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Abstract 
 

 4-coumarate:CoA ligase (4CL), cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), caffeic acid        
O-methyltransferase (COMT) and caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase (CCOMT) is an 
enzyme that plays a key role in the biosynthesis of lignin in plants. In this study, four full-length 
cDNA sequences of napier grass (Pennisetum purpureum Schumach.) encoding Pp4CL PpCAD 
PpCOMT and PpCCOMT have been isolated from two napier grass variety names Kingnapair and 
Pak-chong 1 via RT – PCR based method with 4CL (forward) + 4CL (reverse), CAD (forward) + 
CAD (reverse), COMT (forward) + COMT (reverse) and CCOMT (forward) + CCOMT (reverse).     
The Pp4CL, PpCAD, PpCOMT and PpCCOMT gene sequence contains a fragment of 1,659, 1,101, 
1,083 and 735 bp complete ORF, encoded for 553, 367, 361 and 245 amino acids polypeptide. 
The highly conserved region of the Pp4CL gene is 4-coumarate CoA ligase which are also found 
in Cenchrus purpureus ( JN980970.1) and Setaria italica (L.) Beauv. (XM004951660.1) with 98% 
and 95% of homology respectively, PpCAD gene is cinnamyl alcohol dehydrogenase which are 
also found in Pennisetum purpureum Schumach. (HQ840705.1) and Setaria italica (L.) Beauv. 
(XM004951572.1) with 99% and 94% of homology respectively, PpCOMT gene is caffeic acid 3-O-
methyltransferase which are also found in Setaria italica (L.) Beauv. (XM004972743.1) and 
Panicum virgatum L. (HQ645965.1) with 96% and 93% of homology respectively and PpCCOMT 
gene is tricin synthase 1-like which are also found in Setaria italica (L.) Beauv. (XM004973751.2) 
and caffeoyl CoA O-methyltransferase which are also found in Panicum virgatum L. (AB723826.1) 
with 95% and 91% of homology respectively. A 1,659, 1,101, 1,083 and 735 bp fragment of the 
Pp4CL PpCAD PpCOMT and PpCCOMT genes were inserted into plant expression vector 
(pCAMBIA2300) by antisense construction. pCAMBIA2300 containing 35SCaMV promoter and NOS 
terminator, nptII as selectable marker with total size of 1 1 .3 , 1 0 .7 , 1 0 .7  and 1 0 .4  kb for 
pCAMBIA2300 – AntiPp4CL, pCAMBIA2300 – AntiPpCAD, pCAMBIA2300 – AntiPpCOMT and 
pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT expression cassette to inhibit the expression of genes that have 
low lignin content suitable for the production of bio-ethanol.  
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บทคัดย่อ 
 

การโคลนยีนที่ควบคุมการสร้างลิกนินในพืช มีวัตถุประสงค์เพ่ือโคลนยีนและศึกษาคุณสมบัติของยีนที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างลิกนินในพืชและสร้างชุด cassette ยีนในรูปแบบ antisense เพ่ือยับยั้งการ
แสดงออกของยีน ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชเพ่ือใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีปริมาณลิกนินต่ า
เหมาะสมกับการน าไปผลิตไบโอเอทานอล โดยยีนที่ท าการโคลนในครั้งนี้มีจ านวน 4 ยีน ได้แก่ 4-coumarate:CoA 
ligase (4CL), cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), caffeic acid O-methyltransferase (COMT) 
และ caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase (CCOMT) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการ
สังเคราะห์ลิกนินในพืช งานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) 
และหญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) ซึ่งเป็นพืชชีวมวลทางเลือกส าหรับน ามาผลิตไบโอเอทานอล โดยท า
การออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณที่มีความเหมือนของล าดับพันธุกรรมอย่างสูง (conserved region) จากยีน 4CL 
CAD COMT และ CCOMT ในพืชชนิดต่างๆ ที่ค้นหาได้จากฐานข้อมูล NCBI น ามาท าปฏิกิริยา RT – PCR กับ 
อาร์เอ็นเอรวมของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และหญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) ได้ยีน Pp4CL PpCAD 
PpCOMT และ PpCCOMT มีขนาดเท่ากับ 1,659 1,101 1,083 และ 735 คู่เบส ตามล าดับ เมื่อน าข้อมูลที่ได้มา
วิเคราะห์โครงสร้างของยีนโดยใช้โปรแกรม EMBL-EBI database พบว่า ยีน Pp4CL PpCAD PpCOMT และ 
PpCCOMT ที่ได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน open 
reading frame (ORF) จ านวน 1 exon สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของยีน Pp4CL PpCAD PpCOMT และ 
PpCCOMT เท่ากับ 553 367 361 และ 245 amino acids การเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์กับยีนชนิด
เดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน Pp4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์มีความเหมือนอย่างสูง
กับยีน 4-coumarate CoA ligase (4CL) ที่พบในหญ้า (Cenchrus purpureus) (JN980970.1) และข้าวฟ่างหาง
หมา (Setaria italica (L.) Beauv.) (XM004951660.1) โดยมีค่ า % Max Identities เท่ ากับ 98% และ 95% 
ตามล าดับ ยีน PpCAD มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) ที่พบใน
หญ้าเนเปียร์ (Pennisetum purpureum Schumach.) (HQ840705.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica 
(L.) Beauv.) (XM004951572.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 94% ตามล าดับ ยีน PpCOMT 
มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT) ที่พบในข้าวฟ่างหางหมา (Setaria 
italica (L.) Beauv.) (XM004972743.1) และหญ้ า Switchgrass (Panicum virgatum L.) (HQ645965.1) โดยมี
ค่า % Max Identities เท่ากับ 96% และ 93% ตามล าดับ และยีน PpCCOMT ที่โคลนได้มีความเหมือนอย่างสูง
กับยีน tricin synthase 1-like ที่พบในข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) (XM004973751.2) และ
ยีน  caffeoyl CoA O-methyltransferase (CCOMT) ที่ พบ ในหญ้ า  Switchgrass (Panicum virgatum L.) 
(AB723826.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 95% และ 91% ตามล าดับ จากนั้นท าการสร้างชุด cassette 
ของยีน Pp4CL PpCAD PpCOMT และ PpCCOMT  ในรูปแบบ antisense เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของยีน โดย
การเชื่อมต่อชิ้นแต่ละยีนเข้ากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ 
(35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ได้พลาสมิดสายผสม pCAMBIA2300 – AntiPp4CL pCAMBIA2300 – 
AntiPpCAD pCAMBIA2300 – AntiPpCOMT และ pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT มีขนาด 11.3 10.7 
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10.7 และ 10.4 กิโลเบส ตามล าดับ สามารถน าชุดยีนดังกล่าวไปศึกษาการแสดงออกของยีน โดยการถ่ายฝากเข้าสู่
พืชชีวมวล เช่น หญ้าคิงเนเปียร์ อ้อย และ เลา เป็นต้น เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีปริมาณลิกนินต่ าเหมาะสมกับ
การน าไปผลิตไบโอเอทานอลต่อไป  
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ค าน า 
 

