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 Penicillium marneffei เปนเชื้อรากอโรคชนิดฉวยโอกาสที่มีรูปราง 2 แบบ คือ รูปรา
สายที่ 25 องศาเซลเซียส และรูปสาที่ 37 องศาเซลเซียส  เชื้อนี้เปนสาเหตุของโรค penicilliosis 

marneffei ซ่ึงเปนโรคที่ติดเชื้อในระบบน้ําเหลือง พบอุบัติการณการติดเชื้อนี้มากในเขตที่มีการ
ระบาดซึ่งจําเพาะในเอเชียตะวันออกเฉียงใตและทางใตของประเทศจีน โดยพบควบคูไปกับการติด
เชื้อเอชไอวี  ไดมีการศึกษาทางโมเลกุลของเชื้อนี้มากขึ้นตั้งแตป ค.ศ. 2000 อยางไรก็ตาม ยังไม
ทราบบทบาทของโปรตีนฮีทช็อคและโปรตีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองตอสภาวะความเครียด
ของเชื้อ P. marneffei  การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อ ทําการแยก ศึกษาคุณลักษณะ และ
วิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนฮีทช็อค 70 ของเชื้อ P. 
marneffei  
 การตรวจคัดกรองหาโคลน คอมพลีเมนตทารีดีเอนเอ (cDNA) ที่กําหนดการสรางโปรตีน
ฮีทช็อค 70 จาก cDNA library ซ่ึงสรางขึ้นจาก P. marneffei ที่อยูในรูปสา โดยใชสวนของยีน 

P. marneffei hsp70 (clone H3) เปนตัวตดิตาม  ปรากฏสัญญาณที่ใหผลบวกทั้งหมด 21 

ตําแหนง ซ่ึงไดนําไปตรวจคดักรองตอไปดวยวิธี PCR โดยใชคูของ primers T7 และ H70-2 เพื่อ
หาโคลนที่คาดวามีความยาวสมบูรณ  พบ 1 โคลนชื่อ ph20 จึงทําการแยกและศึกษาคุณลักษณะ
ไดผลความยาวของยีน hsp70 สมบูรณขนาด 2,204 นิวคลีโอไทด โดยมีชวงเปดของยีนสําหรับ
การสรางโปรตีนจากตําแหนง ATG จนถึง TAA ขนาด 1,911 นิวคลีโอไทด  ซ่ึงกําหนดเปนรหัส
ของโพลีเปปไทดจํานวน 636 กรดอะมิโน โดยคํานวณน้าํหนักโมเลกุลได 69.5 กิโลดาลตัน และม ี
pI เทากับ 5.03  โคลน ph20 ประกอบดวยสวนปลาย 5’ และ 3’ ซ่ึงไมถูกแปลงเปนกรดอะมิโน
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ขนาด 96 และ 201  นิวคลีโอไทดตามลําดับ  สวนของยีน hsp70 ที่กําหนดการสรางโปรตีนมี 
intron ที่มีขนาดตางกันแทรกอยู 2 ทอน โดย intron I มีขนาด 57 นิวคลีโอไทด และ intron II มี
ขนาด 198 นิวคลีโอไทด  ซ่ึงคั่นกลางดวย microexon ขนาด 3 นิวคลีโอไทด การเปรียบเทียบใน
ระดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม ClustalW และการทํา phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม 
MEGA3 แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนของโปรตีนฮีทช็อค 70 ของเชื้อ P. marneffei จัดอยูในกลุม
ของ cytosolic Hsp70 ซ่ึงมีความสัมพันธใกลชิดกับเชือ้รา Aspergillus nidulans  จากการศกึษา
โดยวิธี Southern blot analysis แสดงใหเห็นวาพันธุกรรมของเชื้อ P. marneffei มีจํานวนชดุ
ของยีน hsp70  ที่กําหนดการสรางโปรตีนฮีทช็อค 70 มากกวา 1 ชุด 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน hsp70 ใน P. marneffei โดยวิธี Northern blot 

