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ยีน NHX1 ในอ้อยพันธุ์ KPS94-13 และอ้อยป่า และรูปแบบการแสดงออก
ในสภาวะเลียนแบบดินเค็ม 
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ABSTRACT
Saline	soil	affects	both	plant	growth	and	productivity	especially	sugarcane	which	is	

an	economic	crop	but	sensitive	to	saline	soil.	One	of	sugarcane	breeding	program’s	goals	
is	to	improve	salt	tolerance	in	sugarcane	cultivars.		The	objectives	of	this	research	were	to	
clone	and	identify	the	NHX1	gene	from	a	commercial	sugarcane	cv.	KPS94-13	and	wild	
sugarcane,	and	to	study	the	expression	pattern	of	the	genes	in	salt	stress	condition.	It	was	
found	that	the	full	length	of	the	gene	was	1,623	bp.	The	comparison	of	the	sequence	to	
nucleotide	data	base	of	GenBank	found	that	the	sequence	was	similar	to	that	of	NHX1 gene 
of	 many	 monocotlydon	 plants.	 We	 named	 the	 sequence	 cloned	 from	 KPS	 94-13	 and	 
wild	sugarcane	as	SoNHX1KPS	and	SsNHX1WT,	respectively.		The	sequence	encoded	a	
polypeptide	 of	 540	 amino	 acid	 residues.	 There	 were	 5	 amino	 acid	 residues	 difference	 
between	the	amino	acid	sequences	deduced	from	the	genes	of	the	two	sugarcane	species.	
The	 phylogenetic	 tree	 analysis	 indicated	 that	 the	 SoNHX1KPS	 and	 SsNHX1WT	 were	 
closely	related	to	AtNHX1.	The	analysis	of	hydrophobicity	found	11	transmembrane	domains	
in	 both	 polypeptide	 sequences.	 Gene	 expression	 study	 of	NHX1	 in	 the	 two	 kinds	 of	 
sugarcane	used	in	this	experiment	revealed	that	when	subjected	to	100	mM	and	200	mM	of	 
NaCl	for	5	days	the	expression	patterns	of	the	NHX1	gene	depended	on	the	concentrations	
of	NaCl.	The	expression	 levels	of	 the	gene	 in	 roots	and	 leaves	of	wild	sugarcane	were	 
higher	than	those	of	KPS94-13	and	the	expression	levels	of	the	gene	in	leaves	were	higher	
than those in roots.
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บทคัดย่อ
ดินเค็มเป็นสาเหตุท่ีส่งผลต่อการเจริญ

