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บทคัดยอ 

 
 จากการศึกษาวิถสีังเคราะหแอนโทไซยานนิในดอกปทุมมามา (Curcuma spp.) โดยการ

แยกยีน Dihydroflavonol 4-reductase (dfr) และ Anthocyanin synthase (ans) จากสวนกลบี

เทียมของปทุม ซึ่งยีนทั้งสองมีบทบาทสําคัญในวิถีดังกลาว พบวาสามารถแยกยีนทั้ง 2 ได ชิ้นสวน

ของยนีที่มขีนาด 500 และ 850 คูเบสตามลําดับ  จากการเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของยีนทั้ง

สองพบวา ชิ้นสวนของยีน dfr ของปทมุมาคลายกบัยีน dfr ใน Lilium hybrid 65% ในขณะที่ยนี 

ans คลายกบัยีน ans ใน Anthurium andraeanum 96%   และจากการตรวจสอบหนาทีข่องยนี

ทั้งสองโดยโคลนเขาสูพลาสมิดเวคเตอร pBI121 ในทิศทาง antisense แลวสงถายเขาสูเนือ้เยือ่พิ

ทูเนยีและปทุมมาดวยเทคนคิ Agrobacterium transformation  พบวาสามารถลดการแสดงออก

ของยนีทั้งสองในพิทเูนยีได  
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คํานํา 
 
 ไมตัดดอกเปนสินคาสงออกประเภทหนึ่งของประเทศไทยทีส่รางมูลคาหลายรอยลาน
บาท ปทุมมา(Curcuma Spp.) เปนหนึ่งในจํานวนไมดอกหัวที่ทํารายไดสูง เมือ่เทียบกับไมดอก

หัวอื่นๆ เชน วานนางคุม วานมหาลาภ วานมหาโชค ปทุมมากําลังไดรับความนิยมอยางสูงใน
ตลาดตางประเทศโดยมีมูลคาการสงออกประมาณ 30 ลานบาท (พ.ศ.2542) ซึ่งเปนอนัดับสอง
รองจากกลวยไม โดยมีตลาดการสงออกหลักคอื ญี่ปุน, จีน, เกาหลี, ไตหวัน, เนเธอรแลนด, 
อเมริกา, ออสเตรเลยี และนิวคาลิโดเนยี  ปทุมมาเปนพชืมีหัวซึ่งทําหนาทีส่ะสมน้ําและอาหารทํา

ใหเก็บรักษาและขนสงไดงาย อายุในแจกันเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีสวนสําคัญในการทําใหดอก
ปทุมมาไดรับความนยิม นอกจากนี้ปทุมมาถูกนํามาใชเปนพชืหลักในการพัฒนาพืชสกุลขมิน้ 
เนื่องจากมีลักษณะดีหลายประการ เชน ทรงตนขนาดใหญ ชูชอดอกเดนสงาเหนือทรงพุม แตก

กอดี แมมขีอเสียที่การมีสเีขยีวแตมทับสมีวงชมพูที่บริเวณปลายประดับสวนบน ซึ่งทําใหมี
ลักษณะคลายการเหี่ยว การปรับปรุงพันธุเพื่อแกไขขอเสียดังกลาวจะทําใหปทุมมาไดรับความ
นิยมสูงขึ้น 

 ในวงการไมดอกซึ่งเปนไมแฟชั่นนั้น ไมมีไมชนดิไหนที่จะอยูในความนิยมเปน
เวลานานจึงควรเรงรัดการปรับปรุงพันธุใหไดพันธุใหมๆ  อยางตอเนือ่ง แตการปรับปรุงพันธุโดย
วิธธีรรมชาต ิ หรอืการใหมนุษยชวยในการผสมพันธุนั้นตองใชทุน เวลาและแรงงานจํานวนมาก  
จึงเปนที่นาสนใจที่จะนําเทคนิคทางพันธุวิศกรรมมาใชในการปรับปรุงสดีอก เพือ่เพิ่มมูลคา

ใหกับดอกปทุมมา  
 เนื่องจากมีรายงานมากอนแลววาแอนโทไซยานินเปนรงควัตถุทีท่ําใหเกิดสีทีต่างกันใน
ดอกไม ดั้งนั้นในการวิจัยนี้ ไดใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมแยกยนีที่เก่ียวของกับกระบวนการ

สังเคราะหแอนโทไซยานินในดอกปทุมมา เพื่อนํามาศึกษาคุณสมบัติ และหากสามารถแยกยีนที่
เก่ียวของกับกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานินไดแลว อาจจะนํายีนที่ไดไปปรับปรุงสดีอก
โดยการเปลีย่นแปลงสขีองดอกของปทุมมาเองหรอืสขีองดอกไมชนดิอื่นตอไป 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 
1. เพื่อแยกยนี Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) และ Anthocyanin synthase 

  (ANS) จากดอกปทุมมา (Curcuma Spp.) 

2. เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดของยนีทีส่ามารถแยกได และวิเคราะหยีนกับฐานขอมูลใน 
Gene bank 

3. ตรวจสอบหนาที่ของยนีทั้งสองในระดับการ Transcription 
 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
1. ทราบถึงแบบแผนการแสดงออก บทบาทและหนาทีข่องยีนที่เก่ียวของกับการสังเคราะห

แอนโทไซยานนิในดอกปทุมมาและใชเปนแนวทางการปรับปรุงสดีอกปทุมมา 

2. พัฒนาองคความรูเกี่ยวกับชีวสังเคราะหแอนโทไซยานินในดอกปทุมมา 
3. เกิดความรวมมอืระหวางบุคลากรตางสถาบันในการทําวิจัยที่ยั่งยนื 
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ตรวจเอกสาร 
 

 
 

ภาพที1่: ปทมุมาพันธุเชียงใหม 

ที่มา: http://www.doae.go.th/plant/patumma.htm 

 
  

ปทุมมา  จัดเปนพืชในวงศ  Zingiberaceae  ซึ่งเปนวงศเดียวกับขิงและขา  อยูใน

สกุล Curcuma  มีถิ่นกําเนดิอยูในแถบประเทศอนิโดจีน  พมา และไทย  สําหรับในประเทศไทย
จะพบเห็นปทุมมาไดแทบทุกภาคของประเทศ  โดยเฉพาะในเขตภาคเหนอืและภาค

ตะวันออกเฉยีงเหนอืจะมีความหลากหลายของสายพันธุมากที่สดุ ซึ่งจากรายงานพบวามี
ประมาณ 70 ชนดิ เฉพาะในประเทศไทยพบประมาณ 30 ชนดิ จึงนับไดวาประเทศไทยเปน
แหลงพันธุกรรมของไมดอกสกุลขมิ้นที่มีความหลากหลายมาก   
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1. ลักษณะทางพฤกษศาสตรของปทุมมา (Cucurma spp.) 

 

 ปทุมมา  (cucurma spp.)เปนพืชใบเล้ียงเดีย่วที่มีลําตนสะสมอาหารอยูใตดินแบบ 
เหงา  สวนลําตนเหนอืดินหรือลําตนเทียมนั้น เกิดจากกาบใบที่หอตัวกันแนน ปทุมมาเปน 
ไมหัวมีการเจริญเติบโตทางลําตนและใหดอกในชวงฤดฝูนราวเดอืนมถิุนายนถึงเดือน

กันยายน  จากนั้นจะทิ้งใบจนหมดแลวพักตัวอยูในดินตลอดชวงฤดหูนาวราวเดือนธนัวาคมถึง
เดอืนกุมภาพันธ   เมื่อถึงฤดูฝนประมาณเดือนเมษายนก็จะเจริญเติบโตออกดอกอีกครั้ง  ดอก
ปทุมมามีรปูทรงสงาและมีสสีันสวยงาม   เปนทีป่ระทับใจและชื่นชอบของชาวตางประเทศจนได

สมญาวา สยามทิวลปิ (Siam Tulip) นอกนีป้ทุมมายงัไดรับการสงเสริมใหเปนไมตดัดอกและ
เก็บหัวพันธุเพื่อสงไปขายยังตางประเทศ ไมในสกุลนีแ้บงออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คอื 

 

1.1 กลุมปทมุมา  พบไดทั่วไปในเขตภาคตะวันออกเฉยีงเหนอื  ตามเขตชายแดนไทย-ลาว 

และตามเขตชายแดนไทย-เขมร  สวนใหญมักพบอยูตามทุงหญาที่โลงแจงบริเวณชายปาเบญจ
พรรณหรือบรเิวณชั้นลางของปาเต็งรัง  ลักษณะชอดอกในกลุมปทุมมาจะแทงชอดอกออกมา
จากสวนกลางของลําตนเทยีม  กานชอดอกยาวตรง  ดอกจริงมีสีมวงหรือสีมวงออน  ไมในกลุม

นี้มีหลายชนดิทีส่ามารถนํามาผลิตเปนไมตดัดอก ไมกระถาง และไมประดับแปลง  เชน ปทุมมา 
บัวสวรรค บัวลายปราจีน บัวลายลาว เทพรําลึก ทับทิมสยาม ชอมรกต และปทุมรตัน  เปนตน  

 

1.2 กลุมกระเจียว  กลุมนี้มีอยูหลายชนดิพบไดทั่วทกุภาคของประเทศไทย  ชนดิที่พบขึ้นใน
ที่โลงแจงมักจะมีลักษณะใบหนา มีขนมาก  สวนพวกที่พบขึ้นในปาชื้นมักจะมีลักษณะใบ

