- 0 9#(&"?.��"# 

YX/S �;. O�@2=8.+�G��$1�9!(-!��#" (0.7 9#(&
�G��$"?.9#(&9���G.#.�) 

 

G/0+!�����������L�+��0N�=N�#�����L �;. N�=
.("#�9�#9�� 1000 #.-"?.���� .("#�9�#N'=.�9�  
1.0 ��"#"?.��"#"?.���� .4�'�*&� 30 .+ ��G��G��!   
���.� 5.0 �������L�+�3F�����3#�&�� 3.5 �(0��&+ %��
�,�9�#�9s-"(�.�?�+�&;0.�#�0&"=�%��!�L�!42#��� ��;0.
����#��'$���&84?�8.+�G��$ %���L,�'�(9�G��$%'=+ 

#�����0 3 : 9�#�'��0���,�N'=�9�29�#
%!2+..98.+������N"=9�#��-�4&8.+�3#�&�".#$ 

AOX1 �2�N�=���&�8=&8=�8.+�&���.�N�#�2(-"0,� 
�,�9�#�"�&.�'�# MF (methanol feed medium; 
PTM1 12 &������"# N��&���.� 99.9 �3.#$�Gs�"$ 1 
��"#) %--�3F��#(L+�#�� (intermittent feed) ��;0.N'=&�
���&�8=&8=�!42�= ��8.+ �&���.�N��L, �'&(9
3#�&�� 1 9#(&"?.��"# �3F�����3#�&�� 3 �(0��&+ 
2(+"�#�+��0 1 ��-�4&!����N�9�#�������L�+�2�N�=
.("#�9�#9�� 1000 #.-"?.���� .("#�9�#N'=.�9�  
1.0 ��"#"?.��"#"?.���� %��%3#O(��?����.�%��
.4�'�*&� 2(+#�����.��2"�&'(�8=. 2.4 %�� 2.5 
"�&�,�2(- N�#�����L�,�9�#�9s-"(�.�?�+�&;0.�#�0&"=�
%��!�L�!42#��� ��;0.����#��'$���&84?�8.+�G��$ 
�L,�'�(9�G��$%'=+ ���&�8=&8=�8.+�&���.�%��
9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL 
 
	���G��� 1 #�������%��3#�&�"#N�9�#�"�&.�'�# 

MF (methanol feed) N�#�����0 3 8.+9�#
�������L�+ 

#�������9�#
�'��0���,�  
(�(0��&+) 

3#�&�� 
.�'�# MF  
(9#(&) 

3#�&�"# 
.�'�# MF  
(&������"#) 

0 4.0 4.8 
1.5 4.0 4.8 
2.5 4.0 4.8 
3.0 4.0 4.8 

'&���'"4 : � ��&'��%�?�8.+ � &� ��.�  99.9 
�3.#$�Gs�"$ �;. 0.79 9#(&"?.&������"# 

 
#�����0 4 : 9�#O��"#��.&-�%���$�3#"��

�2�N�=�&���.��3F�%'�?+��#$-.�%���3F�"(�
�'��0���,�N'=�9�29�#%!2+..98.+������N"=9�#
��-�4&8.+�3#�&�".#$ AOX1 �2�N�=#*3%--9�#
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�"�&.�'�# MF %--"?.��;0.+ (continuous feed) 2=��
.("#�9�#�"�&�+��0  ��;0.N'=��;L.O��"%��3�23�?.�
�.�@G&$ rEKL ..9!*?�L,�'&(9 !����9�#�������L�+N�
#�����L��-�4&�2�N�=.("#�9�#9�� 1000 #.-"?.
���� .("#�9�#N'=.�9�  1.0 ��"#"?.��"#"?.���� G/0+
9�#�������L�+N�#�����L O*=��1(��,�9�#%3#O(��?����.� 
.4�'�*&� %��.("#�9�#�"�&.�'�# MF ��0N�=!,�'#(-
9�#O��"�.�@G&$ rEKL 2(+#�����.��2"�&'(�8=. 2.4 
2.5 %�� 2.6 "�&�,�2(- N�#�����LN�=����3#�&�� 72-
120 �(0��&+ �2�#�'�?�+9�#�������L�+@2=�,�9�#�9s-
"(�.�?�+�49 8-12 �(0��&+ ��;0.����#��'$���&84?�8.+
�G��$ �L,�'�(9�G��$%'=+ ���&�8=&8=�8.+�&���.� 
���&�8=&8=�8.+�3#"�� %��9�19##&8.+�.�@G&$ 
rEKL 

2.4 ����F�I�'��U�E�_'GE��'&	L'���"��	

�'�)*�
 rEKL 
9�# /9:�N�!?����L2,�����9�#�2�%3#O(�

�?����.���0N�=N�#���9�#O��"�.�@G&$ rEKL (#�����0 
3 %�� 4) N'=��?�9(- 5.0 6.0 %�� 7.0 ��;0. /9:�
.��)���8.+���.�"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL �3F�'�(9 
�2���-�4&!����.;0�{ N'=�+��0 �;. .4�'�*&� 30 .+ �
�G��G��! .("#�9�#9�� 1000 #.-"?.���� .("#�9�#
N'=.�9�  1.0 ��"#"?.��"#"?.���� %��.("#�9�#�"�&
.�'�# MF 3#�&�� 7.8 9#(&"?.�(0��&+ 

