
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย   :  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

2. โครงการวิจัย   :  การค้นหาและศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 

กิจกรรม   :  - 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาและค้นหายีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าของ  

   ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) โดยอาศัยเทคนิค PCR  

  

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Genes Discovery expressed in response to drought   

                                           stress in the drought tolerant Maize (NSW3 variety)  

                                             by PCR technique.     

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นายพยุงศักดิ์ รวยอารี 

หน่วยงานต้นสังกัด    :  ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 

ผู้ร่วมงาน                            :  นายสุริพัฒน์ ไทยเทศ  

หน่วยงานต้นสังกัด    : ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการเกษตร 

       

บทคัดย่อ   :  น้าวิธีการ PCR ทีอิ่งไพรเมอร์ควบคุมการเชื่อมต่อสาย 

(Annealing Control-Primers-based Gene Fishing Technique) มาใช้ในการระบุยีนที่แสดงออก

จากใบข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาดน ้านาน 7 วัน (treated) จากการใช้ 20 ไพรเมอร์

ควบคุมกับ cDNA ใบข้าวโพดขาดน ้าเป็นเทมเพลทในปฏิกิริยา PCR เทียบกับ cDNA จากใบข้าวโพด

ให้น ้าปกต ิ(untreated) แอมพลิคอนยีนทีป่รากฏจะถูกน้ามาสกัดแยกดีเอ็นเอ โคลนนิ่ง หาล้าดับเบส

เปรียบเทียบล้าดับเบสและหาหน้าที่ของยีน (putative gene functions) เทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพ

สากล ข้อมูลเบื องต้นโดยใช้ cDNA ควบคุม (control cDNA ) ในการท้าปฏิกิริยา PCR ผลการทดลอง



ให้ผลบวก ส่วนปฏิกิริยา PCR ที่ใช้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ในสภาวะขาด

น ้านาน 7 วัน เป็นเทมเพลท โดยใช้ไพรเมอร์ควบคุม พบการเชื่อมต่อสายกับไพรเมอร์สองเส้นที่

แสดงออก (up-regulated) ได้แก่ ACP2 และ ACP12 ข้อมูลที่ได้ในเบื องต้นอาจน้ามาสู่การศึกษา

หน้าที่ของยีน หรือความเข้าใจมากขึ นเกี่ยวกับการตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าในพืช และน้าไปสู่การ

พัฒนาการปรับปรุงพันธุ์พืชทนแล้งต่อไป 

 

Abstract   : In the present study, we have used an annealing 

control primer (ACP) based reverse transcription polymerase chain reaction 

(Annealing Control-Primers-based Gene Fishing Technique) to identify drought-stress-

induced differentially expressed genes in 19 days maize leaves after seedling. The 

total RNA was extracted from maize leaves at 7 days after water depletion.  Using 12 

ACP-based RT PCR screening method, two up-regulated ACPs were identified which 

were ACP2 and ACP12. DEG screening was performed by GeneFishing method. The 

identified up-regulated ACPs were then isolated, cloned and sequenced for their 

putative gene functions. The results of these two ACPs, ACP2 and ACP12 are 

hypothethical proteins. The information might be helpful for better understanding of 

drought stress mechanism in maize to further gaining information about the plant 

genetic improvement for drought tolerance in plant.   

 

 ค าน า                                 :  PCR (Polymerase Chain Reaction) เป็นปฏิกิริยาเอนไซม์ที่

อาศัยหลักการที่ง่าย ท้านายผลง่ายและรวดเร็ว ใช้ปริมาณดีเอ็นเอน้อย การศึกษาที่ผ่านมา สามารถ

น้าวิธีการนี มาใช้ในการค้นหาที่เก่ียวข้องกับสภาวะทนแล้งที่ส่งผลต่อผลผลิตได้ เช่น ยีน DREB (Garg, 

et al., 2008) พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมต่างๆที่ไม่เหมาะสม เพ่ือให้ตัว

มันเองมีความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมนั นๆ เช่น ในสภาพเซลล์ขาดน ้าหรือแห้งแล้ง เป็นต้น การ

ปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนาหรือให้เป็นไปตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมดังกล่าวนั น ต้อง

มีการแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่งอาจเป็นยีนเดียวหรือกลุ่มยีนส์ (ยีนหลายๆ ชนิดแสดงออกเพ่ือ

ตอบสนองพร้อมกันในสภาวะเดียวกัน) ยีนที่ตอบสนอง เช่น ดีไฮดรินส์, LEA (late embryogeneis 

abundant protein group II) (Ingram and Bartels, 1996) , ไซโคลฟิลิต (Gasser et al., 1990) 

Dedydration responsive element binding (DREB) (Skinner et al., 2005; Latini et al, 

2007) เป็นต้น จึงจะท้าให้พืชมีการด้ารงอยู่ในสภาวะนั นๆ ได้หรือเกิดความเสียหายน้อยที่สุด ที่ผ่าน



มานักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกในพืช เพ่ือให้พืชเกิดการปรับตัวให้คงทน

อยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี  

ในปัจจุบัน ข้อมูลยีนหรือกลุ่มยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกในสภาวะขาดน ้าหรือแห้งแล้ง

ที่ได้จากค้นคว้าวิจัยมีจ้านวนเพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่อง ท้าให้การน้าข้อมูลที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการ

ปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้งโดยอาศัยวิธีการเทคโนโลยีชีวภาพนั นมีความเป็นไปได้มากขึ น 

อีกทั ง จากการศึกษาที่ผ่านมา มีข้อมูลที่แสดงให้เห็นชัดแล้วว่า อุณหภูมิของโลกมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ น

ทุกๆ ปี และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ้าเพาะบางชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อสภาวะ

แวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่นขาดน ้าหรือแห้งแล้งได้ งานวิจัยนี  จึงมีวัตถุประสงค์น้าเทคนิค PCR มาใช้

ในการค้นหาการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าในข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์ลูกผสม

นครสวรรค์ 3 (ชื่อเดิมว่า NSX 042029) เป็นพันธุ์ลูกผสมเดี่ยว เกิดจากการผสมข้ามระหว่างพันธุ์แท้

ตากฟ้า 1 (พันธุ์แม่) และพันธุ์แท้ตากฟ้า 3 (พันธุ์พ่อ) ซึ่งศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ ได้ท้าการศึกษา

ระหว่างปี 2547-2551 มีลักษณะทนต่อความแล้งและให้ปริมาณสูงถึง 1,147 กิโลกรัมต่อไร่ 

(http://www.food-resources.org/news/view.php?id=2646) โดยกรมวิชาการได้คาดการณ์ไว้

ว่า จะสามารถผลิตเมล็ดข้าวโพดได้ 350 ตัน น้าไปส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกได้ 10,000 ไร่  

ในประเทศไทย ข้าวโพดนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส้าคัญชนิดหนึ่งที่ท้ารายได้ให้กับประเทศเป็น

อย่างมากและพบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย นับเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่าง

ดี รวมทั งข้าวโพดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทั งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั น งานวิจัยนี จึงมุ่งเน้นการ

ค้นหายีนหรือกลุ่มยีนส์ที่ได้มีการศึกษาค้นคว้ามาแล้วในพืชชนิดต่างๆ แล้วน้ายีนนั นๆ มาศึกษากับ

ข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศไทยว่าข้อมูลที่ได้มีความสอดคล้องหรือแตกต่างกันหรือไม่ เพ่ือน้า

ข้อมูลที่ได้นั นมาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีคุณลักษณะทนแล้งได้ต่อไปในอนาคต ท้าให้

งานวิจัยนี สามารถให้ข้อมูลในรูปยีนที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรของประเทศไทยได้ 

 

5. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์     

1. ข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 (ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่
นครสวรรค์, กรมวิชาการเกษตร)  

  2. ถุงพลาสติกสีด้าขนาด 10" x 10" x 10" (กว้าง x ยาว x ลึก) 
  3. ดินและปุ๋ยตราล้าดวน 

4. ไนโตรเจนเหลวและโกร่งส้าหรับใช้บดใบข้าวโพดตัวอย่าง 

http://www.food-resources.org/news/view.php?id=2646


5. ชุดสกัด RNA (Trizol® Reagent, Invitrogen, USA) และ ชุดสกัดอาร์เอ็นเอรวม Plant 

RNeasy mini kit (Qiagen, CA, USA) 

6. เอ็นไซม์ Reverse transcriptase (Promega, Madison, USA)  

  7. TOPO TA cloning kit (Life Technology, Calsbad, CA, USA) 

  8. GENECLENEII kit (Q. BIOgene, USA) 
  9. 100bp DNA ladder (ThermoFisher SCIENTIFIC, USA) 

10. ชุดสกัดสารพันธุกรรมจากอะกาโลสเจล (GeneJet Gel Extraction Kit, 

ThermoFisher SCIENTIFIC, USA) 

  11. เครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Labnet/Spectrafuge16M, National, USA) 

  12. เครื่องดูดสารปริมาณน้อย (ไมโครไปเปต) ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร   

  13. อ่างน ้าปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ 65°C 

  14. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4°C (LAWCHAIN LC203LD ยี่ห้อ CHILLED รุ่น PT-30 Series) 

15. ตู้แช่แข็ง -20°C (Thermo Scientific Puffer Hubbard, Austria) 

16. ตู้แช่แข็ง -80°C (SANYO ULTRA LOW FREEZER, SANY0, USA) 

17. 10x TAE Buffer (Promega, USA) 

18. GelStar Solution (Lonza, Rockland, ME, USA) 

  19. เครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA (Gene Amp PCR system 9700, Applied Biosystems,           

      Foster, CA, USA) 