บาง  ลักษณะของชอดอกจะเปนทรงกระบอก  อาจแทงชอดอกขึน้มาจากเหงาโดยตรงหรือออก
จากทางดานขางของลําตนเทียม  ดอกจริงมีสีขาวหรอืเหลือง  หลายชนดิในกลุมนีส้ามารถผลติ
เปนไมตดัดอก ไมกระถางไดเชนกัน  ที่สําคัญไดแก  บัวชั้น  กระเจียวสม  พลอยไพลิน  พลอย

ทักษิณ  และพลอยชมพู  เปนตน 

  

2.  flavonoids 

 

โดยปกติในพืชชั้นสูงจะมีการสังเคราะหสารทุติยภูมหิลายชนดิ เชน phenolics 
,alkaloids และ terpenoids  ซึ่ง phenolics จัดเปนสารทตุิยภูมทิี่พบมากที่สดุ และมี
สวนประกอบเปนวงแหวนอะโรมาติก  ตัวอยางของสารประกอบ phenolics  เชน phenols, 

phenylpropanoid, flavonoids, tannins และ quinones (Kaufman et al.,1999) flavonoids มี
บทบาทสําคัญตอการดํารงชีวิตของพืช  anthocyanins เปนรงควัตถทุี่จัดอยูในกลุมของ 
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flavonoids พบในแวคิวโอลและในเนื้อเยือ่ดอก และใบของพืช anthocyanin พบมากในแวคิวโอ
ลของกลีบดอก (petal)  เปนรงควัตถุทีท่ําใหเกิดสีทีแ่ตกตางกันในพืชผัก ผลไม และดอกไม 

(Martin และ Gerats 1993; Toguri et al., 1993)  flavanones เปนสารในกลุมของ flavonoids 
ที่ทําใหรสชาตขิองผัก และผลไมตางกัน (Bohm 1986 และ Horowitz 1986) ตัวอยางของ 
flavanones เชน naringin และ poncirin พบในผลองุน, สมเปรีย้ว และสมโอ ทําใหผลไมเหลานี้

มีรสขม  flavonols จัดอยูในกลุมของ flavonoids เชนกันซึ่งจะชวยดึงดดูแมลงตางๆ เพือ่การ
ถายละอองเรณู และยังชวยปกปองอันตรายของใบจากรังสีอุตราไวโอเลต (Brouillard และ 
Dangles 1993) นอกจากน้ี flavonols มีบทบาทในการสืบพันธุของพิทูเนยี (Petunia hybrida) 
โดยเกีย่วของกับการเจริญของละอองเรณู (Miller et al.,1999) flavonoids ชนดิอืน่ๆ เชน  

isoflavones เปนสารประกอบทีส่งสัญญาณระหวางรากพืช และแบคทีเรยีในดินทีส่ามารถตรึง
ไนโตรเจนได  

 

นอกจากสารทุตยิภูมิจะมีประโยชนตอพชืแลวยังมปีระโยชนตอมนษุยในทาง
การแพทยอีก เชน anthocyanins มีคุณสมบัติเปน antioxidant (Cody et al.,1986) ซึ่งการ
บริโภคผัก และผลไมที่ม ี anthocyanins สูงจะชวยปองกันโรคหัวใจ และหลอดเลอืด นอกจากนี้ 

anthocyanins ยังชวยลดการเกิด low-density lipoprotein (LDL) cholesterol (Cody et 
al.,1986,1988) flavonoids ชนิดอื่นๆยังชวยปองกันการแข็งตัวของเลอืด และปกปองอันตราย
ของเซลลจากสารกอมะเร็ง (Habtemariam 1997, 2000) 

 

3. โครงสรางพื้นฐานของ flavonoids และ anthocyanins 

โครงสรางพ้ืนฐานของ flavonoids ประกอบไปดวยคารบอน 15 อะตอม (C6-C3-C6) 
ซึ่งมีวงแหวนอะโรมาติก2 วง (วงแหวน Aและ B) ขนาบขางวงแหวนวงกลางซึ่งสวนใหญอยูใน
รูปเฮเทอโรไซเคิล ยกเวน chalcones และdihydrochalcones  (Mcintosh 1990) การรวมของ

หมูไฮดรอกชิล, น้ําตาล, ออกซิเจน, หมูเมทธิล และอื่นๆทีต่ําแหนงคารบอนในระหวางปฏิกิรยิา
ดดัแปลง ทําใหเกิด flavonoids หลายชนิด เชน flavones (apigenin และ luteolin), flavonols 
(keampferol, myricetin และquercetin), flavanones (hesperetin และ naringenin), 
isoflavones (genistein และ daidzein) สวนโครงสรางพ้ืนฐานของ anthocyanins นั้น

ประกอบดวยโครงสรางของ 2-phenylbenzophyrylium (flavylium)(Kuhnau, 1976) สารในกลุม
ของanthocyanins มีประมาณ 200 หรือมากกวา 200 ชนดิ (Parkinson และ Brown, 1981)  
pelargonidin, cyanidin และdelphinidin คือ anthocyanins ที่เกดิจากปฏิกิรยิา hydroxylation, 

O-methylation, glycosylation และ acylation ซึ่ง anthocyanins เหลาน้ีจะมีโครงสราง

คลายๆกนั ตางกันที่วงแหวน B ดังภาพที่ 2 
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ภาพที ่2: แสดงโครงสรางพื้นฐาน และโครงสรางเม่ือเกิดปฏิกิรยิาดดัแปลงของ

flavonoids  และ anthocyanins 

ที่มา: http://www.hort.purdue.edu/rhodcv/hort640c/secprod/se00012.htm 
 

 

4.    ปจจยัซึ่งมีผลเกี่ยวของกับการกําหนดสีในพชื 

 

  การสะสมของสารกลุมเมด็สีในอัตราสวนทีแ่ตกตางกัน ในบริเวณสวนตางๆของ
พืช จะมีผลตอการใหสีทีแ่ตกตางกันออกไป สารกลุมเม็ดสี ไดแก Flavonoids ซึ่งรวมถึง 

anthocyanins, carotenoid และ betalain สารประกอบสองกลุมแรกจะพบอยูทั่วไป สวน 
betalain จะพบเฉพาะใน Caryphyllales, Amaranthus และบีท และไมพบเม็ดสีนีอ้ยูรวมกับ 
anthocyanins อยางไรก็ตามยังมปีจจัยแวดลอมอื่นๆ ก็สงผลตอการมองเห็นสขีองดอกไม
เชนกัน การรวมไอออนของธาตุโลหะและเมด็สีรวม เชน Flavonol และ Flavones จะมีผลตอ

การเปลีย่นสีของ anthocyanins โดยจะทําใหเกิดการสะสมเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีความ
เสถยีร และสงผลใหสดีดูกลืนแสงไดดขีึ้นจึงเปนการเพิ่มความเขมสี  นอกจากนี้คาพีเอชในแวคิว
โอลมผีลในการกําหนดเฉดสขีองดอกไมดวย ในพืชหลายชนดิพบวาดอกไมเมือ่อายุมากขึ้น จะมี

คาพีเอชสูงขึ้น และสงผลใหเกิดสีโทนฟาเพ่ิมขึ้น โดยทีป่ริมาณเมด็สีไมเปลีย่นแปลง (กนกพร 
2545)  ยังมีรายงานถึงพิทูเนยีกลายพนัธุซึ่งสงผลใหดอกมีสโีทนน้ําเงิน เมือ่คาพีเอชของกลีบ
ดอกที่เพิ่มขึ้นแตสวนประกอบของ anthocyanins ไมเปลีย่นแปลงเชนเดยีวกัน (Houwelingen 

et al.,1998) จะเห็นไดวาปจจัยที่มีผลตอการควบคมุคาพีเอชในแวคิวโอลน้ันมทีั้งปจจัยทาง
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สภาวะแวดลอมและทางพันธุกรรม รปูรางของเซลลซึ่งสะสม anthocyanins นั้นก็มีผลตอการ
มองเห็นสีกลีบดอกของ Antirrhinum majus ในตนปกติพบวาเซลลเอพิเดอรมสิชั้นในมีลักษณะ

เปนรปูกรวย ซึ่งจะดูดกลืนแสงไดดีกวาเซลลแบนราบในตนพืชกลายพันธุ (Noda et al., 1994) 
 

5. ชีวสังเคราะห flavonoids และ anthocyanins 

 

ชีวสังเคราะห flavonoids และ anthocyanins สรปุไดดังภาพที่ 3 คือ ขั้นตอนแรกที่เขา

สู ชีวสังเคระห flavonoids เกิดจากการกระตุนใหรวมตัวกันของ molonyl CoA 3 โมเลกุล และ 
p-coumaroyl CoA 1 โมเลกุล โดยใชเอนไซม chalcone synthase (CHS) ใหผลผลิตเปน 

naringenin chalcone ซึ่งมีสีเหลอืง ขัน้ทีส่องเปนการทาํ isomerization ของ chalcone โดย
เอนไซม chalcone isomerase (CHI) ใหผลผลติเปน naringenin flavanone ที่ปราศจากสี 
หลังจากนั้นจะมีการเติมหมูไฮดรอกซ่ี (OH) ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 โดยเอนไซม flavanone 3 

– hydroxylase (F3H) ใหสารกลุม dihydroflavonol คือ dihydrokaempferol (DHK) 
สารประกอบน้ีอาจไดรับการเติมหมูไฮดรอกซี่ ที่ตําแหนงตางๆ เพิ่มเติม โดยเอนไซม flavonoid 
3’- hydroxylase (F3’ H) และ flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’ 5’H)  และใหสารประกอบกลุม 
dihydroflavonol ชนดิอื่นเพิ่มเติม ไดแก dihydroquercetin (DHQ) และ dihydromyricetin 