2.5 ����F�I�'��U�E�_'G'HT`]#��	L'���"��	

�'�)*�
 rEKL 
9�# /9:�.��)���8.+.4�'�*&�"?.9�#O��"

�.�@G&$ rEKL �,�9�# /9:���0.4�'�*&� 20 %�� 30 
.+ ��G��G��! N�#�����0 3 %�� 4 8.+9�#�������L�+ 
G/0+��-�4&!����.;0�{ N�9�#�������L�+N'=�+��0 �;. 
.("#�9�#9�� 1000 #.-"?.���� .("#�9�#N'=.�9�  
1.0 ��"#"?.��"#"?.���� %��.("#�9�#�"�&.�'�# MF 

3#�&�� 7.8 9#(&"?.�(0��&+ %����-�4&�?����.�N'=
�'&��!&"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL G/0+.� (�8=.&*���0
@2=1�9O�8.+9�# /9:�.��)���8.+���.�"?.9�#O��"
�.�@G&$ rEKL 2(+��09�?��N�'(�8=. 2.4  

2.6 ����F�I�'��U�E�_'G'�	������	��'�`��

�����'�	L'���"��	�'�)*�
 rEKL 
�&;0.�#�-�?����.�%��.4�'�*&���0�'&��!&

"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL %�=� 1/+�,�9�# /9:�
.��)���8.+.("#�9�#�"�&.�'�# MF "?.9�#O��"
�.�@G&$ rEKL �2�%3#O(�.("#�9�#�"�&.�'�# MF 
N�#�����0  4 8.+9�#�������L�+N'=&��?��2�+%��
���0&8/L�1�9�?���0N�=N�9�# /9:�.��)���8.+���.�%��
.4�'�*&� G/0+&��?���?�9(- 6.87, 10.32, 16.94 %�� 27.32 
9#(&"?.�(0��&+ N�8����0��-�4&!����N�9�#
�������L�+.;0�{ N'=�+��0 �;. .("#�9�#9�� 1000 #.-
"?.���� .("#�9�#N'=.�9�  1.0 ��"#"?.��"#"?.���� 
%����-�4&�?����.�%��.4�'�*&�N�9�#�������L�+N'=
�'&��!&"?.9�#O��" rEKL �2�.� (�O�1�98=.&*���0
@2=1�99�# /9:�.��)���8.+���.�%��.4�'�*&�"?.
9�#O��" rEKL 2(+��09�?��N�'(�8=. 2.4 %�� 2.5 
"�&�,�2(- 

2.7 ��U����������`
 
2.7.1 ���&'��%�?�8.+�G��$%��

�L,�'�(9�G��$%'=+  
���&'��%�?�8.+�G��$'��2��,�

"(�.�?�+&��(2���&84?�2=����#;0.+!�39�"#�\�"
&��".#$��0���&�����;0� 600 �����&"# �L,�'�(9�G��$
%'=+'��2��(0+�L,�'�(9%'=+8.+�G��$��0@2=1�99�#�,�
"(�.�?�+�L,�'&(9&��,�9�#�'��0�+%�9 �=�+"�9.��G��$
2=��!�#����� H3PO4 ���&�8=&8=� 1 �3.#$�Gs�"$ ��;0.
9,�1(2�9�;. %���=�+2=���L,�9�(0�.�9�#(L+ 1�9�(L��,�@3
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.-��0.4�'�*&� 80 .+ ��G��G��! �3F����� 24 �(0��&+ 
3�?.�N'=��s�N�"*=2*2���&�;L� 

2.7.2 ���&�8=&8=�8.+�&���.�  
�,��L,�'&(9!?��N!&��,�9�#�1;.1�+

N'=�'&��!&%�=�����#��'$���&�8=&8=�8.+�&���.�
2=����#;0.+%9�!��#&��"#9#�\� (gas chromato-
graphy, PerkinElmer, USA )�2�N�=�&���.��3F�!�#
&�"#���%��N�=@.�G��#���.��3F� internal 
standard [18] 

2.7.3 9�19##&8.+ rEKL  
�,��L, �'&(9!?��N!&��1;.1�+N'=

�'&��!& 1�9�(L�����#��'$9�19##&8.+ rEKL �2��(2
.("#�9�#�#?+3>�9�#���9�#3�23�?.� β-napthylamide 
1�9�&��94�8.+  Gly-(Asp)4-Lys-β -napthylamide 
2=����#;0.+!�39�"#\�*..�#&��".#$ (spectrofluoro-
meter, FP6200, JASCO, Japan) ��0�?� excitation 337 
�����&"#%�� emission 420 �����&"# �2�N�=      
β-napthylamide �3F�!�#&�"#��� [5] �2�9,�'�2N'= 
1 '�?�� 8.+ rEKL &��?���?�9(-3#�&���.�@G&$��0
!�&�#M3�23�?.� β-naphthylamide 1 �����&�
���N����� 1 ����  