  20.สารละลาย GTE (4M Guanidine Isothiocyanate, 25 mM NaCitrate pH 7.0,  

0.5% Lauryl Sarcosine และ 0.1 M Beta-Mercaptoethanol) 

21. เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้าแนวนอนพร้อมเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าในตัว  

(Toyobo, GelMate 2000, Japan)  

22. เครื่องส่องดูแถบสารพันธุกรรมภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต (UV)                         

     GelDoc Transluminator (BIORAD, USA) 

  23. ชุดถ่ายภาพพร้อมเครื่องมือวิเคราะห์สารพันธุกรรม (GELDOC BIORAD, USA) 

24. PCR GeneFishing DEG Kit (Soul, South Korea) cat. No. K1021 (GeneFishingTM 

DEG Kit, Seegene, Soul, South Korea) 

  25. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (Plasmid DNA) (QIAprep spin miniprep kit, Qiagen,    

                         Valencia, USA)   



26. เครื่องหาล้าดับเบสแบบอัตโนมัติ ABI PRISM® 377 DNA Sequencer                 
(Perkin-Elmer, CA, USA) 

  27. DNAStar Software Analysis (DNASTAR, Inc, USA) 
  28. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

  29. ช้อนตักสาร กระดาษชั่งสาร และเครื่องชั่งสาร 

 

- วิธีการ  

 ขั นตอนที่ 1 การเตรียมพืชทดลอง การงดให้น ้า และการเก็บพืชตัวอย่าง 

 เพาะเมล็ดข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 ในถุงพลาสติกด้าขนาด 10x10x10 นิ ว ที่ใส่ดินและปุ๋ย 

ในช่วงเดือนกันยายนถึงตุลาคม พ.ศ. 2556 ให้น ้าทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อนงดให้น ้าเป็นเวลา 7 วัน 

(treated) จึงตัดใบ ส่วน control plant ให้น ้าต่อไปปกติ (untreated) เก็บใบพืชที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะ

น้ามาใช้สกัดสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอรวม (Total RNA)  

 
 ขั นตอนที่ 2 การสกัดสารพันธุกรรม Total RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่าง 

          2.1 ตัดใบข้าวโพดตัวอย่างจากตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -80°C สกัดอาร์เอ็นเอด้วยสาร TRIzol® Reagent 

และ/หรือด้วยการใช้ชุดสกัด Plant RNeasy mini kit (Qiagen, CA, USA) 

 2.2 ส้าหรับการสกัดด้วยการใช้ TRIzol® Reagent ชั่งน ้าหนักใบพืชตัวอย่างละประมาณ 100 

มิลลิกรัมและเติมสาร TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  บดตัวอย่างใบให้ละเอียดโดยการใช้โกร่งและในสภาพ

ไนโตรเจนเหลว ตักตัวอย่างที่บดละเอียดแล้วลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หรือในหลอดโพลิโพรพิลีนขนาด 

15 มิลลิลิตร (Greiner Bio-one Inc, USA) ขึ นอยู่กับอัตราส่วนปริมาตรการสกัด ส่วนการสกัดด้วยวิธีการใช้

ชุดสกัด ท้าตามค้าแนะน้าที่ระบุไว้ในคู่มือผู้ผลิต 

 2.3 บ่มสารละลายที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที  

2.4 เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม 200 มิลลิลิตร (ส้าหรับหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร) เขย่า

หลอดให้ทั่วนาน 15 วินาที และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 2 ถึง 3 นาที  

2.5 ปั่นหลอดที่อุณหภูมิ 4°C ที่ความเร็ว 12,000 g นาน 15 นาที ดูดสารละลายใส (supernatant) 

ลงในหลอดใหม่ และเหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงซ ้าอีกครั งนาน 5 นาที ที่ 10,000 rpm ดูดสารละลายใสลง

ในหลอดใหม่  

 2.6 ตกตะกอน RNA ด้วยการเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ส้าหรับหลอดขนาดเล็ก)  



และ 1 มิลลิลิตร (ส้าหรับหลอดขนาดใหญ่) ผสมให้เข้ากัน เหวี่ยงหลอดด้วยความเร็วสูงนาน 15 นาที ที่

ความเร็ว 5,000 g ใช้ไปเปตดูดสารละลายใสทิ งไป ล้าง RNA ที่ได้ด้วย 70% เอทานอล จากนั นดูดเอทานอล

ทิ งปั่นเหวี่ยงหลอดซ ้าอีกครั ง ดูดเอทานอลที่เหลือออกซ ้าอีกครั งด้วยไปเปต  

 2.7 เติมบัฟเฟอร์ GTE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ละลาย RNA ให้เข้ากัน เก็บรักษาในระยะสั น RNA 

ไว้ที่อุณหภูมิ -20C (และเก็บที ่-80C ในระยะยาว) 

2.8 วิเคราะห์ RNA ที่สกัดได้โดยน้ามาแยกผ่านเครื่องวิเคราะห์สารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel 

electrophoresis) ขนาด 80 โวลต์ นาน 30 – 45 นาที โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ Agarose Gel เป็นตัวกลาง         