(DHM) จํานวนหมูไฮกรอดซี่บนวง B นี้มีบทบาทสําคัญตอการเกดิเมด็สีทีแ่ตกตางกัน สารกลุม 
dihydroflavonol ตองการเอนไซมอยางนอย 3 ขัน้ตอน สําหรับเปลีย่นเปนสารมีสีกลุม 
anthocyanins เร่ิมจากการกระตุนการรดีิวซสารประกอบกลุม dihydroflavonol ดวยเอนไซม 

dihydroflavonol 4- reductase (DFR) และใหสารกลุม leucoanthocyanidin ไดแก 
leucocyanidin, leucodelphinidin และ leucopelargonidin ซึ่งจะถูก oxidation, dehydration 
และ glycosylation ใหสารกลุม anthocyanin ซึ่งใหเม็ดสแีตกตางกัน เชน แดงของ cyanidin น้ํา

เงินของ delphinidin  สมของ pelargonidin  นอกจากนี้อาจเกิดการเปลีย่นแปลงโดยปฏิกิรยิา
ตางๆ เพิ่มเติม เชน glycosylation, methylation และ acylation  และใหเมด็สี anthocyanin ที่
จําเพาะในพืชแตละชนดิ  สารประกอบ anthocyanin เหลาน้ีตองการเอนไซม glutathione S-
transferase (GST) และ transporters ซึ่งเรียกวา glutathione pump สําหรับเคลือ่นยายสาร

จากไซโตพลาสซมึเขาสูแวคิวโอล  
ถึงแมวากระบวนการการสังเคราะห anthocyanjnsในขาวโพด สแนฟดรากอน และพิ

ทูเนียจะเปนหลักการของปฏิกริิยาการสังเคราะห anthocyanjns โดยทั่วไป แตกย็ังมีความ

แตกตางของชนดิanthocyanjns ที่สังเคราะหโดยพชืแตละสปชยี เชนในพิทูเนียโดยปกติจะไม
ผลิต pelargonidin ขณะที่สแนฟดรากอน และขาวโพดไมสามารถผลติ delphinidin 
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6.  การควบคุมรูปแบบของการเกดิส ี

 

 กลีบดอกไมจะมีรูปแบบการเกดิสซีึ่งเกิดจากการสะสมของ anthocyanins ที่เซลล
จําเพาะ การควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins จะควบคุมที่ระดับการถอดรหัสยนีเปนสวนใหญ 
ยีนที่เกีย่วของกับชีวสังเคระห anthocyanins แบงไดเปน 2 กลุม คือกลุมของยีนโครงสรางซึ่งทํา

ใหเอนไซมที่เก่ียวของกับปฏิกริิยาชีวเคมีการสรางสาร anthocyanins  และกลุมของยนีควบคุม 
จะใหโปรตีนซึ่งกําหนดการแสดงออกของยีนโครงสรางและรูปแบบของการสะสมเม็ดสี โดยการ
แสดงออกกของยีนควบคุม จะมีรูปแบบที่จําเพาะตอรปูแบบของการเกดิสี (Holton T.A. และ 

Cornish E.C. 1995)  ถึงแมวาในพืชหลายชนดิจะมีความแตกตางทางพันธุกรรม แตก็พบวายีน
โครงสราง และยนีควบคุมซึ่งทําหนาที่เดยีวกัน  ในชีวสังเคราะห anthocyanins นั้น จะมีบริเวณ
อนุรักษ (conserved region) รวมกัน และยีนเหลาน้ียังถูกกระตุนการแสดงออกดวยแสง 

การศึกษาถึงการควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins โดยเฉพาะเทคนิคการกลายพนัธุนั้นพบวา
การควบคุมชีวสังเคระห นี้สวนใหญเกิดจากการทํางานรวมกันของยีนควบคุม ในการกําหนด
รูปแบบการแสดงออกของยีนโครงสราง 

 มีการจําแนก ยนีควบคุมชีวสังเคระห anthocyanins ในพืชหลายชนดิ ในขาวโพด
พบวามียีนควบคุม 2 กลุม คือ r และ cl  ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสรางในเนื้อเยือ่
ตางๆ สมาชิกของยีนในกลุม r (r, lc, sn, b) จะถอดและแปลรหัสใหโปรตนีซึ่งมีกรดอะมิโนที่เปน
กรดที่ปลาย N จํานวนมาก และที่ปลาย C มีสวนของ basic helix-loop-helix (bHLH) ทําหนาที่

จับกับ DNA (DNA binding domain) ในขณะที่สมาชิกของกลุม cl (cl และ pl) จะถอดและแปล
รหัสให 
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ภาพที3่:แผนภาพแสดงปฏิกิรยิาเคมีที่เรงปฏิกิริยาโดย dihydroflavonol 4-reductase. 

  CHS: chalcone synthase, F3H: flavanone 3-hydroxylase, F3’H: flavonoid  
  3’-hydroxylase, F3’5’H: flavonoid 3’5’ hydroxylase, DFR: dihydroflavonol  
  4-reductase, ANS: anthocyanin synthase, 3GT: flavonoid 3- 

  glucosyltransferase. 
ที่มา: Eric T. Johnson et al. (2000) 
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โปรตีนซึ่งมีโดเมน MYB ที่มสีวนของ helix-turn-helix สําหรับจับกับ DNA ในขาวโพดจะมีสอง
กลุมนี้หลายยนี แตมีรปูแบบการแสดงออกที่แตกตางกนัไป (Ludwig และ Wessler 1990), 

(Cone et al., 1993) กลไกการควบคุมการแสดงออกของยีนในชีวสังเคราะหนี้ยังไมเปนที่ทราบ
แนชดั แตมรีายงานการทํางานของยีนควบคุมในการควบคุมการแสดงออกทีเ่หนอืโปรโมเตอร
ของ DFR (Grotewold et al., 1994), (Sainz et al., 1997) 

 

มีการรายงานการแยกยีน dfr  จากขาวโพด และสแนฟดรากอน โดยการตดิตาม 

transposon พบวาการกลายพันธุที่ยนี  a1  ในขาวโพดทําใหชัน้นอกของเมลด็ขาวโพดไมมีสี 
(O’Reilly et al.,1985) และมีการแสดงวา a1 cDNA จะถอดและแปลรหสัใหเอนไซม 
Dihydroflavonol 4-Reductase (DFR enzyme) (Reddy et al.,1987) สวนการกลายพันธุทีย่ีน 

pal ของสแนฟดรากอน ทําใหหยดุการสราง anthocyanins ทําใหดอกของสแนฟดรากอนมสีขีาว 
หรือมีสีขาวปะปนเปนบางสวน ซึ่งยีน pal นี้ถอดและ แปลรหสัออกมาเปนเอนไซม DFR 
(Almeida et al.,1989) และลําดับกรดอะมิโนระหวางยีน pal ของสแนฟดรากอน และยีน a1 ของ

ขาวโพดนั้นมีความคลายคลึงกัน  ในป 1989 Beld และคณะ ใชโคลน dfr ของสแนฟดรากอน
เพื่อแยกยนีที่มีลําดับเบสเหมอืนกันในพิทูเนีย พบวาพิทเูนียมียีน dfr ที่แตกตางกันสามชนดิคอื 
dfrA,dfrB และ dfrC แตมีเพยีง dfrA เทานั้นที่สามารถลอกรหัสในเนือ้เยื่อของดอกไม และยีน 
dfrA นี้เปนยีนทีอ่ยูทีต่ําแหนง An6 ของพิทูเนยี (Huits et al.,1994)   Forkmann และ Ruhnau 

พบวาสวนใหญเอนไซม DFR จากพิทูเนียจะใช dihydromyricetin (DHM) มากกวา 
dihydroquerectin (DHQ) เปนสารตั้งตน เพือ่เปลีย่นไปเปน leucodelphinidin และไมมีการ
เปลีย่นสารตั้งตน dihydrokaempferol (DHK) ไปเปน leucopelargonidin ซึ่งการใชสารตั้งตนที่

จําเพาะจะทําใหเกิดการสะสม และการขาดอนุพนัธุ delphinidin ในพิทูเนยี (Gerats et al.,1982)  
 

จากรายงานการทําใหเกิด flavonoids ชนิดใหมขึน้ โดยนํา dfr gene ของขาวโพด 

(Meryer et al.,1987) หรือ full lenght dfr gene ของเยอบีรา(Elomaa et al.,1995, Johnson et 
al.,1999) สงถายสูพิทูเนยีทําให พิทูเนยีสามารถสังเคราะห pelargonidin ซึ่งปกติไมสามารถ
สังเคราะหได และทําใหพิทูเนียมดีอกสสีม  ในดอกของ Forsythia intermedia ซึ่งมีสีเหลอืง เมือ่
สงถาย sense dfr gene จาก Antirrhinum และ sense ans gene จาก Matthiola (Rosati et al., 

2000) ทําใหดอก Forsythia intermedia มีสีน้ําตาลเหลือง   การเปลีย่นสดีอก Dianthus 
caryophyllus โดยการสงถาย sense dfr gene และ sense F3’5’H gene จากพิทูเนีย (Holton 
1996) ทําใหดอกสขีาวของ Dianthus caryophyllus เปลีย่นเปนดอกสมีวง    