เตบิโตและผลผลติของพชื	โดยเฉพาะในอ้อยซึง่เป็น

พชืท่ีมีความสำาคญัทางเศรษฐกิจ	โดยเป็นวตัถดิุบใน

การผลิตนำา้ตาล	แต่ไม่ทนดนิเค็ม	เป้าหมายหนึ่งใน

การปรับปรุงพันธุ์อ้อย	คือ	การปรับปรุงพันธุ์อ้อย

ให้ทนต่อดินเค็ม	ดังนั้น	วัตถุประสงค์ของการวิจัย

นี้เพื่อโคลนและบ่งชี้ยีน	NHX1	จากอ้อยพันธุ์การ

ค้าและอ้อยป่า	 และศึกษารูปแบบการแสดงออก

ของยีนนี้ในสภาวะท่ีอ้อยได้รับความเครียดจาก

ความเค็ม	พบว่า	ยีน	NHX1	ประกอบด้วยนิวคลี

โอไทด์	 1,623	 คู่เบส	 เมือ่นำาลำาดบันวิคลโีอไทด์นี้ 

ไปเทียบกับข้อมูลลำาดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล	

GenBank	 พบว่า	 มีความเหมือนกับยีน	NHX1	 

ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิด	จึงให้ชื่อยีนที่โคลน

ได้จากอ้อยพันธุ ์	 KPS94-13	 และอ้อยป่าว่า	 

SoNHX1KPS	 และ	 SsNHX1WT	 ตามลำาดับ	 

เม่ือแปลรหัสพันธุกรรมจะได้	 540	 กรดอะมิโน	 

โดยลำาดับกรดอะมิโนท่ีแปลรหัสระหว่างอ้อยสอง

ชนดิต่างกนั	5	ตำาแหน่ง	เมือ่วิเคราะห์ความสัมพันธ์ 

ทางพันธุกรรม	 (phylogenetic	 tree)	 พบว่า  

SoNHX1KPS	และ	SsNHX1WT	มคีวามสมัพนัธ์ใกล้

ชดิกบั	AtNHX1	การวิเคราะห์	hydrophobicity	ของ

สายโพลเีปปไทด์ท้ัง	2	สาย	พบ	11	transmembrane	

domain	การศึกษาแสดงออกของยีน	NHX1	กบัอ้อย

ทั้ง	2	ชนิด	ที่ได้รับเกลือ	NaCl	ความเข้มข้น	100	

และ	200	mM	เป็นระยะเวลา	5	วนั	พบว่า	รปูแบบ 

การแสดงออกของยีน	 NHX1	 จะแตกต่างกัน 

ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของเกลือ	 NaCl	 และระดับ

การแสดงออกของยนีทีร่ากและใบของอ้อยป่าสงูกว่า

อ้อยพนัธุ	์KPS94-13 โดยระดบัการแสดงออกของ

ยนีทีใ่บจะสงูกว่าทีร่าก	

ค�าส�าคัญ: การบ่งชี้ยีน	 การแสดงออกของยีน	 

แอนติโพทเตอร	์โซเดียมคลอไรด์	อ้อย

บทน�า
อ้อยเป็นพืชที่จัดอยู่ในกลุ่มพืชพลังงานที่

มีความสำาคัญในการเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิต

นำ้าตาล	และสามารถเจริญเตบิโตและให้ผลผลติสูง

ในสภาพดินที่เหมาะสม	 แต่อ้อยเป็นพืชที่อ่อนแอ 

ต่อดนิเคม็	ซึง่มอียูก่ระจดักระจายในพืน้ทีป่ลกูอ้อย

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ	อ้อยที่ปลูกในดินเค็ม

จะชะงกัการเจรญิเติบโต	ใบเหีย่วแห้งและม้วนใน

ระยะเริ่มต้น	 และใบเหลืองจนกระทั่งหลุดร่วง	

ผลผลติลดลง	โดยทัว่ไปพืชท่ีได้รับความเครียดจาก

ดินเค็มจะมีกลไกป้องกนัการสะสมโซเดียมภายใน

เซลล์	ได้แก่	กลไกการกกักนัการเคลือ่นย้ายโซเดียม 

เข้าสู่เซลล์ที่บริเวณราก	 กลไกการกักเก็บโซเดียม

ไว้ภายในแวคิวโอ	และกลไกการขับโซเดียมออกสู่

ภายนอก	(Chakraborty	et al.,	2012)	ซึง่ในแต่ละ

กลไกจะมีการทำางานในระดับยีน	 โดยมีกลุ่มยีนที่

เกี่ยวข้องกับกลไกต่าง	ๆ 	ได้แก่	HKT1	จะเกีย่วข้อง

กบัการกกักนัและขบัโซเดยีมไม่ให้มกีารเคลือ่นย้ายเข้า

สูเ่ซลล์	 โดยจะควบคุมความสมดุลของโพแทสเซยีม 

ในสภาวะทีมี่โซเดียม	(Maathuis	and	Amtmann,	

1999)	SOS1	จะเกี่ยวข้องกับการขับโซเดียมออก

นอกไซโตพลาสซึมเพื่อลดระดับความเข้มข้นของ

โซเดยีมให้น้อยลง	ซึง่จะถูกกระตุ้นการทำางานด้วย

แคลเซียม	(Deinlein	et al.,	2014)	และ	NHX1	

จะเกีย่วข้องกบัการจดัเกบ็โซเดยีมไว้ภายในแวคลิโอ 

โดยอาศยัความแตกต่างของโปรตอน	(H+)	จากการ

ทำางานของเอนไซม์	H+-ATPase	ในการเคลือ่นย้าย	 

เพ่ือการปรับค่าออสโมติกสำาหรบัรกัษาความสมดุล

ของโพแทสเซียมและโซเดียมภายในไซโตรซอล	

ซึง่การเกบ็โซเดยีมไว้ในแวคลิโอเป็นกลไกการตอบ

สนองต่อดินเค็มท่ีมีประสิทธิภาพของพืช	 ในพืชที่

ทนความเค็ม	(halophytes)	และไม่ทนความเค็ม	

(glycophytes)	 จะมีความสามารถในการจัดการ

รกัษาระดับของโซเดียมให้อยู่ในระดับที่ไม่เปน็พษิ
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แตกต่างกันมากหรือน้อยนั้นขึ้นอยู่กับเอนไซม์ที่

กระตุน้การทำางานของยีน	(Shabala	and	Munns,	

2012)	 ดังนั้น	 วัตถุประสงค์ของการศึกษาน้ี 

เพื่อแยกและบ่งชี้ยีน	NHX1	 ในอ้อยพันธุ์การค้า	

KPS94-13	และอ้อยป่า	รวมถึงศึกษารูปแบบการ

แสดงออกของยีน	NHX1	 ในสภาพเลียนแบบดิน

เค็ม	 การศึกษานี้จึงเป็นแนวทางการคัดแยกและ

บ่งช้ีระดับความทนทานของอ้อยต่อสภาวะดนิเคม็

ในเบ้ืองต้น	 และเป็นข้อมูลสำาหรับการพัฒนา

เครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้คัดเลือกอ้อยทนเค็มได้

อุปกรณ์และวิธีการ
1. พืชที่ใช้ในการทดลอง

ตดัท่อนพนัธุอ้์อยพนัธุก์ารค้า	KPS94-13	

(Saccharum offif  icinarum)	 และอ้อยป่า	 (S. 

spontaneum)	เป็นท่อนยาวท่อนละประมาณ	3	ซม.	

แต่ละท่อนม	ี1	ตา	เพาะในกระบะทรายจนกระทัง่

แตกยอด	เมื่อต้นกล้าอ้อยอายุ	1.5	เดือน	จึงย้าย

ปลูกแบบไฮโดรโพนิกซ์	 โดยใช้สารละลาย	 1/10	

Hoagland	ในกระบะพลาสตกิขนาด	60x120x30	

ซม.	 จำานวน	 3	 กระบะ	 แต่ละกระบะมีอ้อยทั้ง	 

2	ชนิด	ชนิดละ	18	ต้น	 (สำาหรับ	 6	 ระยะเวลา 

ท่ีได้รบัเกลอืและจำานวน	3	ซำา้)	เปลีย่นสารละลาย

ใหม่ทุก	ๆ 	5	วัน	จากนั้น	จำาลองสภาวะเครียดจาก

ความเค็ม	 โดยผสมเกลือ	 NaCl	 ที่ความเข้มข้น	 

0	100	และ	200	mM	และให้อ้อยได้รับสภาวะ 

ดังกล่าว	เป็นระยะเวลา	5	วัน	

2. การสกดัอาร์เอน็เอ (RNA) และการสงัเคราะห์ 

first strand cDNA

สกัดอาร์เอ็นเอรวมจากใบอ่อนและราก

ของอ้อยทั้งสองชนิดด้วยวิธี	 CTAB	 ตามวิธีการ

ของ	 Laksana	 and	 Chanprame	 (2015)	 

ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอ 

ด้วยวธิเีจลอเิลค็โทรโฟรซีสิ	โดยใช้อะกาโรส	ความ

เข้มข้น	0.8%	และความต่างศกัย์ไฟฟ้า	100	โวลต์	

นาน	40	นาที	และการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่อง	 Nanodrop	 spectrophotometer	 8000	

(Eppendorf)	ที่ช่วงความยาวคลื่น	280/260	nm	

จากนั้นสังเคราะห์	first	strand	cDNA	จากอาร์

เอ็นเอรวมที่สกัดจากใบอ่อนและรากของอ้อยที่ได้

รับ	NaCl	ความเข้มข้นต่าง	ๆ	ตั้งแต่วันที่	 0	ถึง 

วันที่	 5	ด้วยชุดสังเคราะห์	 first	 strand	cDNA	

และวิธีการของบริษัท	Thermo	Fisher	Scientific	

(Thailand)	 เพื่อใช้เป็น	 cDNA	 แม่แบบสำาหรับ 

การโคลนยีน	 และใช้สำาหรับสำาหรับศึกษาระดับ

การแสดงออกของยีน	NHX1 

3. การออกแบบไพรเมอร์ทีมี่ความจ�าเพาะกบัยนี NHX1

ค้นหาลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	NHX1	

ของพืชหลายชนิดที่มีความใกล้เคียงกับอ้อยจาก

ฐานข้อมูล	 NCBI	 (https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi)	 และนำาลำาดับนิวคลีโอไทด์มา

เปรียบเทียบเพ่ือหาตำาแหน่งนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์

บริเวณด้านที่ติดกับ	5’	UTR	และ	stop	codon	

ด้าน	3’	ด้วยโปรแกรม	MEGA6	จากนั้นออกแบบ

ไพรเมอร์ชนิด	degenerate	primer	ให้จำาเพาะกบั

บริเวณดังกล่าว	ด้วยโปรแกรมออนไลน์	Primer3	

(http;//simgene.com/Primer3)	แล้วทำาปฏกิริยิา

พีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน	NHX1	 จากน้ันส่งไป

วิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์โดยบริษัท	 1st base 

Laboratory	 (Malaysia)	 ซึ่งวิเคราะห์โดยใช้	 

BigDye®	Terminator	v3.1	cycle	sequencing	

kit	chemistry	นำาผลการวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอ

ไทด์มาออกแบบไพรเมอร์ที่จำาเพาะกับยีน	NHX1	

แบบเต็มยีน	 (full	 length)	 ของอ้อยทั้งสองชนิด 

อีกครั้ง	(Table	1)	เพื่อใช้สำาหรับการเพิ่มปริมาณ

ยีนและนำาไปวิเคราะห์ลักษณะอื่น	ๆ	ต่อไป
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4. การโคลนยนี NHX1 เตม็ยีนและการวิเคราะห์

ข้อมูลล�าดับนิวคลีโอไทด์

ปฏกิริยิาพซีอีาร์สำาหรบัการโคลนยนี	NHX1  

เตม็ยนีประกอบด้วยสาร	dNTP	0.05	mM,	MgCl2	
5	 mM,	 ไพรเมอร์ชนิด	 forward	 และ	 reverse	

(Table	 1)	 ความเข้มข้นชนิดละ	 0.5	 µ M,	 Taq 

DNA	polymerase	0.5	U	first	strand	cDNA	ที่

สังเคราะห์ไว้	1	µ g	และปรับปริมาตรรวมด้วยนำ้า

ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อให้เป็น	10	µ L	ลำาดับขั้นตอน

ของปฏิกิริยาเริ่มด้วย	 pre-denature	 ที่	 95oซ.	 

2	 นาที	 จากนั้นทำาปฏิกิริยาเป็นรอบเริ่มจาก	 

denature	ที่	95oซ.	45	วินาที	annealing	ที่	60oซ.	

30	วินาที	extension	ที	่72oซ.	45	วินาที	จำานวน	

30	รอบ	และ	fif inal-extension	ที่	72oซ.	5	นาที	 

นำาผลผลติทีเ่กดิจากปฏกิริยิาพซีอีาร์เข้าสูเ่วคเตอร์	

pGEM-T®	easy	vector	(บรษิทั	Promega;	USA)	

ตามวิธีการที่แนะนำาในคู่มือของบริษัท	 และถ่าย

เข ้าสู ่แบคทีเรีย	 E. coli	 สายพันธุ ์ 	 DH5   

ด้วยเทคนิค	heat	 shock	 เพื่อเพิ่มจำานวนชิ้นยีน	

แล้วส่งไปวิเคราะห์หาลำาดับลำาดับนิวคลีโอไทด์ 

โดยบริษัท	1st	base	Laboratory	(Malaysia)

นำาข้อมลูลำาดับนวิคลโีอไทด์เตม็ยนีของยนี	

NHX1	 จากอ้อยทั้ง	 2	 ชนิด	 มาเปรียบเทียบกัน 

โดยใช้โปรแกรม	GeneDoc	แล้วนำาไปเปรยีบเทยีบ

ความเหมือนกับลำาดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล	

GenBank	 ด้วยโปรแกรม	 Blast	 จาก	 http:// 

www.ncbi.nlm.nih.	gov/cgi-bin/Blast/	จากนั้น	

วิเคราะห์ด ้วยโปรแกรม	 MEGA6	 เพ่ือแปล 

รหัสพันธุกรรมเป็นลำาดับกรดอะมิโน	 แล้วสร้าง	

phylogenetic	 tree	 ด้วยโปรแกรม	 MEGA6	 

โดยวิธี	 neighbor-joining	 (1,000	 bootstrap	

replications)	เพ่ือหาความสมัพนัธ์ของยนี	NHX1 

ของอ้อยท้ัง	 2	 ชนิด	 กับยีนใน	 Arabidopsis  

ร่วมกบั	alignment	ลำาดับอะมิโนโปรตีน	เพ่ือยนืยนั 

ความสัมพันธ์	 จากน้ัน	 วิเคราะห์	 hydrophobic	

plot	 เพ่ือค้นหา	 transmembrane	 domain	 

ด้วยโปรแกรม	TMpred	(www.ch.embnet.org/

software/TMPRED_form.html)

5. การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน 

NHX1 ด้วยเทคนิค real-time PCR

ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน	

NHX1	 ในใบอ่อนและรากของอ้อยทั้ง	 2	 ชนิด	 

ที่ได้รับเกลือ	 NaCl	 ความเข้มข้น	 100	 และ	 

200	mM	 ตั้งแต่วันที	่ 0	 ถึงวันที่	 5	 ด้วยเทคนิค	

real-time	PCR	ใช้การแสดงออกของยนี	GADPH 

(glyceraldehyde-3-phosphate	 dehydrogenase)	 

เป็นยีนอ้างอิง	(reference	gene)	แต่ละปฏิกิริยา

Table 1	 Primer	sequences	for	amplifying	partial	and	full	length	of	NHX1	gene	and	partial	

of	the	reference	gene	(GADPH)

Primer Nucleotide sequence Remark

GADPH 

(200	bp)

F:	5’-CAC	GGC	CAC	TGG	AAG	CA-3’	

R:	5’-TCC	TCA	GGG	TTC	CTG	ATG	CC-3’

Reference	

gene

NHX1	

(150	bp)

F:	5’-TGC	TCC	ATT	TCA	GCG	AGG	AC-3’	

R:	5-AGC	GCC	AAG	GGA	TAT	CAC	AG-3’

For	real-time	

PCR

NHX1	

(1,632	bp)

F:	5’-	GGA	GAA	CCA	TGG	ATG	GGG	CTG	GCG	CTG	GGC	GA-3’	

R:	5’-	GGA	GAA	GGT	GAC	CTC	AGT	TCT	CAT	TGC	CTG	GAA-3’

For	full	

length gene
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ประกอบด้วย	fif irst	strand	cDNA	300	ng	และ

สาร	SensiFAST	SYBR	No-ROX	mix	buffer	

(บริษัท	 Bio	 line	 reagent)	 ความเข้มข้น	 1X	 

ไพรเมอร์	 forward	 และ	 reverse	 (Table	 1)	 

ความเข้มข้นชนิดละ	0.4	µM	และปรับปรมิาตรด้วย

นำ้าท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อให้เป็น	 10	 µμl	 ขั้นตอน 

ของปฏิกิริยาเริ่มด้วย	 pre-denature	 ที่	 95oซ.	 

2	นาท	ีจากนัน้	ทำาปฏกิริยิา	40	รอบ	ทีป่ระกอบด้วย	 

denature	ที	่95oซ.	15	วนิาท	ีannealing	ที	่60oซ.	 

15	วินาที	และ	extension	ที่	 68oซ.	20	วินาที	 

ด้วยเครื่อง	Mastercycler®ep	realplex4	(บริษัท	

Eppendorf)	ในแต่ละช่วงเวลาทีอ้่อยได้รบัความเคม็ 

จากแต่ละความเข้มข้นของเกลือ	NaCl	ใช้	cDNA	

จากอ้อยแต่ละชนิด	 จำานวน	 3	 ต้น	 (biological	

replication)	 และแต่ละต ้นจะทำาปฏิกิริยา	 

real-time	PCR	3	ซำ้า	(technical	replication)	

6. การวิเคราะห์ทางสถิติ

วางแผนการทดลองแบบ	CRD	มีจำานวน	

3	ซำา้	โดยมตีวัแปรต้น	คอื	ระดับความเข้มข้น	และ

ตัวแปรตาม	คือ	การแสดงออกในแต่ละช่วงเวลา	

(วัน)	 และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม	

R	(version	3.4.3)	ร่วมกับวเิคราะห์ความแตกต่าง

ของค่าเฉลี่ยโดยใช้	DMRT	(Duncan’s	multiple	

range	test)	P≤ 0.05

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การโคลนยีน NHX1 และการวิเคราะห์ข้อมูล

ล�าดับนิวคลีโอไทด์

อาร์เอ็นเอรวมที่สกัดจากเนื้อเยื่อของใบ

และรากของอ้อยพันธุ์	KPS94-13	และอ้อยพันธุ์

ป่า	 เมื่อนำาไปตรวจสอบคุณภาพโดยวิธีอิเล็คโทร 

โพรซีสิ	พบว่า	อาร์เอน็เอท่ีได้มปีริมาณความเข้มข้น 

สูงและมีคุณภาพดี	 เนื่องจากได้แถบอาร์เอ็นเอ

ขนาด	28s	และ	18s	(Figure	1A)	และเมือ่ตรวจ

วดัคณุภาพอกีครัง้ด้วยเครือ่ง	spectrophotometer	 

ค่าอัตราส่วน	260/280	และ	230/280	อยู่ในช่วง	

1.8-2.0	 มีความบริสุทธิ์ที่ปราศจากการปนเปื้อน

ของโปรตนี	และสารพวกฟีโนลกิต่าง	ๆ 	ตามลำาดับ	

คุณสมบัติของอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมในการศึกษา

การแสดงออกของยีนต้องใช้อาร์เอ็นเอที่มีความ

บริสุทธิ์	 โดยค่า	 260/280	 จะอยู่ในช่วง	 1.8-2.0	

(Hillebrand	and	Bendzko,	2000;	Laksana	and	

Chanprame,	2015)

อาร์เอน็เอรวมถกูเปลีย่นเป็น	first	strand	

cDNA	 ด้วยปฏิกิริยา	 reverse	 transcription	

สำาหรบัใช้เป็นดีเอน็เอต้นแบบในปฏกิริยิาการเพ่ิม

ปริมาณดเีอ็นเอกบัไพรเมอร์จำาเพาะกบัยนี	NHX1	

โดยเม่ือใช้ไพรเมอร์สำาหรับปฏิกิริยา	 real-time	

PCR	จะได้แถบดเีอน็เอขนาด	150	คูเ่บส	(Figure	1B)	 