2.7.4 3#�&���3#"��������(L+'&2  
�,��L,�'&(9!?��N!&��,�9�#�1;.1�+

N'=�'&��!& 1�9�(L��� ��#��'$���&�8=&8=�8.+
�3#"��������(L+'&2�2���)�8.+ Bradford [6] �2�
N�= bovine serum albumin (BSA) �3F�!�#&�"#���  

2.7.5 �L,�'�(9�&��94�%�����&-#�!4�)�v
8.+O��"�(��$�3#"��N��L,�'&(9  

3#�&���?�2=��9�#%�9�3#"��N�
�G�2��&�22�G��G(��\"�.��.��#���@&2$�1�.���s9 
��#\.#�G�! (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis; SDS-PAGE) 2=����#;0.+�.��-

.��#���@&2$ &����3#"�� III (polyacrylamide, Mini-
Protein III, Biorad, USA) (Leammli, 1970) [19] �2�
N�=�3#"��&�"#�����0&��L,�'�(9�&��94�N��?�+ 11 M/+ 
170 9���2��"(� (protein marker, #SMO671, 
Fermentas, Life science) N�9�#�3#��-����-�L,�'�(9
�&��94� 
 

3. "�����%�'G����C��T
 
3.1 ����C��D_'G P. pastoris Z������

�E����+�G�%�Z&$����*'�'���b��������	 
#�--9�#�������L�+��0N�=N�+����1(���L%-?+

..9�3F� 4 #��� 2(+@2=.)�-��N�'(�8=.��0 2.3 �(L+��L 
��;0.+1�9+����1(���L&4?+��=�9�# /9:�3y11(���0&�.��)���
"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL N�#�����0N�=�&���.��3F�
!(-!��#" (methanol phase; #�����0 3 %��#�����0 4) 
2(+�(L� 9�#2,�����9�#�������L�+��!"$ P. pastoris ��;0.
���0&���&�8=&8=�8.+�G��$�2�N�=9���G.#.��3F� 
!(-!��#"N�#�����0 1 %��#�����0 2 (glycerol phase) 
8.+9�#'&(9�49�#(L + 1/ +��-�4&!����N�9�#
�������L�+N'=.�*?���N"=!�����2���9(� �;. �������L�+��0
.4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! N�=.("#�9�#9�� 1000 
#.-"?.���� .("#�9�#N'=.�9�  1 ��"#"?.��"#"?.���� 
%����-�4&�?����.���0  5.0 �2�#�����0  1 : &�
�("M43#�!+�$��;0.���0&���&'��%�?�8.+�G��$ �2�
��!"$1�N�=9���G.#.���0&�N�.�'�#1�'&2��;0.9�#
�1#�r �&;0.9���G.#.�'&2�?�..9G��1������ (DOT; 
dissolved oxygen tension) N��L,�'&(91����0&8/L�.�?�+
#�2�#s���;0.+1�9��;L.@&?N�=..9G��1�N�9#�-��9�#
�&%�-.��G/& �&;0.!�L�!42#�����L1�@2= ���&�8=&8=�
8.+�G��$3#�&�� 24 9#(&"?.��"# %��#�����0 2 : &�
�("M43#�!+�$��;0.���0&���&�8=&8=�8.+�G��$%���2
!�����(-�(L+9�#%!2+..98.+��� (derepression) 



�������������������������                                                                                          ����  20 #$%$��  1 '(��' - '���' 2555 

 90

1�9�3#�&�".#$ AOX1 �2��"�&9���G.#.�.�?�+
"?.��;0.+2=��.("#�9�#�"�&���0&8/L�%--�.s9���������� 
1�9!����9�#�������L�+N�#�����L  ��;L.1�@2=#(-     
!(-!��#".�?�+"?.��;0.+ .�?�+@#9s"�& ���&�8=&8=�
8.+!(-!��#"N��L,�'&(91�&��?�"0,�&�9 G/0+9�# /9:�
9?.�'�=��2� Jahic %����� (2002) [9] �-�?�N�
!������0���&�8=&8=�8.+!(-!��#""0,� (9���G.#.�) 
1��2!�����(-�(L+9�#%!2+..98.+���8.+�3#�&-
�".#$ AOX1 G/0+O�9�#�2�.+�-�?�3#�&���G��$��0@2=
.�*?N��?�+ 36-39 9#(&"?.��"# %��#���������0N�=N�
#�����L 3#�&�� 3.5 �(0��&+ G/0+�3F��?���0N9�=����+9(�
N�9�#'&(9�49�#(L+ 2(+%!2+N�#�����0N�=9���G.#.�
�3F�!(-!��#"8.+#*3��0 1 M/+ #*3��0 3 G/0+�?���0@2=
2(+9�?����L �3F��?���0N9�=����+9(-�?���0N�=N�#����#�0&
9�#�'��0���,�2=���&���.�N�+����1(�8.+ Jahic %��
��� (2002) [9]  