การยับยั้งขั้นตอนในกระบวนการสังเคราะห anthocyanins สามารถทําใหเกิดสดีอก
ตางไปจากเดิมได เชน การสงถาย sense dfr gene หรือ sense chs gene (Suzuki et 
al.,1997) ทําใหดอก Torenia hybrida ซึ่งมีสีน้ําเงินเปลีย่นเปนดอกสขีาวและมีลวดลายสีน้ําเงิน
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ปะปน นอกจากน้ีการสงถาย antisense dfr gene หรอื antisense chs gene (Aida et al., 
2000) ทําให Torenia hybrida มดีอกสีนํ้าเงินออน และมลีวดลายของสีน้ําเงินเขมปะปน   
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สถานทีแ่ละระยะเวลาในการทําวิจยั 

 
 
เวลา  เร่ิมดําเนินการ  เดอืน ตุลาคม   2550 

 เสร็จสิ้น   เดอืน กันยายน 2551 

สถานที ่        1. หองปฏิบตัิการอณูชีววิทยา  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

   มหาวิทยาลยัแมโจ 
2. หองปฏิบตัิการกลาง  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

  มหาวิทยาลยัแมโจ 
         3. หองปฏิบตัิการอณูชีววิทยา  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

   มหาวิทยาลยัเชยีงใหม 
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อุปกรณการวจิัย 
 

 

1. ตัวอยางพืช 

 ปทุมมาพันธุเชยีงใหม (Curcuma spp.) จากศูนยวิจัยพืชสวนเชยีงราย จ.เชียงราย 

 

2. วัสดแุละอุปกรณ 

2.1     เครือ่งฆาเชื้อหรอืตะเกียงแอลกอฮอล 

2.2 ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) ที่ 37 C (Memmert, Germany) 

2.3 หมอนึ่งความดันไอ (autoclave)  
2.4  Adjustable automatic pipette และ white,yellow และ blue tip 
2.5     Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml , 

         Multi Ultra PCR tube(SorensonTMBioscience,Inc.,U.S.A.) และ  
         centrifuge tube 
2.6 เครื่อง DNA Thermal Cycler (ThermoHybaid PCRSprint, UK) 

2.7 ชุดอปุกรณอิเล็กโทรโฟรีซสีชนดิแนวนอน (BIO-RAD, U.S.A.) 

2.8   ชดุอปุกรณอเิล็กโทรโฟรซีีสชนดิแนวตั้ง (Sequi-GenGT,Sequencing cell ; 

(BIO-RAD, U.S.A.) 
2.9 เครื่องจายกระแสไฟ (power supply ; (BIO-RAD, U.S.A.) 
2.10   เคร่ืองถายภาพดีเอ็นเอโดยแสง UV (UV transilluminator, BIO-RAD, U.S.A.) 
2.11 เครื่องวัดคาการดดูแสง (Spectrophotometer) 

2.12 เครื่องปนหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge) 
2.13 เครื่องเขยา (shaker) 
2.14 เครื่องอบเคร่ืองแกว (hot air oven) 

2.15 เครื่องทําความเย็น (freezer) ไดแก 4C, -20C และ -80 C 
2.16 เครื่องปรับอุณหภูมิดวยน้ํา (water bath) 
2.17 เครื่อง electroporater 

2.18 คิวเวต (cuvette) 
2.19 เครื่องผสม (vortex) 
2.20 เครื่องชั่งแบบละเอยีด (analytical balance) 

2.21 เตาไมโครเวฟ (microwave) 
2.22 เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 
2.23 ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) 

2.24 ชุดโครงบดตัวอยาง (mortar and pestle) 



 

 

14

2.25 เครื่องแกวตางๆ ไดแก บีกเกอรขนาดตางๆ (beakers) ขวดรปูชมพู (flasks) 
กระบอกตวง (cylinder) ปเปต (pipettes) แทงแกวคนสาร (stirrer) เพลท 

(plate) spreder ฯลฯ 
2.26 วัสดอุื่นๆ ไดแกชอนตักสาร กระดาษชั่งสาร กระดาษตดิฉลาก กระดาษเทป

ใส กระดาษทิชชู กระดาษเชด็กระจก (Kimwipetissue)  ฟลอยด

อะลูมิเนียม ถุงพลาสติกใสชนดิทนรอน กระดาษพาราฟลม ปากคีบ ถุงมอื 
กลองโฟม มดีคตัเตอร กรรไกร  ถาดพลาสติกกนตื้น  ฯลฯ 

2.27     กลองดิจิตอล 
 

3.  สารเคมี 

 

3.1 Liquid nitrogen 

3.2 TRIZOL Reagent (Invitrogen) 

3.3 RevertAid™First Strand cDNA Synthesis Kit (Ferment, U.S.A.) 

3.4 QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN Inc.) 

3.5 Inst/AclonePCR Product Cloning Kit (Fermentus, U.S.A) 

3.6 Sodium chloride (NaCl) 
3.7 Ethylenediaminetetra acetic acid (EDTA) 
3.8 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) 

3.9 Chloroform 
3.10 Isopropanal 
3.11 Ethyl alcohol (EtOH) 

3.12 RNaseONETMribonuclease (Promega, U.S.A.) 
3.13 PCR buffer (Fermentas, U.S.A.) 
3.14 Magnesium chloride (MgCl2) (Fermentas, U.S.A.) 
3.15 Deoxyribonucleotide triphosphate mix (dNTPs) (Fermentas, U.S.A.) 

3.16 Primers (Primer ; Operon Technology, Alamada, U.S.A.) 
3.17 Taq DNA polymerase (Fermentas, U.S.A.) 
3.18 GeneRulerTM100bp DNA Ladder (Fermentas, U.S.A.) 

3.19 Amplicilin 
3.20 Glycerol oil 

3.21 Restriction enzyme (EcoR; Fermentas, U.S.A.) 

3.22 pGEMT Easy Vector (Promega, U.S.A) 

3.23 T4 DNA Ligase (Sigma, U.S.A.) 
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3.24  Ligase Buffer (Promega, U.S.A) 
3.25 Deionize H2O (dH2O) 

3.26 Hydrochloric acid (HCl) 
3.27 Sodium hydroxide (NaOH) 
3.28 Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

3.29 Potassium acetate  
3.30 Bromophenol blue 
3.31 Xylene cyanol FF 
3.32 Sucrose 

3.33 Boric acid 
3.34 Tris base 
3.35 Ethidium bromide 

3.36 Agarose 
3.37 Agar 
3.38 Tryptone 

3.39 Yeast extract 
   3.40 Dideoxyribonucleotide triphosphate (d/ddNTPs) (Promega, U.S.A.)DNA 

sequencing 5X buffer (Promega, U.S.A.) 
3.41 Ultrapure water 

3.42 DNA sequencing Taq DNA polymerase (Promega, U.S.A.) 
3.43 DNA Sequencing Stop Solution (Promega, U.S.A.) 
3.44 Acrylamide 

3.45 N,N-methylene-bisacrylamide (Bis) 
3.46 Urea 

3.47 3-(Trimethoxysilyl),propylmethacrylate (Bind Silane) (sigma, U.S.A.) 
3.48  Clear view ( Dietham Trading Co.,Ltd, Thailand) 
3.49 Ammonium persulphate (APS) 

   3.50 N,N,N,N-Tetramathylethylethylenediamine(TEMED)(BIO-RAD, U.S.A) 
3.51 Glacial acetic acid 

3.52 Silver nitrate (AgNO3) 
3.53 37% Formaldehyde (HCOH) 
3.54 Sodium carbonate (Na2CO3) 
3.55 Sodium thiosulfate (Na2S2O3) 

3.56 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galact-opyranoside (X-gal) 
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3.57 Isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) 

3.58 N,N’ –dimethyl-formamide 
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 วิธีการวิจัย 
 

การทดลองแบงออกเปนขั้นตอนตอไปนี้ 

1 การเตรียมอารเอ็นเอทั้งหมด (total RNA) 

 1.1 การเตรียมตัวอยางพืชทดลอง 
 นํากลีบดอกของปทุมมามาบดใหละเอยีดในไนโตรเจนเหลว จากนั้นเก็บตัวอยางใน    

  aluminium foil เก็บที่อุณหภมูิ –80 C เพื่อนําไปใชในการสกัดอารเอ็นเอทั้งหมด   

  (total RNA)  
 1.2  การสกดัอารเอ็นเอทั้งหมด (total RNA) 

- นําตัวอยางที่บดละเอยีด 50-100 mg ใสใน eppendorf tube ขนาด 1.5 ml ที่มี

TRIZOL Reagent ปริมาตร 1 ml ผสมตัวอยางกับ reagent โดยวธิี vortex และ

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 5 min 

- เติม chloroform ปริมาตร 0.2 ml พลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ นาน 15 sec 

จากนั้นทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 2-3 min 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 g เปนเวลา 15 min ที่ 2-8 C 
 แลวจึงดูดเอาเฉพาะสวนใสดานบน (aqueous phase) ใสหลอดใหม 

- เติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 0.5 ml พลิกหลอดกลับไปมาจากนั้น ทิ้งไวที่

อุณหภมูิหองนาน 10 min 

- นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 g เปนเวลา 10 minที่ 2-8 C  

เทสวนใสดานบนทิ้งไปเหลือไวเฉพาะสวนของตะกอน หลังจากนั้นลางตะกอนโดย
เติม 75% ethanol ปริมาตร 1 ml นําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 

7,500 g นาน 5 min ที่ 2-8 C 

- นําตะกอนอารเอ็นเอมาทําใหแหงโดยวธิ ีair dry ที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที 

จากนั้นละลายตะกอนอารเอ็นเอในนํ้าทีป่ราศจาก RNase (Rnase-free water) 

ปริมาตร 20 l 

- ตรวจสอบอารเอ็นเอทั้งหมดดวย 1.4% denaturing formaldehyde agarose/EtBr 

 electrophoresis โดยจะสังเกตเห็นแถบ 28S และ18S ribosomal RNA 
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2.  การสังเคราะห First Strand cDNA (RevertAid First Strand cDNA Kit, Fermentas, 

U.S.A.) 