และเม่ือใช้ไพรเมอร์สำาหรบัการโคลนเตม็ยนีจะได้

แถบดเีอน็เอขนาด	1,632	คูเ่บส	(Figure	1C)	เมือ่

วิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของแถบดีเอ็นเอที่ได้

จากปฏิกิริยาพีซีอาร์เม่ือใช้ไพรเมอร์สำาหรับการ

โคลนเต็มยีน	พบว่า	มีขนาด	1,632	คู่เบส	ในอ้อย

ทัง้สองชนดิ	และเม่ือนำาลำาดบันวิคลโีอไทด์ดงักล่าว

ไปเปรียบเทยีบกบัข้อมลูลำาดบันิวคลโีอไทด์ในฐาน

ข้อมูล	 GenBank	 พบว่า	 มีความเหมือนกับยีน	

NHX	1	ของข้าวฟ่างไข่มุก	91.55%	(PgNHX1;	

DQ367852.1)	 ข้าวสาลี	 84.95%	 (TaNHX1;	

AY461512.1)	ข้าวบาร์เลย์	84.82%	(HbNHX1;	

DQ285410.1)	 หญ้า	 Tall	 fescue	 84.38%	 

(SaNHX1;	AY945806.1)	และหญ้า	Japanese	

lawn	75.78%	(ZjNHX1;	EU333827.2)	จึงให้ชื่อ

ลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากอ้อยพันธุ์	 KPS94-13	

ว ่า	 SoNHX1KPS	 และท่ีได ้จากอ้อยป่าว ่า	 

SsNHX1WT	 และเมื่อแปลลำาดับนิวคลีโอไทด์ 

ให้เป็นลำาดับกรดอะมิโนได้สาย	 polypeptide	
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ขนาด	540	กรดอะมิโน	เมื่อนำาลำาดับกรดอะมิโน

ของสาย	polypeptide	ทั้งสองมาเปรียบเทียบกัน	

พบว่า	 ชนิดของกรดอะมิโนมีความแตกต่างกัน	 

5	ตำาแหน่ง	(Figure	2A)	และจากการวเิคราะห์ความ 

สมัพนัธ์เชงิวิวฒันาการของโปรตนี	SoNHX1KPS	

และ	 SsNHX1WT	 ร่วมกับกลุ่มโปรตีนจากยีน	

AtNHX1-8	 ที่ได้จาก	Arabidopsis	 8	 isoform	

แล้วสร้างเป็น	phylogenetic	tree	ซ่ึง	Arabidopsis  

จัดเป็นพืชโมเดลท่ีใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับ	 salt	

stress	และมีการศกึษาและจำาแนกยนี	NHX	ออก

ได้	 8	 isoform	 ดังนั้น	 จึงได้เปรียบเทียบลำาดับ 

อะมโินของโปรตนีทีส่นใจว่าจะมคีวามสมัพันธ์ใกล้

เคียงกับ	NHX	ใน	isoform	ใดของ	Arabidopsis 

มากท่ีสุด	 โดยพบว่าโปรตีน	 SoNHX1KPS  

และ	SsNHX1WT	มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันมาก	

และมีความใกล้ชิดกับโปรตีน	 AtNHX1	 และ	 

AtNHX3	 มากกว ่าโปรตีน	 isoform	 อื่น	 

(F igure	 2B)	 จึ ง มีความเป ็นไปได ้ว ่ ายีน	 

SoNHX1KPS	และ	SsNHX1WT	อาจจัดเป็นยีน	

NHX1	 เนื่องจากว่า	 เมื่อเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์

ของยีนจากอ้อยทั้งสองชนิดมีความเหมือนกับ 

ยีน	 NHX1	 ในพืชหลายชนิดมากกว่า	 80%	 

และเ ม่ือนำ าลำ าดั บกรดอะมิ โนของ โปรตีน  

SoNHX1KPS,	 SsNHX1WT,	 AtNHX1	 และ	

AtNHX3	มา	alignment	ด้วยโปรแกรม	ClustalW	

พบว ่า	 SoNHX1KPS	 และ	 SsNHX1WT	 

มีความเหมือนใกล้เคียงกับ	 AtNHX1	 มากกว่า	

AtNHX3	ประมาณ	10%

Figure 1	Total	RNA	extracted	from	leaves	and	roots	of	sugarcane	(1-2,	KPS94-13;	3-4	wild	

sugarcane)	(A),	PCR	amplification	product	with	primers	specifif ic to NHX1	for	real-time	PCR	

(B),	full	length	of	NHX1	(C)

3,000	bp

1,000	bp

250	bp
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Figure 2	 The	 deduced	 amino	 acid	 sequences	 and	 the	 alignment	 of	 SoNHX1KPS	 and	 

SsNHX1WT	by	using	MEGA6	and	GeneDoc	program,	respectively	(A)	and	the	phylogenetic	

tree	among	the	amino	acid	sequences	of	NHX1	derived	from	sugarcane	(KPS94-13	and	wild	

sugarcane)	and	amino	acid	sequences	of	NHX1-8	from	Arabidopsis thaliana	were	analyzed	

by	neighbor-joining	with	1,000	bootstrap	replication	using	MEGA6	program	(B)

	 A	 B

เมื่อนำาลำาดับของกรดอะมิโนของโปรตีน	

NHX1	จากอ้อยทั้งสองชนิดมาวิเคราะห์เพื่อตรวจ

หาบริเวณที่เป็น	membrane	 spanning	 region	

ด้วยโปรแกรม	 TMpred	 พบว่า	 โปรตีนจากยีน	

SoNHX1KPS และ SsNHX1WT	 มีบริเวณที่

ประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิดมีขั้ว	 11	 บริเวณ	

ได้แก	่บริเวณที่แสดงด้วยอักษร	A-K	(Figure	3A)	