จากนั นน้า Agarose Gel มาย้อมด้วยสาร GelStar นาน 10 ถึง 15 นาท ีล้างเจลด้วยน ้ากลั่นนานประมาณ 5 

นาที และบันทึกภาพด้วยเครื่องส่องดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง Ultraviolet (GelDoc transluminator) วัด

ปริมาณและคุณภาพของปริมาณ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) เก็บ

รักษา RNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -80°C  

 

ขั นตอนที่ 3 การสังเคราะห์ cDNA สายแรก (First-Strand cDNA synthesis) โดยเอ็นไซม์ Reverse 
transcriptase (Promega, Madison, USA)  

ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยปฏิกิริยาดังต่อไปนี    

3.1 อาร์เอ็นเอที่สกัดไว้ความเข้มข้นประมาณ 3 ไมโครกรัม    x  ไมโครลิตร 

3.2  5x reaction buffer     4  ไมโครลิตร 

3.3 dNTPs (2Mm แต่ละชนิด)     5  ไมโครลิตร 

3.4 dT-ACP1 (10µM)     2  ไมโครลิตร   

3.5 Rnase inhibitor (40U/µl)    0.5  ไมโครลิตร 

3.6 Moloney murine leukemia -   1  ไมโครลิตร 

  virus reverse transtriptase (200U/ µl)  

3.7 เติมน ้า (dH20) ลงในปฏิกิริยาข้างต้น   x - 8  ไมโครลิตร 

3.8 ปริมาตร      20 ไมโครลิตร 

3.9 ด้าเนินปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ชั่วโมง  

3.10 เติมน ้า (dH20) ลงในปฏกิิริยาข้างต้นอีก  80  ไมโครลิตร 



 ขั นตอนที่ 4 การเตรียมปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ ACP-based Gene Fishing PCR (Second-Strand 

cDNA Synthesis and Cloning), การโคลนแอมพลิคอนยีนที่ปรากฏเข้าสู่เวคเตอร์ TOPO cloning vector, 

และการหาล้าดับเบส    

  

1. เตรียมปฏิกิริยา PCR ส้าหรับ ACP-based PCR ตามที่ได้อธิบายไว้ใน Kim และคณะ (2004) 

2. 2x seeAmp ACPTM mastermix  
3. Reverse transcriptase 

4. 2 mM dNTP RNase inhibitor 

5. RNase-free water 

6. PCR Thermocyclers 
7. สังเคราะห์ cDNA สายสอง ส้าหรับใช้ในปฏิกิริยาในปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม โดยน้า

cDNA  สายแรกในขั นตอนที่ 3 มาใช้ (ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม โดยประมาณ) ปริมาตร 3-5 

ไมโครลิตร และปรับสภาวะ PCR ให้เหมาะสม ตามท่ีได้อธิบายไว้ใน Kim และคณะ (2004) 

8.  แยกแถบที่ปรากฏบน 2% อะกาโลสเจล  

9. ย้อมด้วย GelStar และตัดแถบ PCR -DEG ที่ปรากฏ  

10. แถบดีเอ็นเอจากอะกาโลสเจล (Gel / PCR DNA Fragments Extraction Kit, Geneaid, 

Taiwan) 

11. น้าแถบดีเอ็นเอโคลนเข้าสู่ TOPO TA cloning vector (Invitrogen, Calsbad, CA, USA)  

ตามค้าแนะน้าจากคู่มือผู้ผลิต 

12. หาล้าดับเบสจากพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยการใช้ M13 ไพรเมอร์ โดยใช้เครื่องหาล้าดับเบส (ABI 

PRISM® 377 DNA Sequencer)                  

13. เปรียบเทียบล้าดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล  

 

- เวลาและสถานที่     -  ระยะเวลา 1 ปี เริ่มต้น ต.ค. 2557 สิ นสุด ก.ย. 2558  

       -  ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

6. ผลการทดลองและวิจารณ์  

 

รูปที่ 1 แสดงภาพโดยสรุป (overview) ของเทคนิค PCR-DEG เพ่ือที่จะระบุยีนที่แสดงออก

หรือตอบสนองในสภาวะขาดน ้า ในการทดลองนี ได้น้าวิธีการ ACP-based Gene Fishing 

Technique มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ ACP จ้านวน 12 คู่ (Seegene, South Korea) ที่อยู่ในชุดคิท 



(รูปที่ 2) โดยเทคนิคนี  ได้ประยุกต์เทคนิคระบบ Annealing control primer system มาใช้ในการ

ค้นหาการแสดงแสดงของยีนที่แตกต่าง (Kim et al., 2004) รูปที่ 3 แสดงอาร์เอ็นเอรวม (total 

RNA) ที่น้ามาใช้ในปฏิกิริยาควบคุม และใช้อาร์เอ็นเอจากตับหนูและไตหนูเป็นตัวอย่างควบคุม  