 

 เตรยีมสารละลายปริมาตร 20 l ลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ซึ่ง

ประกอบดวย อารเอนเอทั้งหมด 0.1-5 g , oligo(dT)18primer 0.5  g และ deionized water 

ใหครบ 12  l ผสมใหเขากันเบาๆ บมที่ 70C นาน 5 min จากนั้นแชหลอดบนน้ําแข็งแลวเติม 

1x reaction buffer, RiboLock Ribonuclease inhibitor 20 Unit/reaction และเติม dNTPs 1 

mM (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) ผสมใหเขากนั บมที่ 37Cนาน 5 min จากนั้นเติม 

RevertAidM-MuLV Reverse Transcriptase 200 Unit/reaction บมที่ 42C นาน 1 hr และ

หยดุปฏิกิรยิาโดยความรอนที่ 70C นาน 10 min เก็บ First Strand cDNA ไวที่ -70C  
 

 

3.  การแยก Dihydroflavonol 4-reductase gene (dfr gene) และ Anthocyanin synthase 

(ans gene) ดวยเทคนิค RT-RCR 

 

3.1 การออกแบบไพรเมอร 

 

ออกแบบ Primer โดยใชบริเวณอนุรักษ (Conserved domain) ของ dfr และ ans 
gene จาก Dianthus, Fragaria, Cymbidium, Ipomoea, Petunia, Lilium, Prim.cons. แสดงดัง

ตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1 แสดงรายชื่อ และลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร ที่ใชในการแยก dfr gene จาก

ดอกปทุมมา ดวยเทคนิค RT-RCR 

รายชือ่ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  5’           3’ 

DFR F2 (Forward primer)* GG(ATGC)  TT(TC)  AT(ACT)  GG(ATGC)  AT(AT)  TGG 

DFR R5 (Reward primer)* GG(ATCG)  AC(GA)  TT(GA)  TA(TC)  TC(ATCG)  GG   

ANS F1 (Forward primer)* TTTGCTCGATCGTTTAGCRGAAGAAGA 
 

ANS R6 (Reward primer)* TGAGGATGATGACAAAGTTAGCGGAGCA 

 

* สังเคราะหโดยบริษัท Operon Technology, Alamada, U.S.A 
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3.2 องคประกอบในปฏิกริิยา PCR  
 

เตรยีมสารละลายปริมาตร 20 l ลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ซึ่ง
ประกอบดวย 1x reaction buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-

100), 2 mM MgCl2, dNTPs (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) อยางละ 200 M, ไพรเมอร 

0.5 g, Pfx DNA polymerase 2.5 Unit/reaction และ 1stcDNA (DNA template) 40 ng ปรับ

ปริมาตรสดุทายดวย deionize water จากนั้นจึงดําเนินการเพิ่มขยายปรมิาณ 1st cDNA ดวย
เครื่อง PCR  

 
3.3   เงื่อนไขของปฏิกริยิา PCR (PCR condition) ในเทคนิค RT- PCR  

  

แสดงเง่ือนไขของปฏิกริิยา PCR ในเทคนิค RT-PCR 

ตารางที่ 2 แสดงเงื่อนไขของปฏิกิรยิา PCR ในเทคนิค RT-PCR เพื่อแยกชิ้นสวนของยีน dfr 

 

อุณหภมูิ        94C            94 C            50C             72C         72 C          

4C 

ระยะเวลา 2 min            45 sec         45 sec           1 min           10 min         

 
จํานวนรอบ                                       35 รอบ                              

 

 

ตารางที่ 3 แสดงเงื่อนไขของปฏิกิรยิา PCR ในเทคนิค RT-PCR เพื่อแยกชิ้นสวนของยีน ans 

 

อุณหภมูิ        94C             94 C          53 C          72C            72 C             

4C 

ระยะเวลา 2 min           45 sec          45 sec          1 min          10 min           

 
จํานวนรอบ                                       35 รอบ                              
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3.4 การวิเคราะหโดย Agarose electrophoresis 

 

- เตรียม agarose ความเขมขน 1.4% โดยชั่ง agarose ผสมลงใน 1 x TBE buffer 

(ภาคผนวก) แลวนําไปตมจน agarose ละลายตั้งทิ้งไวจนอุณหภูมิ 50C 

- ทําความสะอาดถาดเจล และหวีเสียบ (comb) ใหสะอาดดวย 70% ethanol แลว
นําถาดเจลไปประกอบเขากับบล็อก 

- วางหวีเสียบลงที่ปลายดานหนึ่งของถาดเจล เพื่อใหเกิดชองเล็กๆ สําหรับหยอด

สารละลายดีเอน็เอที่ตองการตรวจสอบ 

- เท agarose ลงในถาดเจลที่เตรียมไวโดยใหแผน agarose มีความหนาประมาณ 

3-5 mm ระวังอยาใหมีฟองอากาศ แลวตั้งทิ้งไวใหเจลแขง็ตัว 

- เททับผิวหนาของเจลดวย1 x TBE buffer เพื่อไมใหเจลแหง และสะดวกตอการดึง

หวีเสยีบออก 

- นําถาด agarose gel ออกจากบล็อกแลววางถาดลงในอาง electrophoresis โดย

ใหดานทีห่วีเสยีบอยูทางขั่วลบ 

- เท 1 x TBE buffer ลงในอางใหทวมแผน agarose gel  โดยใหระดับ 1 x TBE 

buffer อยูเหนอืผิวเจลประมาณ 1-3 mm 

- ผสม 1 x loding buffer (ภาคผนวก) กับสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ 

และดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ใหเขากัน ใชไมโครปเปตดดูสารละลาย 
แลวคอยๆ หยอดลงในชองของ agarose gel 

- ปดฝาอาง electrophoresis แลวตอขั้วไฟฟาเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา แลว

ปลอยกระแสไฟฟา โดยใหกระแสไฟฟาว่ิงจากขั้วลบไปยังขั้วบวก ใชความตาง

ศักย 100 โวลต นาน 50 นาที หรือเมือ่แถบสีลางของ loding buffer เคลื่อนที่ไป
อยูอีกปลายดานหนึ่งของเจลโดยหางจากดานลางถาดประมาณ 1 cm แลวจึงปด
เครื่องจายกระแสไฟฟา 

- ยอมดีเอน็เอโดยนําแผน agarose gel ไปแชใน EtBr นาน 10 นาที จากนั้นยายไป
แชน้ําอีก 5 นาที เพื่อลาง EtBr สวนเกิน 

- นําแผน agarose gel ไปตรวจดแูบนดีเอ็นเอดวย UV transilluminator พรอมกับ

บันทึกภาพไว 

- ตดัแถบดีเอ็นเอขนาดที่ตองการโดยดขูนาดเทยีบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

เก็บไวใน eppendorf tube ขนาด 1.5 ml ที่ 4C จนกวาจะนํามาแยกเอาดีเอ็นเอ

ออก (elute) 
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3.5 การ clone ชิ้นสวนของยีน DFR และ ANS (Inst/AclonePCR Product Cloning 

Kit,  Fermentus, U.S.A) 
3.5.1 องคประกอบในปฏิกิรยิาการเชื่อม (ligation) 

 เตรยีมสารละลายปริมาตร 30 l ประกอบดวย plasmid vector pGEM-Teasy 

(ภาคผนวก) 0.165 g, purified PCR fragment 0.54 pmol, 1x ligation, PEG 4000 solution, 

T4 DNA ligase 5 Unit และปรับปรมิาตรสดุทายดวย deionized water จากนั้นบมที่ 22C 

นาน 12 hr 

3.5.2 Transformation โดยใช The TransformAidBacterial Transformation System 

- เตรียม E.coli  สายพันธุ DH5- โดยเลี้ยงเซลลใน TransformAidC-Medium 

ปริมาตร 2 ml จากน้ันเขยาที่ 37C นาน 12 hr 

- เติมเซลลแบคทีเรยีที่เล้ียง12 hr ปริมาตร 1/10 ของ TransformAidC-Medium 

จากนั้นบมที่ 37C เปนเวลา 20 min 

- บม LB-Ampicillin/X-gal agar plate ที่ 37 C อยางนอย 20 min 

- เตรียม TransformAidT-Solution โดยการผสม T-solution (A) กับ T-solution 

(B) ในปริมาตร 1:1 จากน้ันเก็บ TransformAidT-Solution ไวบนน้ําแข็ง 

- เก็บเซลลแบคทีเรยีที่เล้ียงไว 20 minโดยใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

ml และนําไป centrifuge ที่ความเร็วสูงสดุ 4 C เปนเวลา 1 min 

-  ทิ้งสวนใสและ resuspend ตะกอนเซลลดวย TransformAidT-Solution 

ปริมาตร 300 l จากน้ันวางบนน้ําแข็งนาน 5 min 

- centrifuge เซลลอีกครั้งที่ความเร็วสูงสดุ 4 C เปนเวลา 1 min จากนั้นทิ้งสวนใส 

- resuspend ตะกอนเซลลดวย TransformAidT-Solution ปริมาตร 120 l 

จากนั้นวางบนน้ําแข็งนาน 5 min 

- เตรียม ligation mixture โดยแบงใส eppendrof ขนาด 1.5 ml หลอดละ 15 l 

และวางบนน้ําแข็งนาน 2 min 

- เติมเซลลทีแ่ขวนลอยปริมาตร 60 l ในแตละหลอดของ ligation mixture จากนั้น
วางบนน้ําแข็งนาน 5 min 