ปัจจุบันน้ ามันเชื้อเพลิงซึ่งเป็นแหล่งพลังงานส าคัญก าลังจะหมดลง จึงมีความจ าเป็นเร่งด่วนที่จะต้อง
พัฒนาแหล่งพลังงานเชื้อเพลิงเหลวแหล่งใหม่ การผลิตไบโอเอทานอลจากเซลลูโลสที่ได้จากพืชและเศษวัสดุเหลือ
ใช้ทางการเกษตร ได้แก่ อ้อย ข้าวฟ่างหวาน ข้าวโพด ฟางข้าว หญ้าอาหารสัตว์ และวัชพืชต่ างๆ จะเป็นแหล่ง
พลังงานทดแทนใหม่ได้ดี แต่การน าวัตถุดิบเหล่านี้มาใช้ยังพบปัญหาปริมาณลิกนินสูง ซึ่งจะเป็นตัวยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ ท าให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ไม่ดี และยังเป็นอุปสรรคต่อการหมัก 
(fermentation) จึงจ าเป็นต้องมีการปรับสภาพวัตถุดิบเพ่ือแยกลิกนินและเฮมิเซลลูโลสออก และเป็นการปรับ
โครงสร้างของเซลลูโลสให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์ที่ได้จากเชื้อรา 
แบคทีเรีย หรือ แอคติโนมัยซีส ก่อนที่จะเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลแล้วหมักด้วยยีสต์จนได้ เป็นแอลกอฮอล์   
ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลส าหรับเป็นพลังงานทดแทนจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 
นอกจากจะมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการย่อยและกระบวนการหมักให้ได้
เอทานอลแล้ว ยังจ าเป็นที่จะต้องมีการศึกษาพัฒนาพันธุ์พืชให้มีคุณสมบัติที่ดีเหมาะสมต่อการน าไปเป็นวัตถุดิบ
ส าหรับใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลอีกด้วย 

 ลิกนิน (Lignin) เป็นสารประกอบที่มีอยู่มากในพืชรองลงมาจากเซลลูโลส (cellulose) และเฮมิเซลลูโลส 
(hemicelluloses) มีอยู่ในผนังชั้นที่สอง (secondary layer) ของผนังเซลล์ และใน middle lamella ห่อหุ้ม
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสของพืช มีลักษณะเป็นอะโรมาติก (aromatic) ที่มีหน่วย phenylpropane เชื่อมต่อ
กันเป็นแพหลายหน่วยอย่างไร้ระเบียบ ด้วยพันธะโควาเลนต์ที่มีพันธะอีเธอร์ (ether bond, C-O-C) และพันธะ
ระหว่างคาร์บอน (carbon bond, C-C) ซึ่งพันธะเหล่านี้ถูกย่อยสลายยาก จึงมีหน้าที่ช่วยให้ผนังเซลล์ของพืชมี
ความแข็งแรงและยังป้องกันไม่ให้ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ นอกจากนี้ยังพบว่า ลิกนินมีคุณสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิก 
ไม่ยอมให้น้ าซึมผ่านได้ จึงช่วยลดการระเหยของน้ าที่อยู่ระหว่างเนื้อเยื่อไซเลมและผนังเซลล์ อีกทั้งยังช่วยป้องกัน
การท าลายเนื้อเยื่อของพืชโดยจุลินทรีย์ (Crowford, 1976) ความแตกต่างในองค์ประกอบของลิกนินขึ้นอยู่กับ
ชนิดของพืช เนื้อเยื่อ ชนิดของเซลล์ รวมถึงระยะการเจริญเติบโตด้วย (Campbell and Sederoff, 1996)  

 การสังเคราะห์ลิกนิน พืชจะตรึงคาร์บอนไดออกไซด์จากบรรยากาศด้วยกระบวนการสังเคราะห์แสง
ส าหรับสร้างคาร์โบไฮเดรต แล้วเข้าสู่วิถีการสังเคราะห์กรดอะมิโนอะโรมาติก (shikimic acid pathway) ในกลุ่ม 
phenylpropane amino acid เช่น L-phenylalanine ซึ่ งมีสาร shikimic acid เป็นสารตั้ งต้นส าหรับการ
สังเคราะห์ (อาภัสสรา, 2537) กรดอะมิโนเหล่านี้ถูกเปลี่ยนไปเป็น cinnamic acid, ferulic acid, sinapic acid 
และในที่สุดเป็นลิกนิน (Brett, 1996) การจับกันของสารตั้งต้นทั้งสามเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์เปอออกซิเดช 
(peroxidase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีหมู่ฮีม (heme enzyme) สามารถเร่งปฏิกิริยาการรีดิวซ์ H2O2 ไปเป็นน้ าได้   
(อาภั สสรา , 2537 ; Gold and Alic, 1993) ที่ ผนั ง เซลล์ พื ช เป็ นผล ให้ เกิ ดการสร้ าง  heterogeneous, 
amorphous, optically inactive, ramdom และ highly branch polymer ซึ่งมีอย่างน้อย 12 ชนิดที่ต่างกัน
ในเรื่องของพันธะ (linkages) เช่น aryl-ether และ carbon-carbon bond ที่เชื่อมต่อกับ aromatic nuclei ซึ่ง
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พันธะเหล่านี้ไม่สามารถย่อยสลายด้วยขบวนการ hydrolysis ได้ ลิกนินเป็นสารประกอบ aromatic ซึ่งถูกท าลาย
หรือย่อยสลายได้ค่อนข้างยาก ลิกนินไม่ละลายน้ า ไม่ละลายในกรด แต่ลิกนินสามารถละลายได้ในสารละลายที่เป็น
ด่างความเข้มข้นสูง และที่อุณหภูมิสูง 130 – 280 องศาเซลเซียส (Avgerinos and Wang, 1983) และอาจจะถูก
ออกซิไดซ์ได้ในบรรยากาศ (Janshekar and Fiechter, 1983) ในการย่อยสลายลิกนินทางเคมีท าให้เกิดการ
ตกค้างของสารเคมีที่เป็นอันตราย ถึงแม้ว่าในดินโดยทั่วไปจะมีจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายลิกนินได้อาศัยอยู่
จ านวนมากชนิดด้วยกัน แต่อัตราการย่อยสลายลิกนินเป็นไปอย่างเชื่องช้า (จิตรัตน์, 2542) ในกระบวนการ
สังเคราะห์ลิกนินจะมีเอนไซม์หลายชนิดเข้ามาเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (Smita and Upendra, 2008) ชนิดของ
เอนไซม์ที่มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารลิกนินในพืชชนิดต่างๆ ได้แก่ (1) phenylalanine 
ammonialyase-lyase (PAL); (2) cinnamate 4-hydroxylase (C4H); (3) cinnamate 3-hydroxylase or  
p-coumaroyl shikimic acid / quinic acid 3-hydroxylase (C3H); (4) O-methyltransferase (OMT);       
(5) p-hydroxy cinnamoyl-CoA : shikimate / quinate p-hydroxy cinnamoyl transferase (HCT);         
(6) caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase (CCoAOMT); (7) ferulate 5-hydroxylase (F5H);      
(8) 4-Coumarate : coenzyme A ligase (4CL); (9) cinnamoyl coenzyme A reductase; (CCR);        
(10) coniferaldehyde 5-hydroxylase (Cald5H); (11) 5-hydroxy coniferaldehyde O-methyltransferase 
(AldOMT); (12) sinapyl alcohol dehydrogenase (SAD); (13) cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD)  

  ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงได้น าเทคโนโลยีด้านการโคลนยีนมาประยุกต์ใช้ในการค้นหาและศึกษาคุณสมบัติ
ของกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างลิกนินในพืช และสร้างชุด cassette ยีนในรูปแบบ antisense      
เพ่ือยับยั้งการแสดงออกของยีน ส าหรับน าไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชชีวมวลทางเลือก เช่น หญ้าเนเปียร์ อ้อย และ เลา 
เป็นต้น เพ่ือใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีปริมาณลิกนินต่ าเหมาะสมกับการน าไปผลิตไบโอเอทานอลต่อไป 

 
วิธีด าเนินการ 

 
อุปกรณ์ 

  1. หญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และหญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) (ศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น) 
2. ไพรเมอร์ส าห รับ เพ่ิ มปริมาณ ยีน  4CL CAD COMT และ CCOMT ได้ แก่  4CL (forward) 4CL 

