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ABSTRACT 

Genome modifications of several E. coli strains have been done for many specific 

purposes, such as for DNA cloning and gene expression. Recently, multifunctional strains were 

constructed in which blue/white screening to select cloned gene, simultaneously with tight regulation 

for protein expression can be performed. Unfortunately, the lacIq promoter carried by those strains is 

not sufficient to minimize leaky transcription when using pUC-based plasmids. To overcome this 

problem, we constructed a new multifunctional E. coli strain which contains all of the essential 

properties for DNA cloning and protein expression, but in which the leaky transcription is completely 

controlled. The ability to perform in vivo homologous cloning was conserved from the parental strain, 

the lacIq1∆ZM15 genotype was modified and a T7 RNA polymerase was added. In this study, the 

genome of the K-12 strain DH10B was modified using the λ red recombination system in which the 

selectable and counter-selectable markers were incorporated. After successful modification, the new 

strain DH10B3054 exhibited tight control of gene transcription under a lac promoter in pUC-based 

plasmids as demonstrated by its superior resistance to a lethal gene, ndd.  The α-complementation could 

be achieved by deletion of the residue 2-42 in the lacZ gene. However, the new strain showed lower 

complementation of β-galactosidase. Unfortunately, the T7-based system was unable to control gene 

expression, leading to severe leaky expression of the egfp gene, although such expression could still be 

controlled by glucose. Furthermore, in contrast to the parental DH10B strain the new strain was unable 

to perform in vivo cloning, in spite of no significant changes being detected in other parts of its genome. 

These unexpected results might be considered in the future for reconstruction of the gene cassettes to 

further improve bacterial cell properties for specific purposes. 
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บทคดัยอ่ 

 สายพนัธ์ุของแบคทีเรีย E. coli โดยส่วนใหญ่ในปัจจุบนัเกิดจากการดดัแปลงจีโนมเพืÉอ
ประโยชนใ์นการโคลนดีเอน็เอและผลิตโปรตีน ซึÉง E. coli เหล่านีÊ มีคุณสมบติัในการคดัเลือกโคลนดีเอน็เอ
โดยวิธีคดัเลือกโคโลนีนํÊาเงินหรือขาว (blue/white screening)  และป้องกนัการแสดงออกของยีนก่อนเวลา
ทีÉเหมาะสม อย่างไรก็ตามสายพนัธ์ุของ E. coli ทีÉมีในปัจจุบนัยงัมีคุณสมบติัไม่เพียงพอต่อการควบคุม
แสดงออกยีนจากพลาสมิดทีÉมีหลายโมเลกลุต่อเซลล ์(pUC-based plasmid) เพืÉอปรับปรุงคุณสมบติัดงักล่าว
ผูว้ิจยัจึงคิดสร้าง E. coli สายพนัธ์ุใหม่ทีÉมีคุณสมบติัเป็นพนัธ์ุอเนกประสงคเ์พิÉมเติมจากทีÉกล่าวมาขา้งตน้ 
กล่าวคือสามารถผลิตโปรตีนโดยใช ้T7 RNA polymerase รวมถึงควบคุมการแสดงออกของยีนจาก pUC-

based plasmid และเชืÉอมชิÊนส่วนดีเอ็นเอทีÉตอ้งการเขา้กบัดีเอ็นเอพาหะไดใ้นเซลล์ (in vivo cloning) 

หลงัจากทาํการดดัแปลงโครโมโซมเสร็จสิÊนโดยใช้ระบบของไวรัส λ ทาํให้ E. coli สายพนัธ์ุใหม่ 
(DH10B3054) ทีÉไดส้ามารถควบคุมการแสดงออกของยีนไดเ้ป็นอย่างดีใน pUC-based plasmid แต่ยีนนัÊน
ตอ้งแสดงออกผ่าน lac promoter ไม่ใช่ T7 promoter แบคทีเรียยงัคงความสามารถในการคดัเลือกโคลนดี
เอ็นเอโดย blue/white screening ได้ แต่การแสดงออกของยีนทีÉให้เอนไซม์ β-galactosidase ตํÉาลง 
นอกจากนีÊความต่างทางดา้นส่วนประกอบของจีโนมทาํใหป้ริมาณโปรตีนทีÉผลิตไดใ้นสายพนัธ์ุใหม่โดยใช ้
T7 RNA polymerase นอ้ยกว่าใน BL21(DE3) อย่างไรก็ตาม DH10B3054 สูญเสียความสามารถในการทาํ 
in vivo cloning โดยทีÉไม่พบความเปลีÉยนแปลงทีÉสาํคญัในส่วนอืÉนของจีโนม จึงยงัไม่มีเหตุผลอธิบายแน่ชดั
วา่เป็นเพราะสาเหตุใดและจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไปในอนาคตหรือปรับปรุงชุดยีนใหม่เพืÉอปรับปรุงสาย
พนัธ์ุใหดี้ยิÉงขึÊน 
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