3.2 '��U�E�_'GE��'&	L'���"��	�'�)*�
 

rEKL 

&�+����1(�G/0+ /9:�%��#��+��9?.�'�=���L
�?����.��3F�"(�%3#!,��(r��0&�O�"?.���&�!M��#8.+
O�O��"#��.&-�%���$�3#"��%��9�19##&8.+       
�3#"��.!N��L,�'&(9�3F�.�?�+&�9 [10,13,14] 9�#
�3��0���?����.�1�9 5.0 G/0+�3F����.���0�'&��!&"?.
9�#�1#�r8.+��;L.��!"$ [15] &��3F��?����.�.;0���0
�'&��!&"?.9�#O��"#��.&-�%���$�3#"�����2�(L�{ 
�3F���������0&�9�#N�=9(�&�9��;0.'��?��� �.���0
�'&��!&"?.9�#O��"#��.&-�%���$�3#"�� [14,16, 
17] 2(+�(L� +����1(���L1/+�,�9�# /9:�.��)���8.+���.�
"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL ��0���.� 5.0, 6.0 %�� 7.0 
N�#���9�#O��"�.�@G&$ rEKL G/0+3#�&���&���.�
�(L+'&2��0�"�&%��.("#�9�#�"�&�&���.���0N�=N��49
9�#�2�.+&�9�#��-�4&N'=&��?�N9�=����+9(� �;. 

3#�&�� 940 9#(& %�� 7.8 9#(&"?.�(0��&+ "�&�,�2(- 
2(+%!2+N��?�+��0N�=�&���.��3F�!(-!��#"8.+#*3��0 
1-3 %���&;0.��1�#���?� DOT �-�?�9�#�2�.+��0      
���.� 5.0 �?� DOT �2�+.�?�+"?.��;0.+1�!�L�!429�#
�������L�+ (148 �(0��&+8.+9�#�������L�+) G/0+&��?�"0,�
9�?� 20 �3.#$�Gs�"$  N�8����09�#�2�.+��0���.� 6.0 
�?� DOT &��?�8/L��+N��?�+ 60-95 �3.#$�Gs�"$ %��9�#
�2�.+��0���.� 7.0 �?� DOT ���0&8/L�.�?�+"?.��;0.+1�&�
�?�!*+9�?� 95 �3.#$�Gs�"$  
 

 
 

�#���� 1 9�#�������L�+ P. pastoris ��;0.O��"�.�@G&$ 
rEKL ��0���.� 5.0 (@&?�-9�#!�!&�&���.�
N��L,�'&(9) 

 

 
 

�#���� 2 9�#�������L�+ P. pastoris ��;0.O��"�.�@G&$ 
rEKL ��0���.� 6.0 (@&?�-9�#!�!&�&��
�.�N��L,�'&(9) 
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�#���� 3 9�#�������L�+ P. pastoris ��;0.O��"�.�@G&$ 
rEKL ��0���.� 7.0 (�-9�#!�!&8.+�&���.�
N��L,�'&(9) 

 
�&;0.��1�#��9�#�1#�r8.+��;L. �-�?��?�

�L,�'�(9�G��$%'=+�&;0.!�L�!429#�-��9�#'&(91�9
9�#�2�.+O��"�.�@G&$ rEKL ��0���.� 5.0 %�� 6.0 
���0&8/L�1�93#�&�� 40 9#(&"?.��"# �3F�3#�&�� 70 
%�� 55 9#(&"?.��"# "�&�,�2(- N�8����09�#�2�.+
��0���.� 7.0 &��?��2�+�'�;.����+3#�&�� 20 9#(&"?.
��"# �2��&;0.��1�#��3#�&���&���.���0!�!&N��L,�
'&(9 �-�?�9�#�2�.+3#(-!����N�9�#O��"
�.�@G&$ rEKL ��0���.� 5.0 %�� 6.0 @&?�-�&���.�
!�!&N��L,�'&(9N�#�����0  4 8.+9�#�������L�+ 
N�8����09�#�2�.+��0�� �.� 7.0 �-9�#!�!&         
�&���.����0&8/L�.�?�+"?.��;0.+1�&��?�!*+M/+ 160.23 
9#(&"?.��"# 2(+�(L�1/+&����&�3F�@3@2=�?�.("#�9�#N�=
�&���.���0���.� 7.0 &��?��=.�9�?���0���.� 5.0 %�� 
6.0 1/+�9�29�#!�!&1��9�2���&�3F���:"?.�G��$ G/0+
!.2��=.+9(-9�##��+��8.+ Katakura %����� 
(1998) G/0+#��+���?� �&;0.���&�8=&8=�8.+�&���.�
!*+8/L�1��,�N'=.("#�9�#�1#�r1,������2�+ [12] %��
#��+��8.+ Zhang %����� (2000) G/0+#��+���?�
.("#�9�#N�=�&���.�1,�����%3#O(��2�"#+9(-
.("#�9�#�1#�r1,����� [20] 