(reverse) CAD (forward) CAD (reverse) COMT (forward) COMT (reverse) CCOMT (forward) แ ล ะ 
CCOMT (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 4CL CAD COMT และ 
CCOMT ได้แก่ 4CLBmHI_Ant (forward) 4CLXbaI_Ant (reverse) CADKpnI_Ant (forward) CADXbaI_Ant 
(reverse) COMTKpnI_Ant (forward) COMTXbaI_Ant (reverse) CCOMTBmHI_Ant (forward) แ ล ะ 
CCOMTXbaI_Ant (reverse) ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการเชื่อมต่อของชิ้นยีน  4CL CAD COMT และ 
CCOMT เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) คือ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse)  
  3. Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ขนาด 9,640 คู่ เบส มีส่วนประกอบของโปรโมเตอร์ 
(35SCaMV) และเทอร์มิ เนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่ เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน  มียีน neomycin 
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phosphortransferase (nptII) ซึ่งควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin เป็นยีนเครื่องหมายใน
การคัดเลือก (ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.ศรีเมฆ ชาวโพงพาง, ม. เกษตรศาสตร์)   
  4. อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบสูงแบบควบคุม
อุณหภูมิต่ าได้ (Refrigerated Centrifuge) หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  
  5. ไมโครปิเปตขนาด P1,000  P200  P100 และ P2  ไมโครลิตร 
  6. อุปกรณ์การอ่านภาพ และบันทึกผล ได้แก่ Gel documentation พร้อมเครื่องพิมพ์ 
  7. เครื่อง Spectrophotometer ส าหรับใช้วัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.)  
 8. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม PCR (Thermal Cycle 9700) 
 9. เครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI Prism 310    
 10.  สารเคมีที่ ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ (MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit) 
ของ Epicentre® Biotechnologies 
 11. สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 12.  สารเคมีที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR Amplification) (HotStartTaq Master Mix Kit) ของ 
QIAGEN 
 13.  สารเคมีที่ ใช้ ในการท า RT-PCR (SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System with Platinum 
Taq DNA Polymerase Kit) ของ Invitrogen 
 14.  สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากเจล (QIAquick Gel Extraction Kit) ของ QIAGEN 
 15. สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน (T&A Cloning Kit) ของ Invitrogen   
 16. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ Fermentas 

 17. เชื้อแบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน (Competent Cells) Escherichia coli สายพันธุ์ DH5 
 18. สารเคมีส าหรับใช้กับเครื่องวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม ABI Prism 310      
 19. การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับเบสด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
  - โปรแกรม BLAST จากเว็บไซด์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ 
  - โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment จากเว็บไซต์ http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
  - โปรแกรม DNAStar software analysis (DNASTAR, Inc, USA) 
  - โปรแกรม CromasPro version 1.33 จากเว็บไซต์  
    http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 

 
วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html
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น าท่อนพันธุ์หญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และหญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์ท่อน
พันธุ์จากศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น มาปลูกในกระถางที่เตรียมไว้ รดน้ า 2 – 3 วัน/ครั้ง เมื่ออายุประมาณ 30 วัน   
น าใบอ่อนมาสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือหาส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  

 

2. ออกแบบไพรเมอร์ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก 
 ท าการศึกษา และค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างลิกนินในพืช ได้แก่ ยีน 4CL CAD COMT และ 
CCOMT ที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต (www.ncbi.nim.nih.gov/) น ามาวิเคราะห์
ล าดับเบสที่มีความเหมือนกันอย่างสูง (conserve region) โดยใช้โปรแกรม ClustalW2 Multiple Alignment 
(European Bioinformatics Institute, UK) ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยีน 4CL คือ 4CL (forward) 
และ 4CL (reverse) ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยีน CAD คือ CAD (forward) และ CAD (reverse) ไพรเมอร์
ส าหรับสังเคราะห์ยีน COMT คือ COMT (forward) และ COMT (reverse) ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยีน 
CCOMT คือ CCOMT (forward) และ CCOMT (reverse) (ตารางที ่1) 

 

3. การโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากหญ้าคิงเนเปียร์ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก   
 3.1 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
  ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ หญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และ หญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) 
เมื่ ออายุ ได้  30 วัน  น าใบอ่อนมาสกัดอาร์ เอ็นเอรวม โดยใช้  MasterPureTM Complete DNA and RNA 
Purification Kit (BIONEER Corporation) ตัดใบอ่อนของหญ้ าปริมาณ 5 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับ
ไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้ายตัวอย่างลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Tissue and 

Cell Lysis Solution 300 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอดไปมาเบาๆ บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 65C นาน 15 
นาที เขย่าทุกๆ 5 นาที วางตัวอย่างบนน้ าแข็งนาน 5 นาที  เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 
ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 10 วินาที น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ย้ายส่วนใสใส่ในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที เทส่วนใสออกให้หมด ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย 

DNaseI Solution 200 ไมโครลิตร บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที เติม MPC Protein Precipitation 
Reagent 200 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 10 วินาที วางตัวอย่างบนน้ าแข็ง นาน 5 นาที น าไปปั่น
เหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ย้ายสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ลงใน
หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 30 – 40 ครั้ง 

น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
ระวังอย่าให้ตะกอนหลุดหาย ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% Ethanol 300 ไมโครลิตร (ท า 2 ครั้ง) เอา Ethanol 
ออกให้หมดโดยใช้ไปเปตละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย TE buffer 35 ไมโครลิตร แล้วเติม Script Guard RNase 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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Inhibitor 1 ไมโครลิตร เพ่ือยับยั้งไม่ให้อาร์เอ็นเอถูกย่อย วัดค่าความเข้มข้น (O.D.) ของสารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้ 

โดยใช้เครื่อง spectrophotometer เก็บสารละลายอาร์เอ็นเอที่ -80C จนกว่าจะใช้งาน 
 

 3.2 การสังเคราะห์ cDNA จาก total RNA โดยวิธี RT-PCR  
 ท าการสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอรวมของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และ หญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 
( KP) โ ด ย ใ ช้  SuperScripTM III One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase Kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) ด้วยวิธี One-Step RT-PCR ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน 4CL ได้แก่ 4CL  
(forward) และ 4CL (reverse) ยีน CAD ได้แก่ CAD (forward) และ CAD (reverse) ยีน COMT ได้แก่ COMT  
(forward) และ COMT (reverse) และไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน CCOMT ได้แก่ CCOMT (forward) และ 
CCOMT (reverse) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลาย total RNA 

10 นาโนกรัม  – 1 ไมโครกรัม , 10 M Gene Specific Primer (forward), 10 M Gene Specific Primer 
(reverse), 2X Reaction Mix, 2U SuperScriptTMIII RT/Platinum Taq Mix น าปฏิกิริยาเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรม PCR (Thermal Cycle 9700) โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-Denature 55C 30 นาที จ านวน    

1 รอบ ตามด้วย 94C 2 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ Denature 94C 15 

วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C 3 นาที จ านวน 40 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 68C 5 นาที อีก 1 รอบ 

หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และน า cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% 

agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
  

 3.3 การโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT เข้าสู่เวกเตอร์ และการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย
  น าผลผลิต PCR มาท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN, USA) น ามาแยกด้วย 0.8% low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science 
Rockland, Inc) จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators ใส่ในหลอด Microcentrifuge 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ าหนักเจลที่ได้เติม QG Buffer 3 เท่าของน้ าหนักเจล น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50C นาน      
1 ชั่วโมง เขย่าแรงๆ ทุก 2 นาที จนเจลละลายหมด เติม Isopropanol 1 เท่าของน้ าหนักเจล ผสมให้เข้ากัน ย้าย
สารละลายทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน   
1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาท ี
นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ย้าย Binding Column วางลงบนหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