analysis พบการสะสมของ RNA transcript ใน conidia ซ่ึงเปนสภาวะสงบของเชื้อ   แตในขณะ
ที่เชื้อมีการเจรญิเปนสายรา ที่ 25 องศาเซลเซียสจะพบการลดลงของ RNA transcript ยกเวนที่
เวลา 48 ช่ัวโมง พบการเพิม่ขึ้นของ RNA transcript เล็กนอยในการตอบสนองตอการเปลี่ยนรูป
จาก conidia หรือสายราเปนสาที่ 37 องศาเซลเซียส  การเพิ่มอุณหภูมิจาก 37 เปน 39 องศา-
เซลเซียส ทําให RNA transcript เพิ่มขึ้นอยางมากภายใน 30 นาท ี แตอยางไรกต็าม สภาวะทีม่ี
ความรอนรุนแรงที่ 42 องศาเซลเซียส พบปริมาณของ RNA transcript ในระดบัต่ํา  การศกึษา
กระบวนการของอารเอนเอในระหวางการเปลี่ยนรูปเปนสภาวะผูยอยสลาย (saprobic) หรือ 
สภาวะปรสิต (parasitic) ในหลอดทดลองโดยวิธี RT-PCR พบ mRNA ที่สมบูรณปริมาณมาก 
และพบ unspliced hsp70 mRNA ในปริมาณเล็กนอยระหวางที่เชื้อมีการเปลี่ยนรูป จากการหา
ลําดับของดีเอนเอของทอนที่มี intron นี้  พบเพียง  intron II ของยีน hsp70 

โดยสรุปไดทําการแยกและศกึษายนี hsp70 จากเชื้อ P. marneffei โดยลักษณะโครงสราง
ของยีนมีความเหมือนกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน  และมีลักษณะจําเพาะคือ พบ microexon ที่มีขนาด 3 นวิ-

คลีโอไทด ซ่ึงมี intron ทั้งสองขนาบขาง  การเปรียบเทยีบในระดับกรดอะมิแสดงใหเห็นวาโปรตีน
ฮีทช็อค 70 ของเชื้อ P. marneffei จัดอยูในกลุมของ cytosolic Hsp70 ของเชื้อรา การศึกษาโดย
วิธี Southern blot analysis แสดงใหเหน็วาพนัธุกรรมของเชื้อ P. marneffei มีจํานวนชุดของยีน 
hsp70  มากกวา 1 ชุด  จากผล RT-PCR พบการสะสมของ RNA transcript ของยีน hsp70 ใน
ระหวางทีเ่ชื้อมีการเปลี่ยนรูปเปนสายราหรือสา ซ่ึงสวนมากจะพบ mRNA ที่สมบูรณ และสวน
นอยเปน intron II-unspliced hsp70 mRNA  จากผล Northern blot analysis แสดงใหเหน็
การแสดงออกของยีน hsp70 ในระหวางที่มีการเปลี่ยนรูปเปนสา  โดยจะพบการแสดงออกเพิ่มขึ้น
มาก ในระหวางที่มีการเพิ่มอุณหภูมิจาก 37 เปน 39 องศาเซลเซียส  จากผลทั้งหมดนี้แสดงใหเหน็
วาโปรตีนฮีทช็อค 70 อาจมีบทบาทที่สําคัญในการตอบสนองตอความเครียด และการปรับตัวของ
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เชื้อในระหวางที่มีการเปลี่ยนรูปเปนสา  นอกจากนี้ยังอาจเปนปจจัยทีก่อใหเกิดความรุนแรงของเชื้อ
โดยการทําใหเชื้อรอดชีวิตในอยูในเซลลเจาบานที่ 39 องศาเซลเซียส 
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Abstract 
 

Penicillium marneffei is an opportunistic dimorphic fungus that has two 

forms: a saprobic mycelial form at 25oC and a parasitic yeast form at 37oC.  It is the 

etiological agent of penicilliosis marneffei, the disease involving infection of the 

reticuloendothelial system.  The infection has become more prevalent in the endemic 

areas, that restrict in Southeast Asia and Southern China, paralleling with the onset of 

HIV infection.  Molecular studies of this fungus have been more frequent since 2000.  