!,�'#(-O�8.+���.�"?.9�#O��"�.�@G&$ 
rEKL �-�?�9�#3#(-!����N�9�#O��"#��.&-�%���$
�3#"���3F����.� 7.0 G/0+9�#�1#�r8.+��;L.�2�+ %��
�3F����.� 5.0 G/0+��;L.�1#�r@2=2���0!42 @&?!�&�#M"#�1
�-9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL @2=N��(L+!.+!���� 
(#*3��0 1 %�� 3) N�8����09�#O��"#��.&-�%���$
�3#"����0���.� 6.0 G/0+��;L.�1#�r�=.�9�?���0���.� 5.0 
!�&�#M"#�1�-9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL @2= �(L+��L 
#*3%--9�#���0&8/L�8.+9�19##& rEKL N�9�#�2�.+
��L�3F�#*3%--��0%"9"?�+1�99�#O��"#��.&-�%���$
�.�@G&$���2.;0� G/0+�2��(0�@31�&�9�#���0&8/L�.�?�+
"?.��;0.+"(L+%"?�#�0&9�#�'��0���,�2=���&���.� %"?N�
9�#�2�.+��L�#�0&"#�1�-�3#"���3}�'&�� (�.�@G&$ 
rEKL) '�(+1�9��0&�9�#�"�&.�'�# MF N�#�����0 4 
�3F�����3#�&�� 50 �(0��&+ N�8����0#�����0 3 %��
�?�+�#�0&"=�8.+#�����0 4 @&?�-9�19##&8.+�.�@G&$ 
rEKL %���&;0.!�L�!429#�-��9�#O��" �-�?�9�19##&
8.+�.�@G&$ rEKL !*+M/+ 89.33 '�?��"?.&������"# 
'#;.��2�3F� 168.4 '�?��"?.&����9#(&�3#"�� 2(+�(L� 
1�9O�9�# /9:�.��)���8.+�� �.�"?.9�#O��"
�.�@G&$ rEKL �-�?����.� 6.0 �3F����.���0&����&
�'&��!&"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL  

3.3 '��U�E�_'G'HT`]#��	L'���"��	�'�)*�
 

rEKL 
1�9#��+���2� Hong %����� (2002) 

%�� Li %����� (2001) G/0+9�?���?�.4�'�*&�1�&�O�
"?.9�#�!;0.&!��� (degradation) 8.+#��.&-�%���$
�3#"�� �2�9�#�2.4�'�*&�!�&�#M�,�N'=.("#�9�#
�9�2�3#"��.@�G�! (proteolysis) 8.+#��.&-�%���$
�3#"���2�+ ��;0.+1�9�3F�9�#�29�19##&8.+
�.�@G&$�3#"��.! [21,22] #�&M/+#��+��8.+ Jahic 
%����� (2003) ��09�?���?�9�#�2.4�'�*&�#�'�?�+
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9#�-��9�#O��"!�&�#M���0&O�@2=8.+#��.&-
-�%���$�3#"��@2= ��;0.+1�9.("#�9�#�9�23>�9�#���
8.+�.�@G&$�3#"��.!�2�+ [23] �.91�9��L.4�'�*&�
�( +!(&�(�)$9(-�? �9�#�����8.+..9G� �1�N�
8.+�'�� �2��&;0..4�'�*&��2�+���&!�&�#MN�9�#
�����8.+..9G��1�1�&��?�!*+8/L�%��.("#�9�#
M?����..9G��1�&����&!(&�(�)$9(-�?�9�#�����8.+
..9G��1� 2(+�(L� �&;0.�2.4�'�*&�8.+!�#������+ 
1/+�,�N'=�?�.("#�9�#M?����..9G��1�!*+8/L�2=�� 1�9
8=.&*��-;L.+"=�N�9�# /9:�9�#O��"�.�@G&$ rEKL 
8.+ Kupradit %����� (2008) �-�?�.4�'�*&���0N�=N�
9�#O��"&�O�"?.#�2(-9�#O��"%��9�#%!2+..98.+
�.�@G&$  rEKL #�&�(L+.4�'�*&�.�1&�O�"?.���&
�!M��#8.+�3#"��2=�� [5] 2(+�(L� .4�'�*&���0N�=N�9�#
O��"�.�@G&$ rEKL 1/+�3F�.�93y11(�'�/0+��0+����1(���L
�,�9�# /9:�N�#�����0O��"�.�@G&$ rEKL %"?O�1�9
9�# /9:�.��)���8.+.4�'�*&�"?.9�#O��"�.�@G&$ 
rEKL &����&8(2%�=+9(-#��+��2(+9�?�� �2�O�1�9
9�#�3#��-����-9�#�1#�r8.+��;L. %��9�#O��"
�.�@G&$ rEKL ��0.4�'�*&� 20 %�� 30 .+ ��G��G��! 
%!2+2(+#*3��0 4 �-�?�.4�'�*&���0�'&��"?.9�#�1#�r
8.+��;L. �;. 20 .+ ��G��G��! %"?.4�'�*&���0�'&��!&
"?.9�#O��" rEKL �;. 30 .+ ��G��G��! 