EB Buffer (อุ่นที่อุณหภูมิ 50 – 60C) 30 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 1 นาที ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา 
ligation โดยใช้ T&A Cloning Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ในปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย Gel-purified PCR product 4 ไมโครลิตร, T&A Cloning vector 2 ไมโครลิตร, Ligation Buffer A 
1 ไมโครลิตร, Ligation Buffer B 1 ไมโครลิตร, T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสม
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ปฏิกิริยาทั้งหมดให้เข้ากัน น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 22C เป็นเวลา 15 – 30 นาที และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4C 

นานข้ามคืน จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน าปฏิกิริยา ligation 
จ านวน 2 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 

นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 30 วินาที (ไม่ต้องเขย่า) น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 
2 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร: 10 กรัม 
NaCl, 10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ amplicillin 

ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
 

 3.4 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ และการตรวจสอบการปรากฏของยีน  
 คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้น insert ของยีน น ามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ amplicillin 

ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37C เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที นาน 12–16 ชั่วโมง 
น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้มา
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 
Resuspension Solution  250 ไมโครลิตร เขย่าให้เซลล์ละลาย เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับ
หลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์
ลงใน GeneJETTM spin column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม 
Wash Solution 500 ไมโครลิตร เพ่ือล้าง column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
เทส่วนใสทิ้ ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column วางบนหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 1 นาที น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis 

และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
 การตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT โดยน าพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 
– 200 นาโนกรัม, 1X FastDigest Buffer, 0.5U FastDigest Enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมให้เข้า

กัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที น ามาตรวจสอบ
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอด้วย 1% agarose gel electrophoresis 
 3.5 การวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) 

น าตัวอย่างพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT มาเป็นต้นแบบในการ
วิเคราะห์ล าดับเบส โดยใช้สารเคมี ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing V3.1 Kit (Perkin-

Elmer) ร่วมกับไพรเมอร์ M13 (forward) 5 – GTA AAA CGA CGG CCA GT – 3 และ M13 (reverse) 5 –
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GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G – 3 ในการท าปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดี
เอ็นเอ 100 นาโนกรัม, BigDyeTM 2 ไมโครลิตร, Ready Reaction buffer 1 ไมโครลิตร, 5 ไมโครโมล ไพรเมอร์ 
Forward / Reverse และ ddH2O 3.4 ไมโครลิตร น าปฏิกิริยา cycle sequencing ที่ได้ เข้าเครื่อง Thermal 

Cycler 9700 โดยตั้งรอบปฏิกิริยาดังนี้ Denaturation 96C 10 วินาที, Annealing 50C 5 วินาที, Extention 

60C 4 นาที จ านวน 25 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () หลังจากนั้นท าการล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน 
โดยน าผลผลิตที่ ได้ ใส่ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Solution A (ddH2O 16 

ไมโครลิตร: 95% ethanol 64 ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน น าไปไว้ที่อุณหภูมิ 4C นาน 15 นาที ผสมให้เข้ากัน

โดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เท
ส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที 

น าไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0C ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้ง
ในที่มืด จากนั้นละลายตะกอนด้วย Hidi-formamide 10 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันในหลอด น าไปปั่นให้ดี

เอ็นเอตกท่ีก้นหลอด น าตัวอย่างใส่หลอด Septa บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 95C นาน 2 นาที และแช่ไว้บนน้ าแข็งทันที น า
ตัวอย่าง load เข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer เพ่ือวิเคราะห์ล าดับเบส จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มา
วิเคราะห์ค่าต่างๆ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 

 

4. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT 
 4.1 การสร้างชุด cassette ยีน 
  4.1.1 การเพิ่มปริมาณยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากพลาสมิดดีเอ็นเอของหญ้า โดยวิธี PCR 
   น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ไปเพ่ิมปริมาณส่วนที่ต้องการในหลอด
ทดลองกับไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน 4CL คือ 4CLBmHI_Ant (forward) และ 4CLXbaI_Ant (reverse) ยีน CAD 
คือ CADKpnI_Ant (forward) และ CADXbaI_Ant (reverse) ยีน COMT คือ COMTKpnI_Ant (forward) และ 
COMTXbaI_Ant (reverse) ยีน CCOMT คือ CCOMTBmHI_Ant (forward) และ CCOMTXbaI_Ant (reverse) 
ซึ่งได้เติมล าดับเบสที่เป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เพ่ือบังคับทิศทางของการเชื่อมต่อชิ้นยีนในรูปแบบ 
Antisense โดยใช้ Hot Start Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) ในปริมาตรของปฏิกิริยาพอลิเมเรสทั้งหมด 
50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลายดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม, 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 µM 
Gene Specific Primer (forward), 0.4 µM Gene Specific Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ าโดย

ตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–Denature 93C 15 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ 

Denature 94C 30 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 68C 1 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 

72C 10 นาที อีก 1 รอบ หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาเก็บตัวอย่างไว้ที่ 4C และตรวจวิเคราะห์ผล โดยน าผลผลิต PCR 
ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis น าไปย้อมเจลด้วยสารละลาย 
ethidium bromide 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators 
พร้อมบันทึกภาพ 
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  4.1.2 การเชื่อมต่อช้ินยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT เข้ากับ Plant Expression Vector 

 น าพลาสมิด pCAMBIA2300 ที่มีส่วนประกอบของโปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ 
(NOS) ซึ่ งมี ขนาด 9 ,648 คู่ เบส มาใช้ เป็ น  Plant Expression Vector มียีน  nptII (kanamycin) เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก และชิ้นดีเอ็นเอของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ขนาด 1,659 1,101 1,083 
และ 735 คู่เบส น าแต่ละตัวอย่างมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI (CAD และ COMT) XbaI และ 
BamHI (4CL และ CCOMT) โดยในปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของยีน 4CL CAD 
COMT และ CCOMT/พลาสมิดดี เอ็นเอของ pCAMBIA2300 ที่ ความเข้มข้นตัวอย่างละ 1 ไมโครกรัม, 1X 
FastDigest Buffer, 1U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 

37C นาน 30 นาที และน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 80C นาน 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นน ามาแยกด้วย 
0.8% low melting gel แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex Bio Science Rockland, Inc) ตัดแถบดีเอ็นเอที่
ต้องการบนเครื่อง Dark Reader Transilluminators และแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ข้อ 3.3.1) จะได้ชิ้นพลาสมิด pCAMBIA2300 และชิ้นยีน 4CL CAD COMT 
และ CCOMT โดยที่ปลายข้างหนึ่งเป็นต าแหน่งจ าจดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และอีกข้างหนึ่งเป็นต าแหน่ง
ของเอนไซม์  KpnI และ BamHI น าชิ้นยีน 4CL/CAD/COMT/CCOMT เชื่อมต่อเข้ากับ Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) เพ่ือสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่สมบูรณ์ ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยชิ้นดีเอ็นเอของยีน 4CL/CAD/COMT/CCOMT 200 นาโนกรัม, pCAMBIA2300 400 นาโนกรัม, 1X 

Ligation Buffer, T4 DNA ligase, ปรับปริมาตรด้วยน้ า บ่มที่ อุณหภูมิ 22C นาน 1 ชั่วโมง และน าไปบ่มต่อที่

อุณหภูมิ 65C นาน 10 นาที จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5 โดยน า
ปฏิกิริยา ligation จ านวน 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บน

น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไป heat – shock ที่อุณหภูมิ 42C เป็นเวลา 45 วินาที น าไปแช่บนน้ าแข็งทันทีเป็น
เวลา 30 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างไป spread บนอาหารแข็ง LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ที่ความ

เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37C นานข้ามคืน  
 

4.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน ใน Plant Expression Vector  
 4.2.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ด้วยเทคนิค PCR 

 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่าได้รับพลาสมิดสายผสมของแต่ละยีน น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุด
สกัดพลาสมิด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) (ข้อ 3.3.2) น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้
น ามาท าปฏิกิริยา PCR ร่วมกับไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) (ตารางที่ 1) ในปฏิกิริยา
ทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม, 2U HotStart Taq Master Mix, 0.5 µM 
Primer (forward), 0.5 µM Primer (reverse) ปรับปริมาตรให้ครบด้วยน้ า โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre–
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Denature 95C 15 นาที จ านวน 1 รอบ และตั้งรอบให้ เครื่องท างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้  Denature 94C        

30 วินาที, Anneal 60C 30 วินาที, Extend 72C 3 นาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน 72C 10 นาที 

อีก 1 รอบ และ Hold ที่ 4C infinity () ตรวจวิเคราะห์ผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบ
ขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พร้อมบันทึกภาพ 

 
 

 4.2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
 การตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

XbaI และ KpnI (CAD และ COMT) XbaI และ BamHI (4CL และ CCOMT) ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย พลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร, 1X FastDigest buffer, 0.5U FastDigest enzyme, ปรับปริมาตร

ให้ครบด้วยน้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่  80C นาน 5 นาที จากนั้นน าไป
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน     
1 kb DNA ladder marker (Fermentas, USA) 

   
เวลา และสถานที่ท าการทดลอง 

  

 ระยะเวลาท าการทดลอง เดือน ตุลาคม  2555 – เดือน กันยายน  2558 

 สถานที่ท าการทดลอง ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์  
  

1. การโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากหญ้าในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก  
 จากการโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออก โดยท าการออกแบบ
ไพรเมอร์ บริเวณที่มีความเหมือนกันอย่างสูงที่มีรายงานในพืชชนิดต่างๆ จากฐานข้อมูลทางอินเทอร์เน็ต NCBI 
สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน 4CL คือ 4CL (forward) และ 4CL (reverse) ยีน CAD คือ 
CAD (forward) และ CAD (reverse) ยีน COMT คือ COMT (forward) และ COMT (reverse) และไพรเมอร์ที่
มีความจ าเพาะกับยีน CCOMT คือ CCOMT (forward) และ CCOMT (reverse) (ตารางท่ี 1) โดยน าไพรเมอร์ที่
สังเคราะห์ได้มาท าปฏิกิริยา RT – PCR กับอาร์เอ็นเอรวมของหญ้าคิงเนเปียร์ และหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 
(ภาพที่ 1) พบว่า สามารถสังเคราะห์ยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.6 1.1 
1.1 และ 0.7 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 2ก 2ข 2ค และ 2ง) น าดีเอ็นเอของยีน 4CL CAD COMT และ 

CCOMT ที่ได้ไปเชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอร์ T&A Cloning Vector Kit และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย DH5 
คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่ามียีน 4CL CAD COMT และ CCOMT น ามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ภาพที่ 3ก 3ข 3ค 
และ 3ง) และตรวจสอบโคโลนีที่ได้รับการถ่ายยีนโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI พบว่า 
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รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ที่มีความถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ 
ขนาดประมาณ 2.7 กิโลเบส เป็นขนาดของเวกเตอร์ (Vector) และขนาดประมาณ 1.6 1.1 1.1 และ 0.7กิโลเบส 
เป็นขนาดของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ตามล าดับ (ภาพที่ 4ก 4ข 4ค และ 4ง) น าพลาสมิดดีเอ็นเอ
โคลนที่มียีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากหญ้า ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล าดับ
พันธุกรรม ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer พบว่า ยีน 4CL จากหญ้าทัง้ 2 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 
1,659 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) ของยีน 4CL ได้จ านวน 553 
amino acid (ภาพที่ 5)  ยีน CAD จากหญ้าทั้ง 2 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 1,101 คู่เบส และสามารถ
ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) ของยีน CAD ได้จ านวน 367 amino acid (ภาพที่ 6)     
ยีน COMT จากหญ้าทั้ง 2 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 1,083 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโน  
ในส่วนที่มีการแสดงออก (ORF) ของยีน COMT ได้จ านวน 361 amino acid (ภาพที่ 7) และยีน CCOMT จาก
หญ้าทั้ง 2 พันธุ์ มีล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 1,101 คู่เบส และสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนในส่วนที่มีการ
แสดงออก (ORF) ของยีน CCOMT ไดจ้ านวน 245 amino acid (ภาพที่ 8)  
ตารางท่ี 1 แสดงคู่ไพรเมอร์ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา RT – PCR ของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ( 5'  3' ) 
ขนาด 
(bp.) 

อุณหภูมิ 

Tm (C) 
GC content 

(%) 
4CL(forward) ATG GGT TCC GTG GAC GMG TCG 

KCG GYG GCG GMG GTG 

36 80.8(60) 72.2 

4CL(reverse) TCA GTG GAC GCC AGC GGC GAG 

CCT GGC TCT CAA R 

34 78.3(60) 66.2 

CAD(forward) ATG GGG AAC CTG GCG TCG GAT 

AAG ACA GTG G 

31 72.9(60) 58.1 

CAD(reverse) CTA GTT GCT CGG CGC CTC CGC 

GGC GGC GGC CTC C 

34 82.8(60) 79.4 

COMT(forward) ATG GGY TCS ACC GCC GMS GAC 

RTG GCC GCG 

30 79.8(60) 71.1 

COMT(reverse) CTA CTT GRT GAA CTC GAT GGC 

CCA BGC GKT G 

31 71.0(60) 53.8 

CCOMT(forward) ATG ACG ACC GGC GGC GTT GCC 

AAC GTC CAC 

30 77.5(60) 66.7 

CCOMT(reverse) TCA GAC GAG GCG GCG GCA GAT 

GGT GAC GCC 

30 78.5(60) 70.0 

4CLBmHI_Ant 

(forward) 
CAC GGA TCC ATG GGT TCC GTG 

GAC GMG TCG KCG GYG GCG GMG 

42 75.9(60) 71.4 

4CLXbaI_Ant 

(reverse) 
CAC TCT AGA TCA GTG GAC GCC 

AGC GGC GAG CCT GGC TCT C 

40 72.2(60) 65.0 

CADKpnI_Ant 

(forward) 
CAC GGT ACC ATG GGG AAC CTG 

GCG TCG GAT AAG ACA G 

37 69.0(60) 59.4 

CADXbaI_Ant 

(reverse) 
CAC TCT AGA CTA GTT GCT CGG 

CGC CTC CGC GGC GGC GGC 

39 75.2(60) 71.7 

COMTKpnI_Ant 

(forward) 
CAC GGT ACC ATG GGB TCS ACS 

GCV RVS GAY RTG GCS 

36 73.1(60) 68.0 

COMTXbaI_Ant 

(reverse) 

CAC TCT AGA YYA CTT GRT GAA 

CTC GAT GGC MMA BGC G 

37 65.8(60) 51.8 

CCOMTBmHI_Ant 

(forward) 

CAC GGA TCC ATG ACG ACC GGC 

GGC GTT GCC AAC GTC 

36 72.7(60) 66.6 

CCOMTXbaI_Ant 

(reverse) 

CAC TCT AGA TCA GAC GAG GCG 

GCG GCA GAT GGT GAC 

36 69.2(60) 61.1 
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NOS(forward) GTT TGA ACG ATC GGG GAA ATT 