ภายหลังทดสอบปฏิกิริยาควบคุมแล้ว จากการสังเคราะห์ cDNA สายแรก โดยใช้ 

oligo(dT)15 ACP เป็นไพรเมอร์ และใช้ RNA ตัวอย่างจริงเป็นเทมเพลท ท้าให้แต่ละตัวอย่าง RNA 

สังเคราะห์เป็น cDNA สายแรกได้ และน้า cDNA สายแรกท่ีได้ มาใช้เป็นเทมเพลทในการสังเคราะห์ 

cDNA สายสอง จากการใช้ arbitrary ACP primers และสามารถตรวจหา (detect) การแสดงออก

ของยีนที่แตกต่างกันได้ (differentially expressed genes) พบว่า ACP จ้านวน 2 คู่ ให้ผลแถบดี

เอ็นเอที่แสดงของยีนที่แตกต่างกันชัดเจนที่สุด (up-regulated) ได้แก่ ACP2 และ ACP12 โดยใน

ตัวอย่าง RNA จากใบข้าวโพดที่อยู่ในสภาวะขาดน ้าแสดงแถบพีซีอาร์เข้ม (รูปที่ 1) เมื่อเทียบกับ

ตัวอย่าง RNA จากข้าวโพดที่ให้น ้าปกติ  

เพ่ือทดสอบการแสดงออกของยีนว่ามีการ up-regulated หรือ down-regulated การ

ทดลองเกี่ยวกับการวิเคราะห์ northern blot และ/หรือ real time PCR สามารถน้ามาใช้ต่อยอดใน

การยืนยันการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับสภาวะขาดน ้าต่อไปได้ ส่วนการทดลองแบบ large 

scale หรือการค้นหายีนจ้านวนมากในสภาวะที่ก้าหนด สามารถน้าเทคนิคดีเอ็นเอไมโครแอเรย์ หรือ

ดีเอ็นเอชิพ (Shalon, 2008) มาใช้ทดสอบการทดสอบการแสดงออกของยีนในสองสภาวะ เพ่ือหา

การปรากฏของยีนได้พร้อมกันในเวลาเดียวกัน  

เพ่ือที่จะท้าการศึกษาในเบื องต้นต่อการปรากฏของยีนที่ตอบสนองในสภาวะขาดน ้ากับข้าว

โพดเลี ยงสัตว์พันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 การทดลองนี ได้ท้าการเลือกยีนที่ได้แสดงออกในสภาวะขาด

น ้าในพืชชนิดต่างๆ ที่ได้เคยมีการศึกษามาแล้ว โดยน้าวิธีการพีซีอาร์มาใช้ ได้แก่ ยีน Extensin, 

Dehydrin, Dreb1, Dr4, Dhn1, SAD2, ARBE และ lea2 ผลการทดลองสังเกตพบแอมพลิคอนยีน

ปรากฏจากการท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ยกเว้นยีน ARBE, lea2   และ sad2 ดังรูปที่ 4 ท้าการยืนยันยีนที่

ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยวิธีการหาล้าดับเบส พบมีความเหมือนกับชนิดยีนที่ต้องการ  

ยีน Dreb ประกอบด้วย 2 subfamilies ได้แก่ Dreb1 และ Dreb2 และจัดเป็น 

homologous ยีน และเกิดการการแสดงอย่างสูง (induction) ในสภาวะเค็มจัด, เย็นจัด และขาดน ้า  

อย่างไรก็ตาม ผลที่เกิดขึ นอาจเนื่องมาจากความซับซ้อนของยีนแฟมิลี่ (gene family) หรือ

เนื่องมาจากความไม่ชัดเจนจากปฏิกิริยาพีซีอาร์  

มากไปกว่านั น ผลที่ได้จากการทดลองนี จะได้น้าไปใช้ต่อยอดในการศึกษาการแสดงออกท่ี

แตกต่างของยีนในสภาวะขาดน ้าเชิงปริมาณหรือที่เรียกว่าวิธี “quantitative RT-PCR” เพ่ือน้า



พัฒนาเป็นโมเลกุลเครื่องหมาย (molecular markers) หรือเป็นเครื่องมือ (tools) ในการปรับปรุง

พันธุ์พืชทนแล้งต่อไป   

ในการทดลองใช้เทคนิคนี  เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนต่อสภาวะแล้งในพืชอ่ืนๆ เช่น 

บาร์เลย์ พบว่า ภายใน 6 ชั่วโมง หลังงดให้น ้า มีการแสดงออกของระดับ mRNA เพ่ิมมากขึ นของยีน

ดีไฮดริน รีเซบเตอร์ ไคเนส (receptor kinase) และกรดแจสโมนิค (Jasmonic acid) (Lee, et al, 

2011) 

ในปัจจุบัน เป็นที่ทราบกันดีว่า การเปลี่ยนแปลงสภาวะภูมิอากาศของโลก เป็นสิ่งส้าคัญยิ่งที่