- Plate เซลลบน LB-Ampicillin/x-gal agar plate ที่อุนที ่37C จากนั้นบมเซลลที่ 

37C นาน 12 hr 
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3.6 การตรวจสอบแบคทีเรียที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสม (recommbinant DNA) 

3.6.1 การแยกพลาสมิดโดยวธิี Alkaline (T.Maniatis et., al 1982) 

- เลือกโคโลนสีขีาวจาก LB-Ampicillin/x-gal agar plate โดยเลีย้งใน LB- 

Ampicillin  both ที่ 37 C เขยานาน 12 hr 

- นําเชื้อ 1.5 ml ใสลงใน microtube ปนที่ 12,000 rpm นาน 5 min ทิ้งสวนใสเก็บ

เฉพาะตะกอนเซลล 

- นําตะกอนเซลลมาเติม solution I (ภาคผนวก) ปริมาตร 300 l vortex ใหเขากัน 

จากนั้นเติม solution II (ภาคผนวก) ปริมาตร 300 l และกลับหลอดไปมาเบาๆ 

4 ครั้ง และเติม solution III (ภาคผนวก) ปริมาตร 300 l เขยาใหเขากันเบาๆ จะ
เห็นตะกอนสขีาวๆ เกดิขึ้น แชตอในน้ําแข็งอีก 10 min 

- นําไปปนที่ 12,000 rpm นาน 10 min เพื่อแยกตะกอนทิ้ง เก็บสวนใสมาเติมดวย 
absolute ethanol ที่เย็น ปริมาตร 2 เทาของน้ําใส 

- ผสมใหเขากันนําไปแชไวที่ –20 C นาน 30 min จากนั้นนําไปปนที่ 12,000 rpm 

ที่ 4 C นาน 10 min และแยกเอาตะกอนพลาสมดิมาละลายดวย 0.05 M Tris, 

0.1 M NaOAc (pH 8) 

- เติม absolute ethanol ที่เยน็ 2 เทาของปริมาตรน้ําใส เขยาใหเขากันนําไปไวที่      

–20 C นาน 30 min และปนที่ 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 10 min 

- ทิ้งสวนใส และนําตะกอนพลาสมดิลางดวย 70 % ethanol  ปริมาตร 500 l 

จากนั้นนํามาปนที่ 12,000 rpm ที่ 4 C นาน 5 min 

- นําตะกอนพลาสมดิมาทําใหแหงโดยวิธ ีair dry แลวละลายดวย TE ปริมาตร  

20 l 

- ตรวจสอบพลาสมดิโดยการทํา agarose gel electrophoresis  

 
3.6.2 การตรวจสอบพลาสมดิโดยการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะ (Restriction Enzyme) 

 เตรยีมสารละลายปริมาตร 20 l ซึ่งประกอบดวย 1x EcoRI buffer, plasmid 2 g, 
เอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI 15 Unit และปรับปริมาตรสดุทายดวย sterile  water จากนั้นนําไป

บมที่ 37 C นาน 12 hr ตรวจสอบการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะโดยทํา agarose gel 
electrophoresis โดยเปรียบเทยีบกับแทบดีเอ็นเอมาตราฐาน (Molecular Marker) 
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3.7 หาลําดับนิวคลโีอไทด(Sequencing) ของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แยกได 

จากการโคลนชิ้นสวนของยีนทั้งสองเขาสูพลาสมดิเวคเตอรแลว  ไดทําการสงตัวอยางไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลิโอไทด ณ บริษัท First Base ประเทศมาเลเซีย 

 

3.8 การสรางชุดยีนเพื่อการสงถายเขาสูเน้ือเยือ่ปทุมมาโดยวิธี Agrobacterium 

transformation   

3.8.1) ยายยีนที่โคลนไดจากขอ 3.6 เขาสูพลาสมดิ  pBI121 ภายใตการทํางานของ 
35S promoter   ในทิศทาง antisense สําหรับยีน DFR และ ANS, F3’H  
3.8.2) สงถาย recombinant plasmids  จากขอ 3.8.1 เขาสูเนื้อเยือ่ของปทุมมาและพิทู

เนีย โดยวิธี Agrobacterium- mediated transfer  (Supuk  et al.,2006)  
9.3.3) คดัเลอืก transgenic plants ในระยะแรกโดยคดัเลือกจาก antibiotic resistance 
genes แลวชักนําใหเปนตนออนโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยือ่ จากน้ันตรวจสอบ

การแสดงออกของ marker gene และ RT-PCR 
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ผลและวจิารณผลการวิจัย 

 

1.  ผลการตรวจสอบการสกัด Total RNA โดย 1.4% denaturing formaldehyde 

agarose/EtBr electrophoresis 

จากวิธีการสกัด total RNA โดยใช TRIZOL Reagent สามารถสกดั total RNA 

จาก bract ของสวนดอกปทุมมา เมื่อนํามาแยกโดยวิธอีเิลคโตรโฟรซิีส พบแถบ 28S และ18S 

ribosomal RNA แสดงดัง ภาพที่ 4 

   

 
     

 

1.4% denaturing formaldehyde agarose/EtBr electrophoresis, 100 volt, 50 min 

ภาพที่ 4  แสดงผลการสกดั total RNA โดยใช TRIZOL Reagent 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

28S 

18S 
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2.  ผลการการแยก dfr gene ดวยเทคนิค RT-PCR 

 2.1 การแยก dfr gene  
 

 
     

  

  

  
 

  
 
                                       

 
 

 1.4%  agarose electrophoresis, 100 volt, 50 min 

 

ภาพ ที่ 5 แสดงการแยก dfr gene ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพร

เมอร DFRF2 และ DFRR5  

จาก ภาพที่ 5แสดงใหเห็นวาการแยก dfr gene ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพร

เมอร DFRF2 และ DFRR5 และ annealing temperature เทากับ 50C  ปรากฏแถบดีเอน็เอ 2 

แถบโดยมขีนาดประมาณ 500 bp  
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

1500  

800  
900 

500  

80  

1 2 

 500 bp 

  

100 bp DNA marker  

 

PCR product  

 

1 

 

2 

Sample# Lane# bp 
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2.2  การแยก ans gene  
 

 
 

 

 
 

 

1.4%  agarose electrophoresis, 100 volt, 50 min 

 

ภาพที่ 6 แสดงการแยก ans gene ดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร ANSF1 และ ANSR6  

  จากภาพที่ 6 แสดงใหเหน็การแยก ans gene ดวยเทคนิค RT-PCR พบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 830 bp  ซึ่งมีขนาดตามที่กําหนด Primers ไวแลว 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

800  

900  

3000  

1 2 lane# sample#

  

 
 

1 

 

2 

100 bp DNA marker 

 

PCR product,  

bp 
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3. ผลการโคลน dfr  และ ans gene และการตรวจสอบโคลนที่ไดรับที่ไดรับดีเอ็นเอสาย

ผสม (recombinant DNA, rDNA)  

 3.1 ผลการโคลน dfr และ ans gene  

จากการโคลน dfr และ ans gene โดยใช Inst/AclonePCR Product Cloning Kit 

(Fermentus, U.S.A) แลวคัดเลือกโคลนที่คาดวาไดรับดีเอน็เอสายผสมโดยใชการตานยา

ปฏิชีวนะ ampicillin/x-gal พบชนดิโคโลนี ดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 4 แสดงจํานวนโคโลนีสขีาวและนํ้าเงินจากการคัดเลอืกโคลนที่ไดรับ rDNA โดยใช 

ampicillin/X-gal plate 

 

ชนดิโคลน จํานวนโคโลนีสีฟา จํานวนโคโลนีสขีาว อัตราสวนโคโลนีฟา:ขาว 

dfr gene 500 bp 

 
ans gene 800 bp 

110 

 
141 

35 

 
33 

3.14:1 

 
4.27:1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 7 แสดงโคโลนีสีฟาซึ่งเปนโคลนที่ไมไดรับดีเอ็นเอสายผสม และสขีาวซึ่งเปนโคลนที่คาด

วาจะไดรับดเีอ็นเอสายผสม จากการคัดเลือกดวย ampicillin/x-gal ภาพที่ 7.1 และ 7.2 แสดง
การโคลน dfr และ ans gene ขนาดประมาณ 500 และ 850 คูเบส ตามลําดับ 
 

  

  

ภาพที่ 7.1 ภาพที่ 7.2 
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3.2 ผลการตรวจสอบโคลนที่ไดรับดีเอ็นเอสายผสมโดยการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 
(Restriction Enzyme) 

 
 

 

 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 แสดงการตรวจสอบโคลนที่รับ Putative dfr gene ขนาดประมาณ 500 คูเบส โดยการ