CGA GCT C 

28 67.5(60) 50.0 

35SCaMV(reverse) CAT TTG GAG AGG ACA CGC TGA 

CAA GCT GAC 

30 70.1(60) 53.3 

 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงอาร์เอ็นเอรวมที่สกัดได้จากหญ้า 2 พันธุ์, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1-2 = หญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และ Lane 3-4 = หญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 
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ภาพที่ 2 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน 4CL ที่เพ่ิมปริมาณได้จากหญ้า 2 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ 4CL (forward) 

และ 4CL (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดี เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน 4CL ในหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 2 = แถบดีเอ็นเอ
ของยีน 4CL ในหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน CAD ที่เพ่ิมปริมาณได้จากหญ้า 2 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ CAD (forward) 
และ CAD (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
(Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน CAD ในหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 2 = แถบดีเอ็นเอ
ของยีน CAD ในหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP)  

  ค. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน COMT ที่เพ่ิมปริมาณได้จากหญ้า 2 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ COMT 
(forward) และ COMT (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA 
Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน COMT ในหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 2 = 
แถบดีเอ็นเอของยีน COMT ในหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 

  ง. แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน CCOMT ที่เพ่ิมปริมาณได้จากหญ้า 2 พันธุ์ ร่วมกับคู่ไพรเมอร์ CCOMT 
(forward) และ CCOMT (reverse) ด้วยเทคนิค RT-PCR, Lane M = ดี เอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder (Fermentas), Lane 1 = แถบดีเอ็นเอของยีน CCOMT ในหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), 
Lane 2 = แถบดีเอ็นเอของยีน CCOMT ในหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 
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ภาพที่ 3 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน 4CL, Lane M = ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอ
หญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP)  

  ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน CAD, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอ
หญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP)  

  ค. แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน COMT, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอ
หญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 

  ง. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโคโลนีที่คาดว่ามียีน CCOMT, Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอ
หญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = แถบดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 
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ภาพที่ 4 ก. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน 4CL ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI,  

Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ    
ดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP)  

  ข. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CAD ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, 
Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ     
ดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP)  

  ค. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน COMT ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, 
Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ     
ดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 

  ง. แสดงรูปแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอของยีน CCOMT ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, 
Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1-2 = รูปแบบของแถบ     
ดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3-5 = รูปแบบของแถบดีเอ็นเอหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง 1 (KP) 
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ภาพที่ 5 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน 4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) ในส่วนที่

มีการแสดงออกของยีน   

 

ภาพที่ 6 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน CAD ที่โคลนไดจ้ากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) ในส่วนที่
มีการแสดงออกของยีน   
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ภาพที่ 7 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน COMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN)      
ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 
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ภาพที่ 8 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน CCOMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN)     

ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน 

 
เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์โครงสร้างของยีน โดยใช้โปรแกรม EMBL – EBI database บนอินเทอร์เน็ต 

พบว่า ยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT มีส่วนประกอบครบทั้งยีน ซึ่งประกอบด้วย ล าดับเบสส่วนที่มีการ
แสดงออกของยีน open reading frame (ORF) หรือ coding sequence (CDS) ของยีน 4CL ขนาด 1,659 คู่เบส 
มีจ านวน 1 exon ยีน CAD ขนาด 1,101 คู่เบส มีจ านวน 1 exon ยีน COMT ขนาด 1,083 คู่เบส มีจ านวน 1 exon 
และยีน CCOMT ขนาด 735 คู่เบส มีจ านวน 1 exon (ภาพที่ 9ก 9ข 9ค และ 9ง) เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 4CL ที่
โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน  4-coumarate CoA ligase (4CL) ที่พบในหญ้า 
(Cenchrus purpureus) (JN980970.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica (L.) Beauv.) (XM004951660.1) 
โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 98% และ 95% ตามล าดับ (ตารางที่ 2) ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CAD    
ที่ โคลนได้มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน  cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) ที่พบในหญ้าเนเปียร์ 
(Pennisetum purpureum) (HQ840705.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) (XM004951572.1) โดยมี
ค่า % Max Identities เท่ากับ 99% และ 94% ตามล าดับ (ตารางที่ 3) ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COMT ที่โคลนได้
มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT) ที่พบในข้าวฟ่างหางหมา (Setaria 
italica) (XM004972743.1) แ ล ะห ญ้ า  Switchgrass (Panicum virgatum) (HQ645965.1) โดยมี ค่ า  % Max 
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Identities เท่ากับ 96% และ 93% ตามล าดับ (ตารางที่ 4) และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CCOMT ที่โคลนได้มี
ความเหมือนอย่างสูงกับยีน Tricin syntase 1-like ที่พบในข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) (XM004973751.2) 
และยีน Caffeoyl CoA O-methyltransferase (CCOMT) ที่ พบ ในหญ้ า  Switchgrass (Panicum virgatum) 
(AB723826.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 95% และ 91% ตามล าดับ (ตารางท่ี 5) 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 9 โครงสร้างของยีนในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน coding sequence (CDS) (แถบลูกศรสีแดง)   
วิเคราะห์โดยโปรแกรม EMBL-EBI database. 

  ก.  ยีน 4-coumarate CoA ligase (4CL)  

ก 

ข 

ค 

ง 



24 
 
  ข.  ยีน cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) 
  ค.  ยีน caffeic acid O-methyltransferase (COMT)  
  ง.  ยีน caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase (CCOMT)  
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) กับยีนชนิดเดียวกัน

ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Cenchrus purpureus 
cultivar Huanan              
4-coumarate CoA ligase 
(4CL) mRNA, complete cds 

2861 2861 100% 0.0 98% JN980970.1 

Setaria italica probable    
4-coumarate-CoA ligase 3-
like (LOC101769243),mRNA 

2612 2612 100% 0.0 95% XM004951660.1 

Zea mays 4-coumarate 
coenzyme A ligase (4CL) 
mRNA, complete cds 

2264 2264 100% 0.0 91% EU491511.1 

Panicum virgatum           
4-coumarate coenzyme A 
ligase 1 (4CL 1) mRNA, 
complete cds 

2264 2264 100% 0.0 90% AY566301.1 

Oryza sativa Japonica 
Group 4CL-3 mRNA for    
4-coumarate: CoA ligase-3, 
complete cds 

2035 2035 97% 0.0 88% AB234050.1 

 

ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CAD ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) กับยีนชนิดเดียวกัน 
  ทีม่ีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Pennisetum purpureum 
cultivar Huanan cinnamyl 
alcohol dehydrogenase 
(CAD) mRNA, complete cds 

2111 2111 100% 0.0 99% HQ840705.1 

Setaria italica probable 
cinnamyl alcohol 
dehydrogenase-like 
(LOC101769241), mRNA 

1385 1385 99% 0.0 94% XM004951572.1 

Panicum virgatum cultivar 
Alamo cinnamyl alcohol 

1590 1590 99% 0.0 92% GU045611.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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dehydrogenase 1 mRNA, 
complete cds 
Sorghum bicolor genotype 
IS21891 cinnamyl alcohol 
dehydrogenase 2 (CAD2) 
mRNA, complete cds   

1538 1538 99% 0.0 91% HQ668168.1 
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ตารางท่ี 4 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) กับยีนชนิด

เดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Setaria italic caffeic acid 3-O-
methyltransferase-like  
(LOC101765311), mRNA 

1813 1813 99% 0.0 96% XM004972743.1 

Panicum virgatum caffeic acid 
3-O-methyltransferase (COMT) 
mRNA, complete cds 

1623 1623 100% 0.0 93% HQ645965.1 

Saccharum officinarum mRNA 
for caffeic acid 3-O-
methyltransferase 

1542 1542 99% 0.0 92% AJ231133.1 

Miscanthus sinensis caffeic 
acid 3-O-mthyltransferase 
mRNA, complete cds 

1525 1525 99% 0.0 91% HM062766.1 

Sorghum sudanense caffeic 
acid O-methyltransferase 
(COMT) mRNA, complete cds 

1438 1438 99% 0.0 90% KJ101565.1 

 
ตารางท่ี 5 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CCOMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) กับยีนชนิด