However, the role of heat shock proteins (Hsps) and stress response-related proteins 

of P. marneffei is still unknown. The aim of this investigation was to isolate, 

characterize and analyse the differential expression of a gene encoding Hsp70 from 

P. marneffei. 

Clones containing complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) encoding 

Hsp70s were isolated by screening a yeast-phase expression cDNA library of P. 

marneffei with a fragment of the P. marneffei hsp70 gene (clone H3) as a probe.  

Twenty-one positive signals were screened further for a putative full length clone by 

PCR using a pair of T7 and H70-2 primers.  A full length 2,204-nt hsp70 cDNA 

clone, ph20, was isolated and characterized.  An open reading frame of hsp70 

composed of 1,911 nucleotides was delimited by the well-known start (ATG) and 

stop (TAA) codons.  The polypeptide consisted of 636 amino acids and had a 

calculated molecular mass of 69.5 kDa and a pI of 5.03.  The clone ph20 contained 

96 and 201 nucleotides of 5’ and 3’ untranslated regions, respectively.  The coding 
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region of a P. marneffei hsp70 gene was interrupted by two sections of different base 

length: 57 (intron I) and 198 (intron II) nucleotides.  These flanked the 3-nt 

microexon.  Comparison of amino acids using ClustalW and construction of a 

phylogenetic tree using MEGA3 program revealed that deduced amino acids of P. 

marneffei Hsp70 could be grouped in the fungal cytosolic Hsp70 family, with the 

closest relation to Aspergillus nidulans.  Southern blot analysis of the genomic DNA 

suggested that the genome of P. marneffei contains more than one copy of the hsp70 

gene that encodes cytosolic Hsp70s. 

Differential expression of the hsp70 gene in P. marneffei was demonstrated 

by Northern blot analysis.  The hsp70 transcript accumulated in conidia (the dormant 

form of the organism). The hsp70 transcript was downregulated during the 

development to mycelial phase at 25oC, except at 48 h. The transcript was slightly 

upregulated in response to the yeast phase transition at 37oC from conidia or mycelia 

of P. marneffei.  The hsp70 transcripts became rapidly abundant upregulated within 

30 minutes after the temperature rose from 37oC to 39oC. However, a severe heat 

shock condition of 42oC resulted in lowering the hsp70 transcript.  Analysis of hsp70 

mRNA processing during saprobic and parasitic phase transition in vitro by RT-PCR 

showed an abundant band corresponding to the mature mRNA and a small population 

of unspliced hsp70 mRNA.  The DNA sequence analysis of this intron-containing 

fragment showed that it contained only intron II of hsp70 gene. 

In conclusion, hsp70 gene from P. marneffei could be isolated and 

characterized.  The structure of P. marneffei hsp70 was similar to other organisms, 

with a unique sequence of 3-nt microexon that flanked with two introns.  Comparison 

of amino acids revealed that P. marneffei Hsp70 was grouped in the fungal cytosolic 

Hsp70s.  Southern blot analysis suggested that the genome of P. marneffei contains 

more than one copy number of hsp70.  From RT-PCR analysis, large population of 

mature mRNA and small population of intron II-unspliced hsp70 mRNA were 

accumulated during phase transition.  Northern blot analysis indicated that the 

expression of hsp70 was generally upregulated during the yeast phase transition, with 

abundant upregulated during temperature increase from 37oC to 39oC.  These results 

indicated that Hsp70 may play an important role in environmental stress response and 
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adaptation of P. marneffei during yeast phase transition.  It may also be a putative 

virulence factor of P. marneffei for cell survival at 39oC in the host cells. 
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