ส่งผลกระทบต่อปริมาณผลผลิตพืช ดังนั น เป็นสิ่งจ้าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องค้นหายีนใหม่ๆ เพ่ือใช้

พัฒนาปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้ง 

 

รูปที่ 1 ภาพโดยสรุปของเทคนิค PCR-DEG 

 

 

 

   

ที่มา (GeneFishing Kit, K1021;  

Seegene, Soule, South Korea) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sample A 

(ex. Normal) 

Sample B 

(ex. Tumor) 

 Synthesize first-strand cDNA 

by RT using dT-ACP1 

First-strand cDNAs 

 

First-strand cDNAs 

Amplify differentially expressed cDNAs 

by GeneFishingTM PCR 

with an arbitrary ACP and dT-ACP2 

PCR products PCR products 

Display DEGs on an agarose gel 



   
 

รูปที่ 2 ไพรเมอร์ (arbitrary primers) ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR-DEG (GeneFishingTM Kit, Cat. No. 

K1021-k1026, Seegene, Soul, Korea) 

• dT- ACP1 (10 µM): For Reverse Transcription, ใช้เปลี่ยนเปน็ first stranded cDNA 

dT-ACP1: 5′-CTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)18 -3′ 
 
• dT- ACP2 (10 µM):, ใช้ส้าหรับ GeneFishingTM PCR  โดยใช้คู่ไพรเมอรเ์ส้นใดเส้นหนึ่งตอ่ไปนี ในชุดคิท 
กับ dT-ACP2: 5′-CTGTGAATGCTGCGACTACGATXXXXX(T)15 -3′ 
 
Arbitrary ACPs (5 µM): 
ACP1 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCCATCGACC-3′  
ACP2 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXAGGCGATGCC-3′  
ACP3 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCCGGAGGATG-3′  
ACP4 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCTGCTCGCG-3′  
ACP5 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXAGTGCGCTCG-3′  
ACP6 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGGCCACATCG-3′  
ACP7 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTGCGGATCG-3′  
ACP8 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGGTCACGGAG-3′  
ACP9 : 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGATGCCGCTG-3′  
ACP10: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXTGGTCGTGCC-3′  
ACP11: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTGCAGGACC-3′  
ACP12: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXACCGTGGACG-3′  
ACP13: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCTTCACCGC-3′  
ACP14: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGCAAGTCGGC-3′  
ACP15: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCCACCGTGTG-3′  
ACP16: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGTCGACGGTG-3′  
ACP17: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCAAGCCCACG-3′  
ACP18: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCGGAGCATCC-3′  
ACP19: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXCTCTGCGAGC-3′  
ACP20: 5′-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATXXXXXGACGTTGGCG-3′ 

 



รูปที่ 3 (a) แสดงภาพแยกชิ นส่วนสารพันธุกรรมผ่านกระแสไฟฟ้า (อะกาโลสเจลอิเลกโตรฟอเรซิส) 

ของ Total RNA ที่สกัดได้จากใบข้าวโพดตัวอย่างก่อนน้ามาผ่านเอ็นไซม์ DNaseI (b) ปฏิกริิยา

ควบคุม ACP-based Gene Fishing โดยใช ้ liver mouse RNA และ kidney mouse RNA 

(control experiment) (c) การท้าปฏิกิริยา ACP-based PCR โดยใช้ RNA จากใบข้าวโพดตัวอย่าง

ให้น ้าปกติ (ควบคุม) และ ใบข้าวโพดตัวอย่างขาดน ้า (3 เลนขวามือ) และน้าแถบดีเอ็นเอที่แยกได้มา

แอมพลิไฟล์ด้วยการใช้ ACP primers (5µM) ในชุดคิทจ้านวน 2 คู ่(ACP2 และ ACP 12) จากจ้านวน 

12 คู ่ 

 

 
 

            

 

 

รูปที่ 3 แสดงพีซีอาร์แอมพลิคอนที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน DrebI, Cystatin และ Dr4 โดยใช้  

         Gene Specific primers 

 

                     
  Dreb I              Cystatin         Dr4 

 

รูปที่ 4 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอและแอมพลิคอนยีนชนิดต่างๆ ที่โคลนและแยกได้โดยวิธี colony PCR 
รูปที่ (1) แสดง Dreb I แอมพลิคอน, Dedydrin แอมพลิคอน และ Extensin แอมพลิคอน 

a 
b c 



 

 
  

Dreb I        Dedydrin 

 
 

    Extensin 

 

รูปที่ 5 ตัวอย่างล้าดับดีเอ็นเอที่ได้จากเครื่องหาล้าดับเบส  

 

 

รูปที่ 6 ล้าดับเบสของยีนทนแล้งท่ีได้จากซดีีเอ็นเอใบข้าวโพดลูกผสมพันธ์ุนครสวรรค ์ 3 เมื่อเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลชีวภาพสากล  

 
 
 
 