เดียวกันที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank บนอินเทอร์เน็ตโปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Identities Accession 

Setaria italic tricin syntase 1-
like (LOC101753161), mRNA 

1175 1175 100% 0.0 95% XM004973751.2 

Panicum virgatum mRNA for 
caffeoyl CoA O-
methyltransferase 2, 
complete cds 

1054 1054 100% 0.0 91% AB723826.1 

Zea mays caffeoyl CoA O-
methyltransferase 1 
(LOC100286151), mRNA 

935 935 97% 0.0 89% NM001159039.1 

Brachypodium distachyon 
tricin synthase 1-like 

780 780 100% 0.0 84% XM003574661.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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(LOC100835440), mRNA  
Oryza sativa Japonica Group 
mRNA for caffeoyl-CoA 3-O-
methyltransferase, complete 
cds, clone:12FPR057  

713 713 97% 0.0 82% AB110168.1 
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เมื่อน าข้อมูลยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT จากหญ้าคิงเนเปียร์มาศึกษาความสัมพันธ์กับยีนชนิด
เดี ยวกั น ใน พื ชชนิ ดต่ างๆ ที่ มี รายงานในฐานข้ อมู ล  GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/ 
treeView.cgi) พบว่า ยีน 4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (Pennisetum purpureum) มีความสัมพันธ์อย่าง
ใกล้ชิดกับพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว คือ หญ้า (Cenchrus purpureus) ข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) และ
หญ้า Switchgrass (Panicum virgatum) มากกว่าพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว ได้แก่ กล้วยป่า (Musa acuminate) 
ปาล์มน้ ามัน (Elaeis guineenisis) และ อินทผลัม (Phoenix dactylifera) และกลุ่มพืชใบเลี้ยงคู่ ได้แก่ ยูคาลิปตัส 
(Eucalyptus camaldulensis) พืชสมุนไพร (Salvia Miltiorrhiza) และ งา (Sesamum indicum) เป็นต้น 
(ภาพที่  10) ยีน CAD ที่ โคลนได้มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว คือ  หญ้าเนเปียร์ 
(Pennisetum purpureum) หญ้า (Cenchrus purpureus) และ ข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) มากกว่าพืช
ในกลุ่มใบเลี้ยงคู่ ได้แก่ ยูคาลิปตัส (Eucalyptus camaldulensis) ถั่วเหลือง (Glycine max) และ องุ่น (Vitis 
vinifera) เป็นต้น (ภาพที่ 11) ยีน COMT ที่โคลนได้มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว คือ 
ข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) และหญ้า Switchgrass (Panicum virgatum) มากกว่าพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว 
เช่น หญ้า (Brachypodium distachyon) ข้าวสาลี (Triticum aestivum) และ หญ้า ryegrass (Lolium perenne) 
เป็นต้น (ภาพที่ 12) และยีน CCOMT ที่โคลนได้มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยวคือ ข้าวฟ่าง
หางหมา (Setaria italica) และหญ้า Switchgrass (Panicum virgatum) มากกว่าพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว ได้แก่ ไผ่ 
(Neosinocalamus affinis) ไผ่หยกอินโด (Bambusa oldhamii) และ หญ้า (Triarrhena lutarioriparia) เป็นต้น 
(ภาพที่ 13)  

 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/%20treeView.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/%20treeView.cgi
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ภาพที่ 10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน 4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  
  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi  
 
 

 
 
ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน CAD ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  

 โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
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ภาพที่ 12 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน COMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) เปรียบเทียบกับพืชชนิดต่างๆ  

  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi 
 

 

 
 
ภาพที่ 13 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างยีน CCOMT ที่โคลนได้จากจากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) เปรียบเทียบกับ    

พืชชนิดต่างๆ  โดยใช้โปรแกรม www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/treeView.cgi
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3. การสร้างชุด cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT 
 ใน Plant Expression Vector 

การเพ่ิมปริมาณยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ในส่วนที่มีการแสดงออกของยีน โดยการท าปฏิกิริยา 
PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอของหญ้าทั้ง 2 พันธุ์  โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน  4CL คือ 4CLXbaI 
(forward) และ 4CLBamHI (reverse) ยีน CAD คือ CADKpnI (forward) และ CADXbaI (reverse) ยีน COMT 
คือ COMTKpnI (forward) และ COMTXbaI (reverse) และยีน CCOMT คือ CCOMTXbaI (forward) และ 
CCOMTBamHI (reverse) ซึ่งได้เติมต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ BamHI ส าหรับตัดต่อยีน 
4CL และ CCOMT และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ส าหรับตัดต่อยีน CAD และ COMT เข้าสู่เวคเตอร์ใน
รูปแบบ Antisense ได้ชิ้นยีนขนาด 1,659 1,101 1,083 และ 735 คู่เบส ตามล าดับ น าแต่ละยีนมาเชื่อมต่อเข้า
กับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ที่มีขนาด 9,640 คู่เบส โดยที่ pCAMBIA2300 ประกอบด้วย 
โปรโมเตอร์ (35SCaMV) และเทอร์มิเนเตอร์ (NOS) ท าหน้าที่ เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน  มียีน 
neomycin phosphortransferase (nptII) ควบคุมลักษณะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ kanamycin เป็นยีน
เครื่องหมายในการคัดเลือก ซึ่งผ่านการท า double digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + BamHI และ XbaI 
+ KpnI (ภาพที่ 14ก และ 14ข) จากนั้นท าการเชื่อมต่อชิ้นยีน 4CL และ CCOMT เข้ากับ Plant Expression 
Vector (pCAMBIA2300) ในต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + BamHI และเชื่อมต่อชิ้นยีน CAD และ 
COMT เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ในต าแหน่งของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI + KpnI 

ท าการถ่ายฝากชุด cassette ยีนทั้ง 4 ชุด เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5 โดยวิธี heat – shock และ
ตรวจสอบการปรากฏของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ที่อยู่ใน pCAMBIA2300 ซึ่งมี 2 วิธีด้วยกัน วิธีแรก
คือ การตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบว่า สามารถ
ท าปฏิกิริยาได้แถบดีเอ็นเอของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ขนาดประมาณ 1.6 1.1 1.1 และ 0.7 กิโลเบส 
ตามล าดับ (ภาพที่ 15ก 15ข 15ค และ 15ง) และวิธีที่สองคือ การตรวจสอบด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI 
และ BamHI ส าหรับตรวจสอบยีน 4CL และ CCOMT และการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI ส าหรับ
ตรวจสอบยีน CAD และ COMT พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ถูกต้องจ านวน 2 แถบ ได้แก่ ขนาดประมาณ 1.6 
1.1 1.1 และ 0.7 กิโลเบส ซึ่งเป็นขนาดของชิ้นยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT และขนาดประมาณ 9 กิโลเบส 
ซึ่งเป็นขนาดของเวคเตอร์ pCAMBIA2300 ตามล าดับ (ภาพที่ 16ก 16ข 16ค และ 16ง) เมื่อน าพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสมที่มีชิ้นส่วนของยีน 4CL CAD COMT และ CCOM สอดแทรกอยู่ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 
พบว่า ต าแหน่งในการเชื่อมต่อของยีนทั้ง 4 ยีน ที่อยู่ภายในเวกเตอร์ pCAMBIA2300 มีความถูกต้อง โดยโครงสร้าง
ของพลาสมิดสายผสมที่มีความสมบูรณ์สามารถเชื่อมต่อชิ้นยีนเข้ากับ Plant Expression Vector ได้จ านวน 4 ชุด 
cassette ยี น  คื อ  [1] pCAMBIA2300 – AntiPp4CL [2] pCAMBIA2300 – AntiPpCAD [3] pCAMBIA2300 – 
AntiPpCOMT และ [4] pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT โดยแต่ละชุด cassette จะมีขนาดประมาณ 11.3 10.7 
10.7 และ 10.4 กิโลเบส ตามล าดับ (ภาพที่ 17ก 17ข 17ค และ 17ง)  
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ภาพที่ 14 ก. แผนที่ของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) และต าแหน่งในการเชื่อมต่อชิ้นยีน 4CL 
และ CCOMT ในรูปแบบ antisense 