และแสดงตำาแหน่งบนลำาดับของกรดอะมิโนที่ขีด

เส้นใต้ไว้	(Figure	3B)	บรเิวณทีเ่ป็น	transmembrane	 

ท้ัง	 11	 domain	 เป็นจุดสำาคัญในการพิจารณา

ประสิทธิภาพการเคลื่อนย้ายโซเดียมเข้าสู่ภายใน

แวคลิโอและเคลือ่นย้ายโซเดยีมออกสูภ่ายนอกเซลล์	 

และจัดเป็นคุณสมบัติของ	 Cation/Hydrogen	

antiporter	 (Apse	 et al.,	 1999;	 Chen	 et al., 

2015)	 และมีรายงานว่ายีนในกลุ่ม	AtNHX	 เป็น 

กลุ่มยีนที่ถูกกระตุ้นด้วยสภาวะเครียดจากความ

เค็ม	(NaCl)	(Rodríguez-Rosales	et al.,	2009)	

และมีผลให้พืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีนใน

กลุ่มนี้ทนทานต่อสภาวะเครียดจากความเค็มมาก

ยิ่งขึ้น	(Jiang	et al.,	2010;	Leidi	et al.,	2010) 

นอกจากนี	้ยงัพบยนีในกลุม่นีใ้นพืชชนดิอืน่	ๆ 	เช่น	

ถั่วเหลือง	(GmNHX1)	(Luo	et al.,	2005;	Li	et 

al.,	2006)	ข้าว	(OsNHX1) (Zhang	et al.,	2008) 

มัลเบอรี่	(MaNHXs)	(Cao et al.,	2016) และ	ต้น

พอปพลา	(PpNHXs)	(Tian	et al.,	2017) เป็นต้น	

โดยจะพบโปรตีนที่สังเคราะห์จากยีน	NHX1	 ได้

จากบริเวณโทโนพลาส	(tonoplast)	(Blumwald,	

2000)	โปรตีนนี้มีหน้าที่หลักในการจัดการโซเดียม

ภายในเซลล์	ซึ่งจะเป็นการแยกโซเดียมเข้าไปเก็บ

ในแวคิวโอเมื่อเกิดจากสภาวะความเป็นพิษของ

โซเดียมไอออนภายในไซโตรซอลภายใต้สภาวะ

เครียดจากความเค็ม	(Jiang	et al.,	2010) มักพบ

ในพืชที่ทนเค็ม	 (halophytes)	 โดยแวคิลโอ 

จะสามารถรองรับปริมาณโซเดียมได้สูง	 ในกลไก 

ดังกล่าว	จะมีการสังเคราะห์เอนไซม์	H+-ATPase	

และ	H+-PPiase	สำาหรับสร้างโปรตอน	เพื่อปรับ

สภาวะภายในไซโตซอลให้สมดุล	 (Blumwald	 

et al.,	 2000)	 จากกลไกดังกล่าวประสิทธิภาพ 
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ในการเคลื่อนย้ายโซเดียมไอออนย่อมข้ึนอยู่กับ

ระดับการแสดงออกของยีน	NHX1	ที่ใบและราก

ที่จะตอบสนองต่อสภาวะเครียดจากเกลือ	ณ	ช่วง

เวลาต่าง	ๆ	(Venema	et al.,	2002;	Hernandez	

et al.,	2009)

2. การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนี NHX1

การศกึษารปูแบบและระดบัการแสดงออก	

ของยีน	NHX1	ในใบและรากของอ้อยพันธุ์การค้า	

KPS94-13	และอ้อยป่าท่ีได้รบัความเข้มข้นของเกลือ	 

NaCl	100	และ	200	mM	เป็นระยะเวลา	5	วัน	

พบว่า	การแสดงออกของยนี	SoNHX1KPS	ในใบ

และรากของอ้อยพันธุ์	 KPS94-13	 ท่ีได้รับเกลือ	

NaCl	100	mM	มรีปูแบบการแสดงออกทีค่ล้ายกนั  

คือ	มีระดับการแสดงออกสูงที่สุดในวันที่	 1	หลัง

จากได้รับสภาพเครียดจากเกลือ	และค่าเฉลี่ยของ

ระดับการแสดงออกในวันที่	1	มีความแตกต่างกัน

ทางสถติิอย่างมนียัสำาคญัเมือ่เทียบกับค่าเฉลีย่ของ

ระดับการแสดงออกของยีนในวันอื่น	 ๆ	 เมื่ออ้อย

ได้รับเกลือ	NaCl	200	mM	ระดับการแสดงออก

ของยีนท่ีใบจะลดลงทันทีเมื่อเทียบกับวันที่	 0	

(Control)	และหลังจากนัน้ระดบัการแสดงออกจะ

ค่อนข้างคงท่ี	 (ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ)	

ส่วนการแสดงออกของยีนเดียวกันนี้ที่รากกลับ 

มีรูปแบบการแสดงออกที่ ไม ่สมำ่ าเสมอ	 คือ	 

มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น	ลดลง	และเพิ่มขึ้นเมื่อได้

รับเกลือ	 NaCl	 ยาวนานข้ึน	 เมื่อเปรียบเทียบ 

ระดับการแสดงออกของยีนที่ใบกับที่ราก	 พบว่า	 

ที่ความเข้มข้นของเกลือเดียวกันยีนที่รากมีระดับ

การแสดงออกสูงกว่าที่ใบ	 และความเข้มข้นของ

เกลือที	่100	mM	กระตุ้นการแสดงออกของยีนได้

สูงกว่าที	่200	mM	(Figure	4A)