ตดัดวยเอนไซม EcoR  

  จากภาพที่ 8 การตรวจสอบโคลนที่รับ Putative dfr gene ขนาดประมาณ 500 คูเบส

โดยใช EcoR  ตดัพลาสมดิที่สกดัไดจากโคลนที่ไดรับ rDNA พบวา ไดดีเอ็นเอ 2 fragment 

และเมื่อเทยีบกับ Molecular weight marker แลว fragment มีขนาดประมาณ 3000 และ 500 คู
เบส แสดงวาโคลนไดรับ Putative dfr gene ขนาดประมาณ 500 คูเบส 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

Lane# 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

Sample# 

100 bp DNA marker  

 

Clone No.5.1 ไดรับ 500 bp dfr gene 

 

 Clone No.5.2 ไดรับ 500 bp dfr gene 

 

 DNA/ Pst  marker 

 80 
100 

500 

1031 

bp 1 2 3 4 bp 

2835 

805 

514 468 

500 bp 

11501 
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ภาพที่ 9 แสดงการตรวจสอบโคลนที่รับ Putative dfr gene ขนาดประมาณ 850 คูเบส โดยการ

ตดัดวยเอนไซม EcoR  

 
จากภาพที่ 9การตรวจสอบโคลนที่รับ Putative ans gene ขนาดประมาณ 850 เบสโดยใช 

EcoR  ตัดพลาสมดิซึ่งสกดัไดจากโคลนที่ไดรับ rDNA พบวา ไดดีเอ็นเอ 2 fragment และเมื่อ

กับ Molecular  weight marker  แลว fragment มีขนาดประมาณ 3000 และ 850 คูเบส แสดง
วาโคลนไดรับ Putative ans gene ขนาดประมาณ 850 คูเบส 

 

 
TTTTCACTTC CTCTGCTGGA ACCGTGAACG TGCAAGAAAA TCAAATGCCC GAGTACGACG  

AAAGCTCATG GAGCGACGTC GACTTCTGCA GACGCGTCAA GATGACTGGA TGGATGTACT 

TTGTATCTAA AACCCTAGCG GAGAAAGCTG CATGGGAATT TGCAAAGGAG AAATTGATAT 

TCAATTAATA AGCATTATTC CAACTTTGGT GGTGGGTCCT TTCATCACCT CAACTATGCC 

TCCTAGTATG CTAACAGCTT TGTCACTGAT CACAGGAAAT GAAGCCCACT ATCGATCTTA 

AAGCAAATCC AGCTTGTTCA CCTGGATGAT GTATGCAAGG CCCATATTTT CCTCTTCGAG  

AATCCTAGAA GCGAGTGGGA GATACATTTG CTCTT 
 

ภาพที1่0: แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA Putative ans gene ขนาดประมาณ 500 คูเบสที่

แยกได จากปทุมมา 
 

Lane# 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

Sample# 

100 bp DNA marker  

 

Clone No.8.1 ไดรับ 850 bp ans gene 

  

Clone No.8.2 ไดรับ 850 bp ans gene 

 

 DNA / Pst  marker 

 

 

 

 
 

  

 

 

 
 

2 1 4 3 

850 bp 

 

  

1       2         3         4 
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ATGCCGGCAC GGTCTCCATA CACGAGGCCC GCAGACACCT CTACGACGAG 

ACCTCCTGGA  

GCGACGTCGA CTTCTGCAGG GCCAAGAAGA TGACCGGATG GATGTACTTT 

GTGTCGAAGA 

CGTTGGCCGA GAAGGCCGCG TGGGACTTTG CGGAGAAGAA CAACATCGAC 

TTCATCAGCA 

TTATCCCCAC CCTAGTCAAC GGCCCCTTCG TCATGCCCAC CATGCCGCCC 

AGCATGCTCT 

CCGCCCTCGC CCTCATCACA ATGAACGAGC CGCACTATTC GATCCTGAAA 

CCGGTGCAGT 

TCGTCCACCT CGATGACCTC TGCAACGCCC ACATCTTCCT GTTCGAGTGC 

CCCGACGCCA  

AGGGAAGGTA CATCTGCTCC TCCCACGACG TCACCATCGC CGGCCTCGCC 

CAGATACTCC 

GGCAGCGCTA CCCTGAGTTC GACGTCCCCA CCGAGTTTGG AGAGATGGAG 

GTCTTCGACA 

TCATAAGCTA CTGGTCCAAG AAGCTCACGG AAATAGGCTT TGAGTTCAAG 

TACAGCTTAG 

AGGATATGTT TGATGGGGCG ATTCAGTCCT GCAGAGAGAA GGGCTTGCTG 

CCGCCCGCCA 

CCAAGGTTCC ATCATATGCC ACTGAACAAT TAATTGCCAC CGGGCAAGAC 

AACGGCCATT 

GAGAACAGTG ATAGCACGGG GACCCAAGAA CGAGATGTGT AACAGACCCT 
GTTTAC 
 

ภาพที1่1: แสดงลําดับนิวคลโีอไทดของ cDNA Putative ans gene ขนาดประมาณ 850 คูเบสที่

แยกไดจากปทมุมา 
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 จากการออกแบบ primer จากบริเวณอนุรักษจะไดดีเอน็เอขนาดประมาณ 500 คุเบส
สําหรับยีน dfr และ 850 คูเบสสําหรับยีน ans  และเมือ่แปลลําดับนิวคลีโอไทดมาเปนกรดอะมิ

โน แลววิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดวย BLAST SEARCH พบวา ลําดับกรดอะมิโนจาก reading 
frame ที่ 1, 2 และ3 ซึ่งอานจากปลาย 5’ ไปดาน 3’ ของ Putative dfr gene ที่แยกจากปทุมมา 
ขนาดประมาณ 500 คูเบส  คลายกับ dfr gene จากพืชสปชีสอื่นๆที่รายงานใน Genbank โดย 

ลําดับกรดอะมิโนจากทั้งสาม reading frame มีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกับ Lilium hybrid cv. 
สายพันธุ Acapulco มากที่สดุ แต reading frame ที่ 2 นั้นมีลําดับกรดอะมิโนคลายกับไม
ดอกสปชีส่อื่นๆ มากกวาใน reading frame ที่ 1 และ 3  ในขณะที่การทํา BLAST SEARCH ใน 
Patative ans gene ขนาดประมาณ 850 คูเบส ที่แยกไดจากปทุมมา พบวา ลําดับกรดอะมิโน

จาก reading frame 3 ซึ่งอานจากปลาย 5’ ไปดาน 3’ มีความคลายกับ ans gene จากพืชสปชีส
อื่นๆที่รายงานใน Genbank ซึ่งมี amino acid identity สูงถึง 96% เมื่อเทยีบกับ Anthurium  
andraeanum. 

 

ระดับความเหมือนของลําดับนิวคลีโอทและกรดอะมิโนของ Putative dfr และ ans 
gene ทีแ่ยกไดจากปทมุมาขนาดประมาณ 500 และ 850 คูเบส เมื่อคดิเปนเปอรเซ็นตเทยีบกับ 
พืชสปชสีอื่นๆ ดังตารางที่ 5 และ 6 
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ตารางที่ 5: ระดับความเหมือนของลําดับนิวคลโีอทและกรดอะมิโน (5’3’ frame 2) ของ 

Patative dfr gene ที่แยกจากปทุมมาขนาดประมาณ 500 คูเบส ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นตเมื่อเทยีบ
กับ dfr gene จากพืชสปชีสอื่นๆ   

 

Plant species Common 
name 

Length of 
deduce 

amino acid 
sequences 

Amino 
acid 

identity 
(%) 

Nucleic 
acid 

identity  
(%) 

GenBank 
accession 

number 

Lilium hybrid cv. 

'Acapulco'. 
Gentiana triflora 
Eustoma grandiflorum 
Dendrobium hybrid 
cultivar 

Oriental Lily 

 
Gentian 
Lisianthus 
Dendrobium 

377 

 
359 
347 
352 

 

65 

 
45 
51 
59 

98 

 
82 
82 
77 

AF169801 

 
D85185 
AB078958 
AY741318 

 

  
 

ตารางที่ 6: ระดับความเหมือนของลําดับนิวคลีโอทและกรดอะมิโนของ Patative ans gene ที่

แยกจากปทุมมาขนาดประมาณ 850 คูเบส ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นตเมื่อเทยีบกับ ans gene จาก

พืชสปชสีอื่นๆ   

Plant species Common 
name 

Length of 
deduce 

amino acid 
sequences 

Amino 
acid 

identity 
(%) 

Nucleic 
acid 

identity  
(%) 

GenBank 
accession 

number 

Anthurium   
andraeanum 
Vitis vinifera 
Camellia 
sinensis 
Rhododendron 
simsii 
Citrus sinnensis 

Flamingo lily 

 
Grape 
Black tea 
 

Indoor azalea 
 
Sweet orange 

374 

 
337 
347 
 

344 
 
338 

96 

 
65 
66 
 

63 
 
67 

 

98 

 
70 
70 
 

69 
 
79 

 

AY232494 

 
Y11749 
ABO18685 
 

AJ413278 
 
AY519363 
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4. การสงถาย recombinant plasmids เขาสูปทุมมาและพิทูเนีย 

  
 จากการโคลนชิ้นสวนของยีน dfr และ ans ของปทุมมาในทิศทาง antisense เขาสู 

expression vector    pBI121 ภายใตการความคุมของ 35S promoter   และสงถายพลาสมดิ
ชุดนี้เขาสูเขาสูเนือ้เยื่อปทุมมาและพิทูเนยีโดยเทคนิค Agrobacterium Transformation       
โดยในสวนของปทุมมาไดใชเนือ้เยือ่ในการสงถาย 200 ชิ้น  และ พิทูเนีย 100 ชิน้  พบวามีการ
สงถายชดุยีนดังกลาวสําเร็จ (ชิ้นสวนของพืชสามารถเจริญไดบนอาหารคดัเลือกทีม่ียาปฏิชีวนะ 