 



ยีน DREB (มีความเหมือนกับ NCBI Reference Sequence : NM_001111611.1)  
nucleotide (57-902) 
 
TTTTGGCCAACGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCTCAAGAGCTCCACGAAACGTCCTCT 
TGCTCTGCCACCACCACCTCGTCGTGCACCACATCCTGCTGCTCGTCCACTGTCACAGACTCGTCCTCTTCGCCCCCGTC 
ACCGGCGGCGGCCAATGCCGCGCCCGCGACACGGAAGCGGCAGGCGTTGGAGGCCGAGGCCGAGGCCGAGGCGGGCGGTG 
AGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGGCTGTGCTGGTAATAAGGCGGCGCCGGCCAAGAAGCGACCGCGGGGCAGCGAGGGG 
AAGCACCCGACGTTCCGCGGCGTGCGGATGCGGACGTGGGGCAAGTGGGTGTCGGAGATCCGCGAGCCGCGCAAGAAGTC 
GCGCATATGGCTCGGCACGTTCCCCACCGCCGAGATGGCCGCGCGCGCCCACGACGTCGCGGCGCTCGCCATCAAGGGCC 
GCGCCGCGCACCTCAACTTCCCGGACCTTGCCGGCGCGCTGCCGCGCGCCGCGTCCGCGGCGCCCAAGGACGTCCAGGCG 
GCCGCCGCATTGGCCGCTGCGTTCACGTCGCCGTCATCGGAGCCCGGCGCCGGCGCCGGCGCGCACGAGGAGCCCGCTGC 
CAAGGACGGCGCCGCGCCCGCGCCCGCGCCCGAGGAGGCAGCCGCCGACGCACAGGCACCAGTACCAGTAGCACTACCAC 
CGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAG 
TATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAA 
TTCCACACAAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCAACATTAAAT 
TGCGTGGCGCTCACCTGCCCGCCTTT 
 

ยีน DREB (มีความเหมือนกับ NCBI Reference Sequence : NM_001111611.1)   
nucleotide (51-723) 
 

TGGGGCCCGAGTTCCATGCTCCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCTCAAGAGCTCCACGAAACGTCCTC 

TTGCTCTGCCACCACCACCTCGTCGTGCACCACATCCTGCTGCTCGTCCACTGTCACAGACTCGTCCTCTTCGCCCCCGT 

CACCGGCGGCGGCCAATGCCGCGCCCGCGACACGGAAGCGGCAGGCGTTGGAGGCCGAGGCCGAGGCCGAGGCGGGCGGT 

GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGGCTGTGCTGGTAATAAGGCGGCGCCGGCCAAGAAGCGACCGCGGGGCAGCGAGGG 

GAAGCACCCGACGTTCCGCGGCGTGCGGATGCGGACGTGGGGCAAGTGGGTGTCGGAGATCCGCGAGCCGCGCAAGAAGT 

CGCGCATATGGCTCGGCACGTTCCCCACCGCCGAGATGGCCGCGCGCGCCCACGACGTCGCGGCGCTCGCCATCAAGGGC 

CGCGCCGCGCACCTCAACTTCCCGGACCTTGCCGGCGCGCTGCCGCGCGCCGCGTCCGCGGCGCCCAAGGACGTCCAGGC 

GGCCGCCGCATTGGCCGCTGCGTTCACGTCGCCGTCATCGGAGCCCGGCGCCGGCGCCGGCGCGCACGAGGAGCCCGCTG 

CCAAGGACGGCGCCGCGCCCGCGCCCGCGCCCGAGGAGGCAGCCGCCGACGCACAGGCACCAGTACCAGTAGCACTACCA 

CCGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGA 

GTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTTCCTGTGTGAAATGTTATCCGCTCACA 

TCTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTAAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT 

GCGGTTGGCG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ยีนชนิดตา่งๆที่ใช้ในการปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) 

   Gene Names ™(˚C)  Primers  PCR Sizes  

Dreb (60°C)  drebF1 (5'-gctcaagagctccacgaaac-3')  700 bp  

 drebR1 (5'-gcggtggtagtgctactggt-3'   

Dehydrin (39°C)  dehyF (5'-GAYGARTAYGGIAAYCC-3')  300  bp  

 dehyR (5'-GGIARYTTYTCYTTIATYTT-3)'   

Cystatin (55°C)  cysF1(5'-aaaactacaggctgcgcatt-3')  200 bp  

 cysR1(5'-acgcggtacttgcagaattt-3')   

 cysF1(5'-aaaactacaggctgcgcatt-3')  200 bp  

 cysR2(5'-tcctagaaggcgactcgaac-3')   

RiP5 (extensin) (60°C)  extF2(5'-cgcattgtctgaaggactga-3')  200 bp  

 extR2(5'-gtcttgggcttaggcctttt-3')   
 

  

    

7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : ได้สารพันธุกรรม (Total RNA - อาร์เอ็นเอรวม) จากใบ