�&;0.��1�#��9�#�1#�r8.+��;L. �-�?��?�
�L,�'�(9�G��$%'=+8.+��;L.��0N�=.4�'�*&�N�9�#O��"
�.�@G&$ rEKL ��0 20 %�� 30 .+ ��G��G��! ���0&8/L�
1�93#�&�� 40 9#(&"?.��"# �3F�3#�&�� 68.73 
%�� 50.47 9#(&"?.��"# "�&�,�2(- %���&;0.��1�#��
3#�&���&���.���0!�!&N��L, �'&(9 �-�?�9�#
�2�.+O��"�.�@G&$ rEKL ��0.4�'�*&� 20 %�� 30 
.+ ��G��G��! @&?�-9�#!�!&8.+�&���.�N�    
�L,�'&(9N�#�����0 4 8.+9�#�������L�+ 2(+�(L� 1/+.�1

9�?��@2=�?���0!���� /9:�2(+9�?�� ��;L.&����&!�&�#M
N�9�#N�=�&���.��3F�!(-!��#"@2=.�?�+!&-*#�$ 
�2�.("#�9�#�1#�r1,����� (µ) ��0.4�'�*&� 20 .+ �
�G��G��! &��?�!*+9�?���0.4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! 
�2�&��?� µ ��?�9(- 0.007 "?.�(0��&+ N�8����0.4�'�*&� 
30 .+ ��G��G��! &��?� µ ��?�9(- 0.005 "?.�(0��&+ 
�.91�9��L �(+�3F�@3@2=�?�9�#�2.4�'�*&�N�#�����0&�
9�#O��"#��.&-�%���$�3#"��  �3F�9�#�2�? �
!(&3#�!��)�v9�#-,�#4+#(9:��G��$ (m) �&;0.�?� m "0,� 
��;L.1�&�.("#�9�#N�=!(-!��#"��;0.9�#�1#�r&�99�?���0
N�=N�9�#O��"�.�@G&$ rEKL 
 

 
 

�#���� 4 .��)���8.+.4�'�*&�"?. (a) 9�#�1#�r8.+��;L. 
%�� (b) 9�#O��" �.�@G&$  rEKL 1�99�#
�������L�+��!"$ P. pastoris ��0��-�.� 6.0 ���N"=
!���� /9:� 
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!, �'#(-O�8.+.4�'�*&� "? .9�#O�� "
�.�@G&$ rEKL �-�?���0.4�'�*&� 20 .+ ��G��G��! 
!�&�#M"#�1�-9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL @2=����+ 
1.95 '�?��"?.&������"# N�8����0.4�'�*&� 30 .+ �
�G��G��! !�&�#M"#�1�-9�19##&8.+�.�@G&$ 
rEKL !*+M/+ 89.33 '�?��"?.&������"# G/0+O�9�#
�2�.+��0@2=@&? �3F�@3"�&9�##��+���9�0��9(-
.��)���8.+.4�'�*&�"?.9�#O��"#��.&-�%���$
�3#"��2(+��0@2=9�?��@3%�=� �(L+��L .�1�3F�@3@2=�?���0
.4�'�*&� 20 .+ ��G��G��! �3F�!������0�'&��!&"?.
9�#�1#�r8.+��;L.&�99�?�9�#O��"�.�@G&$ rEKL 
N�8����0.4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! �3F�!������0
"#�1�-9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL @2=N�#�2(-��0!*+
9�?� 1/+�'&��%9?9�#�,�&�N�=N�9�#O��"�.�@G&$ 
rEKL G/0+.�1.)�-��@2=N�%+?8.+9�#%8?+8(�9(�
#�'�?�+9�#N�=!(-!��#"��;0.9�#�1#�r%��9�#N�=
!(-!��#"��;0.9�#!#=�+O��"O�(��$ �.91�9��L 9�#
��-�4&9#�-��9�#O��"��0.4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! 
�(+!�&�#M�,�@2=+?��9�?�%��!�L��3�;.+��(++��N�9�#
'�?.��s�#�--�=.�9�?���0.4�'�*&� 20 .+ ��G��G��! 
.�92=�� 2(+�(L� 1�9O�9�# /9:�.��)���8.+.4�'�*&�
"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL �-�?�.4�'�*&���0&����&
�'&��!&N�9�#O��" rEKL N�#����&���.� (#���
��0 3 %��#�����0 4) �;. 30 .+ ��G��G��!  

3.4 '��U�E�_'G'�	������	��'�`�� MF 	L'

���"��	�'�)*�
 rEKL 
� &;0 . � # �-�? ��� � . �  % � �.4�'�* &� ��0

�'&��!&"?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL %�=� 1/+
�,�9�# /9:�.��)���8.+.("#�9�#�"�&.�'�# MF "?.
9�#O��"�.�@G&$ rEKL ��;0.+1�93#�&���&���.���0
�"�&�+N�#�--&�O�"?.9�#�1#�r8.+��!"$ %��9�#
O��"�.�@G&$ rEKL �2��&;0.���&�8=&8=�8.+�&��

�.�N��L,�'&(9&��?�!*+1�!?+O�N'=�9�2���&�3F���:
"?.�G��$ N�8����03#�&���&���.���0"0,��9��@3.�1
@&?����+�."?.9�#�1#�r%��9�#�'��0���,�N'=�9�29�#
O��"#��.&-�%���$�3#"�� �2� +����1(���L�,�9�#%3#
O(�.("#�9�#�"�&.�'�# MF N�#�����0 4 N'=&��?�
��?�9(- 6.87, 10.32, 16.94 %�� 27.32 9#(&"?.�(0��&+ 
��0.4�'�*&� 30 .+ ��G��G��! %�����.� 6 �-�?���0�49
.("#�9�#�"�& �?� DOT .�*?N�#�2(-��0@&?1,�9(2 %��@&?
!�&�#M"#�1�-�&���.�N��L, �'&(9 (@&?@2=
%!2+O�) �(L+��L1�99�#��0�&���.���0�"�&�+@3N�M(+
'&(9M*9N�=1�'&2N��(��� 1/+.�19�?��@2=�?�.("#�
9�#N�= �&���.�&��?�N9�= ����+9(-.("#�9�#�"�&         
�&���.� 2(+�(L� ��0�����2���O�9�#�2�.+��0%"9"?�+
9(���0%"?��.("#�9�#�"�&1/+�3F�O���;0.+1�9.��)���
8.+.("#�9�#N�=�&���.�'#;..("#�9�#�"�&�&���.�
�2�"#+ .�?�+@#9s"�& ��0%"?��.("#�9�#�"�&�&���.�
N�=����N�9�#�������L�+@&?��?�9(� �2���0.("#�9�#�"�&
�&���.� 6. 87 %�� 16.94 9#(&"?.�(0 ��&+ N�=
#�������9�#�������L�+N9�=����+9(�3#�&�� 195 
�(0��&+ %"?��0.("#�9�#�"�&�&���.� 10.32 9#(&"?.
�(0��&+ �9�29#�%!@\\}�8(28=.+��0���� 171 �(0��&+ 1/+
"=.+'�429�#�������L�+ %����0.("#�9�#�"�&�&���.� 
27.32 9#(&"?.�(0��&+ 3#�&�"#8.+�L,�'&(9M/+3#�&�"#
!*+!42��02,�����9�#@2=��0���� 145 �(0��&+ 1/+"=.+'�42
9�#�������L�+  

�2��-�?��?��L,�'�(9�G��$%'=+�&;0.!�L�!42
9�#�������L�+��0.("#�9�#�"�&.�'�# MF ��0 6.87, 
10.32, 16.94 %�� 27.32 9#(&"?.�(0��&+ &��?����0&8/L�
1�93#�&�� 40 9#(&"?.��"# �3F� 68.27, 65.87, 92.42 
%�� 113.8 9#(&"?.��"# "�&�,�2(- [#*3��0 5(a)] %��
�&;0.��1�#����0#��������2���9(��-�?�9�#�"�&.�'�# 
MF 2=��.("#���0���0&8/L�1�!?+O�N'=9�#�1#�r8.+��;L.
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!*+8/L�  G/0 +!.2��=.+9(-9�##��+����0 9�? ���? �
���&!(&�(�)$#�'�?�+.("#�9�#N�=�&���.�9(-.("#�
9�#�1#�r�3F����&!(&�(�)$���+�!=�"#+ �2�.("#�9�#
�1#�r1����0&8/L�"�&.("#�9�#N�=�&���.� [20]  
 

 
 

�#���� 5 .��)���8.+.("#�9�#�"�&.�'�# MF "?.     
(a) 9�#�1#�r8.+��;L. %�� (b) 9�#O��"
�.�@G&$ rEKL 

 
!,�'#(-O�8.+.("#�9�#�"�&.�'�# MF 

"?.9�#O��"�.�@G&$  rEKL �-�?� �&;0.!�L�!42
9#�-��9�#�������L�+8.+9�#�2�.+��0�"�&.�'�# 
MF N�.("#� 6.87, 10.32, 16.94 %�� 27.32 9#(&"?.
�(0��&+ !�&�#M"#�1�-�?�9�19##&8.+�.�@G&$ 
rEKL @2= 3.63, 33.33, 123.33 %�� 9.53 '�?��"?.      
&����"# "�&�,�2(- [#*3��0  5 (b)] O�1�99�# /9:�
�-�?�N�9�#�"�&.�'�# MF 2=��.("#���0���0&8/L�1�
!?+O�N'=9�#O��"�.�@G&$ rEKL !*+8/L� �2���0.("#�

9�#�"�&.�'�# MF 6.87 %�� 10.32 9#(&"?.�(0��&+ 
�3F�.("#�9�#�"�&��0"0,�&�9.�1�9�29�#1,�9(2�&���.� 
G/0+!.2��=.+9(-O�9�# /9:�9�#�1#�r��0�=.�&�9 
!?����09�#�2�.+��0.("#�9�#�"�& 27.32 9#(&"?.
�(0��&+ �3F�.("#�9�#�"�&��0!?+�!#�&N'=��;L.&�9�#�"�-�"
2� .�?�+@#9s"�& �-9�#O��" rEKL @2=N�#�2(-"0,� G/0+
�;��( �@2= M/ +9 �# �9� 29�#%8? +8(�9(�N�9�#N�=
!�#.�'�#%����(++��#�'�?�+9�#�1#�r%��9�#
!#=�+O��"�(��$ 2(+�(L� 1�9O�9�# /9:�O�8.+.("#�
9�#�"�&.�'�# MF "?.9�#O��"�.�@G&$ rEKL �-�?� 
.("#�9�#�"�&.�'�# MF ��0&����&�'&��!&N�#���
�&���.���;0.N'=��;L.&�9�#O��"�.�@G&$ rEKL �;. 
16.94 9#(&"?.�(0��&+ 