การแสดงออกของยีน	SsNHX1WT	ทัง้ใน 

ใบและรากของอ้อยป่าท่ีได้รบัเกลือ	NaCl	100	mM	 

มีรูปแบบการแสดงออกที่คล้ายกัน	 คือ	 มีระดับ 

การแสดงออกสูงที่สุดในวันที่	 1	 และระดับการ

แสดงออกจะลดลงตามลำาดับในวันที่	 2-5	 โดย 

ค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของยีนแต่ละวัน

ที่ความเข้มข้นของเกลือ	 NaCl	 เดียวกันมีความ

แตกต่างกันทางสถติอิย่างมนียัสำาคญั	ส่วนอ้อยป่า

ที่ได้รับ	NaCl	200	mM	พบว่า	การแสดงออกของ

ยีนดังกล่าวในใบและรากมีรูปแบบการแสดงออก

ที่คล้ายคลึงกัน	 แต่จะแตกต่างจากกรณีที่ได้รับ

เกลือ	 NaCl	 100	mM	 โดยระดับการแสดงออก

ของยีนมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเม่ืออ้อยได้รับสภาพ

เครียดจากความเค็มยาวนานขึ้น	 และเมื่อเปรียบ

เทียบระหว่างระดับการแสดงออกของยีนที่	 100	

mM	กับ	200	mM	พบว่า	ที่	200	mM	สามารถ

กระตุ้นการแสดงออกของยีนได้มากกว่าที่	 100	

mM	และการแสดงออกของยนีทีใ่บจะสงูกว่าทีร่าก	

(Figure	4B)	 เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของ

ยีนระหว่างอ้อยปลูกและอ้อยป่าที่ได้รับความเค็ม

เดียวกัน	พบว่า	ที่	NaCl	100	mM	การแสดงออก

ของยีนที่รากและใบของอ้อยพันธุ์	 KPS94-13	 

จะสูงกว่าอ้อยป่าโดยเฉพาะในวันที่	 1	 หลังได้รับ

สภาพเครียด	 แต่เม่ือเพิ่มระดับความเค็มเป็น	 

200	 mM	 การแสดงออกของยีนทั้งที่รากและใบ

ของอ้อยป่ามแีนวโน้มสงูกว่าอ้อยพนัธุ	์KPS94-13

จากรูปแบบการแสดงออกสามารถอธิบาย

ได้ว่า	เม่ือพชืได้รบัความเข้มข้นของเกลอืสงูจะมีการ

เคลื่อนย้ายโซเดียมกระจายไปเก็บไว้ในแวคิลโอ 

ตามส่วนต่าง	ๆ 	ของพชื	ทำาให้ระดบัการแสดงออก

ของยนีค่อย	ๆ 	ลดลงในระยะต่อมา	เนือ่งจากมีการ

ปรบัสมดลุภายในไซโตซอลให้อยูใ่นสภาวะปกต	ิซึง่

มีรายงานว่าโซเดียมมีการเคลือ่นย้ายไปทกุส่วนของ

พชืโดยเฉพาะจากรากไปยงัส่วนยอดด้วยการทำางาน

ร่วมกนัของยีน	SOS1	และ	HKT1	เป็นตัวควบคมุ

การเคลื่อนย้ายข้ามผ่าน	 plasma	 membrane	 



Thai	Agricultural	Research	Journal	Vol.	37	No.	2		May	-	August	2019 173

(Hauser	and	Horie,	2010;	Guo	et al.,	2012;	

Yuan	et al.,	2015)	ท่ีความเข้มข้นเกลือ	200	mM	

จัดว่าเป็นความเข้มข้นของโซเดียมท่ีสูงมาก	 และ

ทำาให้เกดิสภาวะความเป็นพษิต่อพชื	 หลงัจากอ้อย

อยูใ่นสภาวะดงักล่าว	ยนี	NHX1	ในอ้อยท้ังสองชนดิ

ถกูกระตุน้เช่นกนั	 แต่แสดงรปูแบบการแสดงออก 

ต่างกันโดยในอ้อยพันธุ์	 KPS94-13	 มรีะดบัการ

แสดงออกในใบและรากน้อยกว่าอ้อยพนัธุป่์าอย่าง

Figure 4 Relative	expression	of	SoNHX1KPS	and	SsNHX1WT	gene	in	leaves	and	roots	of	
sugarcane	cv.	KPS94-13	(A)	and	wild	sugarcane	(B)	subjected	to	100	and	200	mM	NaCl	
for	5	days.	Different	 letters	and	 letters	with	underline	on	 the	boxes	 indicate	significant	 
differences	among	the	number	of	the	days	receiving	stress	at	the	same	NaCl	concentration	
at P<0.05	according	to	DMRT

Figure 3 The	hydrophobicity	plot	of	amino	acid	sequences	of	NHX1	 from	2	species	of	 

sugarcane, SoNHX1KPS	and	SsNHX1WT	(A).	The	11	putative	transmembrane	domains	(TM)	

were	underlined	and	were	analyzed	by	TMpred	program	(B)	

ชดัเจน	 เนือ่งจากมีความเป็นไปได้ว่าลำาดับอะมิโน

โปรตนีทีถ่กูถอดรหสัออกมาต่างกนั	 อาจจะมีผลให้

รูปแบบการแสดงออกของอ ้อยทั้งสองพันธุ  ์

แตกต่างกนั	 แต่ในส่วนของการแสดงออกของใบ

และรากแตกต่างกันเนื่องจากมีการเคลื่อนย้าย

โซเดียมเพื่อปรับความสมดุลของเซลล์	 และการ

แสดงออกของยนีในอ้อยป่าจะค่อย	ๆ 	เพ่ิมขึน้ตาม

วนัทีเ่พิม่ขึน้	ระดบัการแสดงออกสงูนัน้อาจมีความ

	 A	 B

	 A	 B
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สมัพนัธ์กบัการสะสมโซเดยีมปรมิาณสูงในแวคิลโอ	 