Kanamycin และสามารถชักนําใหเกดิเปนตนได) ไดปทุมมาที่เปนพืช Transgenic 3 ตน 
ในขณะที่พิทูเนียได 12 ตน  ทําการชักนําใหเกิดตน  และตรวจสอบการแสดงออกของชดุยีนทั้ง
สองในระดับการ Transcription ดวยเทคนิค RT-PCR   พบวาทั้งชุดยีน antiDFR และ antiANS 

สามารถยับยังการแสดงออกของยีนทั้งสองในพิทูเนยีได (ภาพที ่ 12)  แตในสวนของปทุมมานั้น
ยังไมสามารถตรวจสอบไดเนื่องจากการชักนําใหเกิดตนนั้นใชเวลามาก 
        C               T2              T3            T7               T21            T38  

 
 
        C            T20        T24 T33       T40          T66        T72 

 
ภาพที่ 12 แสดงแบบแผนการแสดงออกของยีน DFR และ ANS ของพิทูเนยีในตน 

Transgenics ที่ไดรับการสงถายชดุยีน antiDFR และ antiANS ที่โคลนจากปทุมมาดวยเทคนิค 

Agrobacterium Transformation   

C-ตนควบคุมที่ไมไดรับการสงถายยนี 

T2, T3, T7, T21, T38 – ตน Transgenic ที่ไดรับการสงถายชดุยีน antiDFR 

T20, T24, T33, T40, T66, T72 – ตน Transgenic ที่ไดรับการสงถายชุดยนี antiANS 

 
 

 
 
 
 

DFR 
 

 

 

 

ANS 
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สรุปผลการวิจัย 

 
 จากการแยกยีน Dihydroflavonol 4-reductase (dfr) และ Anthocyanin synthase 
(ans) จากสวนกลีบเทียมของปทุมมา (Curcuma spp.) พบวาสามารถแยกยนีทั้ง 2 ได 

fragment ที่มขีนาดประมาณ 500 และ 850 คูเบสตามลาํดับ จากนั้นโคลน fragment ทั้งสองเขา
สูพลาสมดิ pGEM T-Easy และคัดเลอืกโคลนที่ไดรับ rDNA ทางฟโนไทดโดยใช Ampicillin/x-

gal plate และตรวจสอบทางจีโนไทดโดยตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะ EcoR พบวาสามารถ

โคลน rDNA ไดทั้งสอง fragment 
  

เมื่อทํา DNA sequencing และแปลลําดับนิวคลีโอไทดมาเปนกรดอะมิโน และทํา Blast 

search พบวา fragment ที่มขีนาดประมาณ 500 คูเบส (ยีน dfr) นั้นมี reading frame ที่1,2 
และ 3 ขณะที่ fragment ที่มขีนาดประมาณ 850 คูเบส (ยีน ans) มี reading frame ที่ 3 เมื่อ
อานจาก 3’ ไป 5’ มีความคลายคลึงกับยีน ans ในพืชสปชสีอืน่ๆที่มีการรายงานใน Gene bank 

โดย fragment ที่มขีนาดประมาณ 850 คูเบสคลายกับ ans ใน Anthurium  andraeanum มาก

ที่สดุ ดังตารางที่ 7 ขณะที่ fragment ที่มขีนาดประมาณ 500 คูเบสคลายกับ dfr ใน Lilium 

hybrid cv. 'Acapulco' ทั้งสาม reading frame  
 

จากการศึกษาหนาที่ของยีน dfr และ ans ที่โคลนไดจากปทุมมาดวยเทคนิค 
antisence โดยทําการโคลนชิน้สวนของยีนทั้งสองเขาสูพลาสมดิ pBI121 แลวสงถายเขาสูพิ
ทูเนียและปทุมมาดวยเทคนิค Agrobacterium Transformation พบวาสามารถสงถายชดุยนีทั้ง
สองไดสําเร็จ  และจากการติดตามการแสดงออกของชุดยีนทั้งสองพบวา  สามารถลดการ

แสดงออกของยีน dfr และ ans ของพิทูเนยีได โดยยีนทั้งสองของพิทูเนยีมีรายงานวาเก่ียวของ
กับการสังเคราะหแอนโทไซยานินในดอกพิทูเนยี  ดังนั้นจึงเปนไปไดวายีนที่โคลนไดทั้งสองจาก
ปทุมมานั้นมีบทบาทตอวิถีสังเคราะหแอนโทไซยานินในดอกปทุมมา   
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียม buffer และสารละลายเขมขน 

1. 10X Tris borate buffer (10X TBE buffer) 

 1.1 Tris base   108 g 

 1.2 boric acid   55 g 

 1.3  0.5 mM EDTA pH 8.0  40 ml 

 ละลายสารในขอ 1.1 และ 1.2 โดยน้ํากลัน่จากนั้นผสมสารทั้งสามชนดิเขาดวยกนั แลวจึง

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหไดปริมาตร 1000 ml กอนนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 121C นาน 15 นาทแีลว

เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง  

 

2.  Loading buffer 

 2.1 0.25% (w/v) bromophenol blue 

 2.2 0.25% (w/V) xylene cyanol FF 

 2.3 40% (w/v) sucrose 

 ผสมสารทั้งสามตัวเขาดวยกัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดตามตองการกอนนําไปนึ่งฆา

เชือ้ที่ 121C นาน 15 นาที แลวเก็บไวท่ีอณุหภูมิ 4C 

 

3.  TE buffer (Tris-EDTA buffer) 

 3.1 10 mM Tris-Hcl 

 3.2   1 mM EDTA 

 ผสมสารละลายทั้งสองเขาดวยกนั กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อที ่121C นาน 15 นาที แลวเก็บไว

ที่อุณหภูมิ 4C 

 

4.  Ethidium bromide 10 mg/ml 

 ชั่ง Ethidium bromide 1 g นําไปละลายในน้ํากลัน่ 100 ml กวนดวย megnatic stirrer 

จนกระทั่งสารละลายละลายหมดซึ่งอาจใชเวลาหลายชั่วโมง จากนั้นเก็บไวในขวดสชีาที ่ อุณหภูมิ 

4C ในการเตรียมสารนี้ตองใชความระมัดระวังอยางมาก โดยสวมถุงมอื และอยาหายใจเอาผงของ 

Ethidium bromide เขาไป เนือ่งจากสารนี้มคีุณสมบัติเปน strong mutagent 
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5.  40% polyacrylamide (19:1) 

 5.1 acrylamide   38 g 

 5.2 bis-acrylamide   2 g 

 ชั่งสารแตละชนดิ ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ที่นึ่งฆาเชื้อแลวใหไดปริมาตรสุทธ ิ100 ml เก็บ

ไวท่ีอุณหภูมิ 4C มีขอควรระวังในการเตรียมสารละลาย polyacrylamide คือ สารนีเ้ปนอันตรายตอ

ระบบประสาท (neurotoxin) ทั้งท่ียังเปนผง และเมื่อเปนสารละลาย  ในการเตรียมทุกครั้งควรใชผา

ปดจมูก และสวมถุงมือ 

 

6.  6% polyacrylamide 

 6.1 40% polyacrylamide  15 ml 

 6.2 7 M Urea   42 ml 

 6.3   5X TBE    20 ml 

 ผสมสารทั้งสามชนิดเขาดวยกันปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ทีน่ึ่งฆาเชือ้แลว ใหไดปริมาตร 

100 ml แลวเก็บไวในขวดสชีาทีอุ่ณหภูมิ 4C ควรสวมถุงมือทุกครั้งทีเ่ตรียมสารละลาย 

 

7.  10% ammonium persulfate (APS) 

 ชั่ง APS 1 g ละลายในน้ํากลัน่ แลวปรับปริมาตรใหได 10 ml เก็บไวท่ีอณุหภูมิ 4C 

 

8.  0.5% acetic acid / 95% ethyl alcohol (EtOH) 

 8.1   acetic acid   0.250 ml 

 8.2   ปรับปริมาตรดวย 95% EtOH ใหไดปริมาตร 50 ml เก็บท่ีอณุหภูมิ 4C 

 

 

9.  Fix / Stop solution  

 9.1 acetic acid   50 ml 

 9.2 ultra pure water  450 ml 

 

10.  Silver straining solution 

 10.1 silver nitrate (Ag(NO3)2 ) 0.5 g 

 10.2 37% formaldehyde  0.75 ml 

 ปรับปริมาตรดวย ultra pure water ใหได 500 ml เก็บไวในที่มืด และควรเตรียมใหมทุกครั้ง

กอนใช 
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11.  Developer solution  

 11.1 sodium carbonate(Na2CO3) 15 g 

 11.2 37% formaldehyde  0.75 ml 

 11.3 sodium thiosulfate  1-2 เกล็ด 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ ใหได 500 ml แชเย็นใหสารละลายมีอุณหภูมิประมาณ 10C 

และควรเตรียมใหมทุกครั้งกอนใช 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

42

 
ภาคผนวก ข 

 

Vector ทีใ่ชในการทดลองคือ pGEM-T Easy Vector 

Map of pGEM-T Easy Vector 

 

 
 
The sequence of pGEM-T Easy Vector 

 