�&;0."#�1!.-�L,�'�(9�&��94�%�����&
-#�!4�)�v8.+�.�@G&$ rEKL N��L,�'&(9 ��0@2=1�9
9#�-��9�#��0&�9�#��-�4&���.� 6.0 .4�'�*&� 30 
.+ ��G��G��! %��.("#�9�#�"�&.�'�# MF 16.94 
9#(&"?.�(0 ��&+ (!������0 �'&��!&"?.9�#O��"
�.�@G&$ rEKL) 2(+%!2+O�N�#*3��0 6 �-%M-�3#"��
G/0+&��L,�'�(9�&��94�3#�&�� 63 9���2��"(� 3#�9>
�(2�1�N��?�+%#98.+#���9�#O��" %��%M-�3#"��
2(+9�?��&����&�8=&�2�+N��?�+�=��8.+#���9�#
O��" G/0 +9�#3#�9>8/L�%��'��@38.+�3#"��
2(+9�?��@&?!(&�(�)$9(-9�#���0&8�L�8.+9�19##&8.+
�.�@G&$ rEKL .�?�+@#9s"�& &�9�#3#�9>8.+%M-
�3#"����0�L,�'�(9�&��94�3#�&�� 41-44 9���2��"(� 
"(L+%"?#�������9�#O��"��0 54.33 �(0��&+ (#���������0
�#�0&"#�1�-9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL N��L,�'&(9) 
%��%M-�3#"��2(+9�?��&����&�8=&&�98/L�1�!�L�!42
9#�-��9�# G/0+!.2��=.+9(-9�#���0&8/L�8.+
9�19##&8.+�.�@G&$ rEKL �2���2�?��3#"����0&�
�L,�'�(9�&��94�N��?�+ 41 M/+ 44 9���2��"(� ��0
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3#�9>8/L� �3F��.�@G&$ rEKL G/0+!.2��=.+9(-9�#
#��+��9?.�'�=���L�?��.�@G&$ rEKL N�#*3#��.&
-�%���$��0&�9�#O��"8/L��2��G��$�1=�-=��N�9�4?&�G��$
�*��#��."&��L,�'�(9�&��94�3#�&�� 41 M/+ 44 9���
2��"(� [2,3] 
 

 
 

�#���� 6 9�#O��"�.�@G&$ rEKL 8.+��!"$ P. pastoris ��0
.("#�9�#�"�&�&���.� 16.94 9#(&"?.�(0��&+ 
���N"=!���� /9:� %M���0 1 �;. �L,�'�(9
�3#"��&�"#��� (kDa) %M���0 2-9 �;. 
"(�.�?�+��0#�������9�#O��" 0, 30.33, 54.33, 
78.33, 102.33, 126.33, 150.83 %�� 174.92 
�(0��&+ "�&�,�2(- 

 

4. ��H�  
!������0�'&��!&N�9�#O��"�.�@G&$ rEKL 

N�#�����0 3 %�� 4 8.+9#�-��9�#�������L�+%--
�#(L+�#���2� P. pastoris �;. ���.� 6.0 .4�'�*&� 30 
.+ ��G��G��! �2�N�=.("#�9�#�"�& MF 16.94 9#(&"?.
�(0��&+ �&;0.N�=����N�9�#�������L�+#�& 175 �(0��&+ 
��;L.&�9�#O��"�.�@G&$ rEKL ��0&��?�9�19##&!*+M/+ 
123.33 '�?��"?.&������"# '#;.��2�3F��?�9�19##&
�.�@G&$1,�������?�9(- 421.23 '�?��"?.&����9#(&

�3#"�� �2���2�?��.�@G&$ rEKL ��0O��"@2=&��L,�'�(9
�&��94�3#�&�� 41-44 9���2��"(� 
 

5. ��		���������� 
� � � O*= �� 1( � 8 . 8 . - �4 � 9 . + �4 � �� 1( �

&'�������( �)##& �!"#$  (3�  2553)  ��0 N'=�4�
!�( - !�4 � 9 � # �, � �� 1( � � � # + 9 � # ��L  � � � �� � �
��������������� �������� �!"#$%����������� 
&'�������(�)##& �!"#$ ��0!?+�!#�&-4���9#N�!(+9(2
N'=@2=�,�+����1(� %��'=.+3>�-("�9�#\�*..�#!�G�"$
%� ��* �� ! � 3 9�"#&� � " . #$  � � � �� � � � � &�  ���
�� � � �  �!" #$ % � � � � � �� �� ��  &' � �� � � � �( � 
)##& �!"#$ N�9�#.�4��#��'$N'=N�=��#;0.+!�39�"#-
\�*..�#&��".#$N�9�#����#��'$9�19##&8.+�.�@G&$ 
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