มีความเป็นไปได้ว่าจำานวน	 transmembrane	

domain	 อาจจะเป็นปัจจัยหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับ

ประสิทธิภาพของกลไกการเคลื่อนย้ายโซเดียม

เข้าไปเก็บไว้ในแวคิลโอ	 และโดยในพืชที่ทนทาน

ต่อพิษของโซเดียม	 พืชจะใช้วิธีสะสมโซเดียมไว้

ภายในเซลล์	 แต่ในพืชที่ไม่ทนทานจะอาศัยกลไก

การเคลื่อนย้ายขับโซเดียมออกนอกไซโตซอล	

(Blumwald	et al.,	2000)	เมื่อเปรียบเทียบระดับ

การแสดงออกของยีนท่ีใบกับท่ีราก	 พบว่า	 การ

แสดงออกของยนีทีใ่บจะสงูกว่าทีร่าก	ซึง่สอดคล้อง

กับการพบการสะสมโซเดียมในใบข้าวสูงกว่าใน

ราก	ท่ีเป็นผลจากการแสดงออกของยนี	OsNHX1	

ท่ีมีการแสดงออกมากในส่วนยอด	 แต่ขัดแย้ง

กบัข้าวบาร์เลย์	(HvNHX1)	ท่ีสะสมโซเดียมในราก

สงูกว่าเพราะว่ามกีารจำากดัการเคลือ่นย้ายโซเดียม

ไปสะสมในใบ	(Fukuda	et al.,	2004a,	b)	เมื่อ

พิจารณาจากข้อมูลดังกล่าวมาข้างต้น	 อาจกล่าว

ได้ว่าในสภาพดินเค็มจัดมาก	 (NaCl	 200	 mM)	

อ้อยป่าแนวโน้มที่จะมีความทนเค็มมากกว่าอ้อย

พนัธุ	์KPS93-14 เพราะยีนมกีารแสดงออกสงูกว่า

สะท้อนถงึความสามารถในการเคลือ่นย้าย	Na+	ไป

สะสมในแวคิลโอได้มากกว่า	 (Venema	 et al., 

2002;	Hernandez	et al.,	2009;	Shabala	and	

Munns,	2012)

สรุปผลการทดลอง
	 การโคลนยนี	NHX1	จากอ้อยพนัธุก์าร

ค้า	KPS94-13	และอ้อยป่า	ได้ยนีทีม่นีวิคลีโอไทด์	

1,632	คู่เบส	โดยลำาดับนิวคลีโอไทด์มีความคล้าย

กับยีน	NHX1	 ของข้าวฟ่างไข่มุก	 ข้าวสาลี	 ข้าว

บาร์เลย	์เป็นต้น	จึงให้ชื่อยีนนี้ว่า	SoNHX1KPS	

และ SsNHX1WT	 ตามลำาดับ	 เมื่อแปลรหัส

พันธุกรรมเป็นลำาดับกรดอะมิโน	 มีจำานวน	 540	

กรดอะมิโน	 โดยพบว่า	 มีกรดอะมิโนที่แปลรหัส

พันธุกรรมจากยีนทั้งสองแตกต่างกัน	5	ตำาแหน่ง	

แต่จากการศึกษา	phylogenetic	tree	พบว่า	ยีน

ทัง้สองมคีวามสมัพนัธ์กนัอย่างใกล้ชดิ	และมคีวาม

ใกล้ชิดกับกลุ่มยีน NHX1	 ของ	 Arabidopsis  

มากที่สุด	 โปรตีนนี้จัดเป็น	 transmembrane	 

protein	 ประกอบด้วย	 11	 transmembrane	 

domains	 ซึ่งเกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพในการ

เคลือ่นย้ายโซเดียมไอออนไปเกบ็สะสมในแวคิลโอ	

รูปแบบการแสดงออกของยีน	NHX1	จะแตกต่าง

กันขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของเกลือ	 NaCl	 และ

ระดับการแสดงออกของยีนที่รากและใบของอ้อย

ป่าสูงกว่าอ้อยพันธุ์	 KPS94-13 และในภาพรวม

ระดับการแสดงออกของยีนนี้ที่ใบจะสูงกว่าที่ราก	

และสัมพันธ์กับความสามารถในการทนทานต่อ

ความเค็มของพืชด้วย	 การศึกษาในระดับโมเลกุล

และโปรตีนจะช่วยให้เข้าใจกลไกการทนทานต่อดนิ

เค็มของพืชได้ดีขึ้น	 และช่วยให้สามารถออกแบบ

วิธีการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์พืชให้ทนเค็มได้

อย่างถูกต้องและแม่นยำามากยิ่งขึ้น

ค�าขอบคุณ
	 ขอขอบคุณศูนย์วิทยาการขั้นสูงเพื่อ

เกษตรและอาหาร	 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร	์

ภายใต้โครงการการส่งเสรมิการวจิยัในอดุมศกึษา

และพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ	 สำานักงาน

คณะกรรมการการอดุมศกึษา	และศนูย์เทคโนโลยี

ชีวภาพเกษตร	 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร	์

วิทยาเขตกำาแพงแสน	 และศูนย์ความเป็นเลิศ 

ด้านเทคโนโลยชีวีภาพเกษตร	สำานกัพัฒนาบณัฑิต

ศึกษาและการวิ จัยด ้านวิทยาศาสตร ์	 และ

เทคโนโลย	ีสำานกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา	

ที่สนับสนุนทุนวิจัย	 และให้ความอนุเคราะห  ์

เครื่องมือ	 และสถานที่ปฏิบัติงานวิจัย	 ขอบคุณ
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ศูนย ์วิ จัยอ ้อยและพัฒนาอ ้อยและนำ้ าตาล	

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์	วิทยาเขตกำาแพงแสน	

ท่ีให้ความอนเุคราะห์ท่อนพนัธุอ้์อย	สำาหรบัใช้เป็น
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