 ข. แผนที่ของ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) และต าแหน่งในการเชื่อมต่อชิ้นยีน CAD 
และ COMT ในรูปแบบ antisense 
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3000 
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~1.6 kb 
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ภาพที่ 15 ก. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
AntiPp4CL โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดี เอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), 
Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP)   

 ข. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
AntiPpCAD โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), 
Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP)    

 ค. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
AntiPpCOMT โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), 
Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP)  

  ง. แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยา PCR กับพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 – 
AntiPpCCOMT โดยใช้ไพรเมอร์ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse), Lane M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), 
Lane 3–4 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP)  

~0.7 kb 
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ภาพที่ 16 ก. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 –
AntiPp4CL ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ BamHI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3–4 = 
แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP) 

  ข. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 –
AntiPpCAD ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb    
DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3–4 =  
แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP) 

  ค. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 –
AntiPpCOMT ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ KpnI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3–4 = 
แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP) 

  ง. แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ ได้จากการตัดพลาสมิดดี เอ็นเอสายผสม pCAMBIA2300 –
AntiPpCCOMT ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XbaI และ BamHI, Lane M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
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DNA Ladder (Fermentas), Lane 1–2 = แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ (KN), Lane 3–4 = 
แถบดีเอ็นเอของหญ้าคิงเนเปียร์ปากช่อง1 (KP) 
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ภาพที่ 17 แสดงโครงสร้างพลาสมิดสายผสมที่มีความสมบูรณ์ 
 ก.  pCAMBIA2300 – AntiPp4CL  ข.  pCAMBIA2300 – AntiPpCAD  
 ค.  pCAMBIA2300 – AntiPpCOMT  ง.  pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT  
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สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

การโคลนยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ในส่วนของยีนที่มีการแสดงออกจากอาร์เอ็นเอรวมของ  
หญ้า 2 พันธุ์ ได้แก่ หญ้าคิงเนเปียร์ (KN) และ หญ้าคิงเนเปียร์ลูกผสมปากช่อง 1 (KP) ด้วยเทคนิค RT – PCR 
พบว่า ยีน 4CL ที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 1,659 คู่เบส ยีน CAD มีขนาด 1,101 คู่เบส ยีน COMT มีขนาด 1,083 คู่เบส 
และยีน CCOMT ที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 735 คู่เบส เมื่อน าไปวิเคราะห์โครงสร้างของยีนด้วยโปรแกรม EMBL-EBI 
database บนอินเทอร์เน็ต พบว่า ยีนที่โคลนได้มีส่วนประกอบครบทั้งยีน และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปแปล
รหัสเป็นโปรตีน พบว่า ยีน 4CL สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้จ านวน 553 amino acid ยีน CAD มีล าดับ
กรดอะมิโน จ านวน 367 amino acid ยีน COMT มีล าดับกรดอะมิโน จ านวน 361 amino acid และ ยีน 
CCOMT สามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนได้จ านวน 245 amino acid 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT ไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันที่มี
รายงานในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ยีน 4CL มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน 4-coumarate CoA ligase (4CL) 
ที่พบในหญ้า (Cenchrus purpureus) (JN980970.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) (XM004951660.1) 
โดยมีค่าความเหมือน (% Max Identities) เท่ากับ 98% และ 95% ตามล าดับ ยีน CAD มีความเหมือนอย่างสูง
กั บ ยี น  cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) ที่ พ บ ใน ห ญ้ า เน เปี ย ร์  (Pennisetum purpureum) 
(HQ840705.1) และข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) (XM004951572.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 
99% และ 94% ตามล าดับ ยีน COMT มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน caffeic acid 3-O-methyltransferase 
(COMT) ที่ พบ ในข้ าว ฟ่ างหางหมา (Setaria italica) (XM004972743.1) และหญ้ า Switchgrass (Panicum 
virgatum) (HQ645965.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 96% และ 93% ตามล าดับ และยีน CCOMT    
มีความเหมือนอย่างสูงกับยีน Tricin syntase 1-like ที่พบในข้าวฟ่างหางหมา (Setaria italica) (XM004973751.2) 
และยีน caffeoyl CoA O-methyltransferase (CCOMT) ที่พบในหญ้า Switchgrass (Panicum virgatum) 
(AB723826.1) โดยมีค่า % Max Identities เท่ากับ 95% และ 91% ตามล าดับ 

การสร้างชุด cassette ยีน ในรูปแบบ antisense โดยการเชื่อมต่อชิ้นยีน 4CL CAD COMT และ 
CCOMT เข้ากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ 35SCaMV 
และเทอร์มิเนเตอร์ NOS ได้พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม จ านวน 4 ชุดยีน ได้แก่ [1] pCAMBIA2300 – AntiPp4CL 
[2] pCAMBIA2300 – AntiPpCAD [3] pCAMBIA2300 – AntiPpCOMT และ [4] pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT 
ซ่ึงมีขนาดประมาณ 11.3 10.7 10.7 และ 10.4 กิโลเบส ตามล าดับ  

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 
การโคลนยีนที่ควบคุมการสร้างลิกนินในพืช ได้แก่ ยีน 4CL CAD COMT และ CCOMT และการสร้างชุด 

cassette ยีน ในรูปแบบ antisense จ านวน 4 ชุดยีน ได้แก่ pCAMBIA2300 – AntiPp4CL pCAMBIA2300 – 
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AntiPpCAD pCAMBIA2300 – AntiPpCOMT และ pCAMBIA2300 – AntiPpCCOMT ซึ่งขณะนี้ได้มีการน าชุดยีน
ดังกล่าวไปถ่ายฝากเข้าสู่พืชชีวมวล ได้แก่ หญ้าคิงเนเปียร์ เพ่ือศึกษาเทคนิคในการยับยั้งการแสดงออกของยีน
ส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีปริมาณลิกนินต่ าเหมาะสมกับการน าไปผลิตไบโอ    
เอทานอลต่อไป 
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ภาพผนวกที่ 1 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน 4CL ของหญ้า Cenchrus purpureus ที่ 

accession number JN980970.1 กับ ล าดับเบสของยีน 4CL ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN)  
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ภาพผนวกที่ 2 การวิเคราะห์  alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน CAD ของหญ้าเนเปียร์ที่  accession 

number HQ840705.1 กับ ล าดับเบสของยีน CAD ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) 
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ภาพผนวกที่ 3 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน COMT ของหญ้า Switchgrass ที่ accession 

number HQ645965.1 กับ ล าดับเบสของยีน COMT ที่โคลนไดจ้ากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) 
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ภาพผนวกที่ 4 การวิเคราะห์ alignment ระหว่างล าดับเบสของยีน CCOMT ของหญ้า Switchgrass ที่ accession 

number AB723826.1 กับล าดับเบสของยีน CCOMT ที่โคลนได้จากหญ้าคิงเนเปียร์ (KN) 
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