ข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 อายุสองสัปดาห์ที่ให้น ้าปกติ (untreated) และ งดให้น ้า (treated) ที่สภาวะ

ก้าหนดขาดน ้า 7 วัน โดยใช้วิธีการพีซีอาร์อิงไพรเมอร์ควบคุมเอซีพีด้วยการเชื่อมต่อสายดีเอ็นเอกับไพร

เมอร์จ้านวน 20 ไพรเมอร์ (ACP-based primers Gene Fishing reverse transcription PCR) มาใช้ใน

การหาการแสดงออกของแถบซีดีเอ็นเอที่ปรากฏ เพ่ือท้าการโคลนนิ่ง และหาล้าดับเบส และเทียบล้าดับ

เบสที่ได้กับฐานข้อมูลชีวภาพสากล ผลการทดลองให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่าง ระหว่างใบข้าวโพด

ภายใต้สองสภาวะได้แก่ ให้น ้าปกติ (control) และสภาวะขาดน ้า (treated) และพบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ

ได้แก่ ACP2 กับ ACP12 และล้าดับเบสพบมีความเหมือนกับ hypothethical proteins ผลจาก

การศึกษานี  พบว่า ระดับการแสดงออกของยีนระหว่างสองสภาวะมีความแตกต่างกัน จึงได้ออกแบบไพร

เมอร์ยีนทนแล้งจ้านวน 5 ยีน ทีไ่ด้มีการศึกษาก่อนหน้านี  (ในการทดลองการศึกษาการแสดงออกของกลุ่ม

ยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าในระดับอาร์เอ็นเอในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ) 

เพ่ือน้ามาใช้ศึกษากับยีนทนแล้งในข้าวโพดพันธุ์ลูกผสมนครสวรรค์ 3 อาจอาศัยเทคนิค RT-PCR เพ่ือ

เปรียบเทียบแบบแผนการแสดงออกของยีนทนแล้งเพ่ิมเติมที่ปรากฏกับพืชที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี  

และเพ่ือเป็นข้อมูลในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดต่อไป 

8. สรุปเนื อหา สาระส้าคัญของผลงาน และข้อเสนอแนะในงานวิจัยเรื่องนั นๆ ในอนาคต  

การตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น ขาดน ้า เย็นจัด หรือ เค็ม หรือสภาวะเครียดอื่นๆในพืช 

เป็นสิ่งที่พืชในแต่ละสปีชีส์แตกต่างกันในแง่ของการตอบสนอง เพ่ือให้อยู่รอดภายใต้สภาวะที่ไม่เหมาะสม

ต่างๆ เหล่านั น ทั งทางด้านสรีระวิทยา โครงสร้างของเซลล์ และชีวโมเลกุล แม้ว่าที่ผ่านมา ได้มีการศึกษา



ถึงปัจจัยที่ควบคุมการตอบสนองต่อการแสดงออกของยีนที่เหนี่ยวน้าในสภาวะที่ไม่เหมาะสมในพืชหลายๆ 

ชนิด เช่น อะราบิดอปซิส ข้าว บาร์เลย์และพืชอ่ืนๆ เป็นต้น แต่ในข้าวโพดพันธุ์นครสวรรค์ 3 ที่พัฒนาโดย

นักวิชาการศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ 3 กรมวิชาการเกษตร ยังไม่มีการศึกษาในแง่ของการแสดงออกของ

ยีนที่ตอบสนองในสภาวะขาดน ้า (stress inducible gene expression) จึงได้มีการน้า ACP-based 

Gene Fishing Techniques มาใช้ในการหายีนที่แสดงออกของยีนในสภาวะขาดน ้า 7 วัน ในข้าวโพด

เลี ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์นครสวรรค์ 3 จากการน้า arbitrary primers มาใช้จ้านวน 20 เส้น ร่วมกับ ACP 

ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์เส้นที่ ACP2 และ ACP12 มีการปรากฏ (up-regulated) จากการปฏิกิริยา 

PCR การตรวจสอบต่อไปโดยใช้วิธีการ northern blot analysis หรือการวิเคราะห์หาการแสดงออกของ

ยีนเชิงปริมาณ (quantitative real time PCR) จะเป็นประโยชน์ต่อไป  

  อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองพบว่า ยีนบางชนิดมีการแสดงออกของแบบ up-regulated ได้แก่ยีน 

Extensin, Dehydrin, Dreb1, Dr4, Dhn1, SAD2, ARBE และ lea2 ผลการทดลองสังเกตพบแอมพลิ

คอนทุกชนิดยีนปรากฏจากการท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ยกเว้นยีน ARBE, lea2   และ sad2 ท้าการยืนยันยีน

ที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยวิธีการหาล้าดับเบส พบมีความเหมือนกับชนิดยีนที่ต้องการ จากนั น จึงน้ายีน

ที่สนใจมาหาการแสดงออกของยีนดัวยวิธีการ quantitative realtime PCR ผลการทดลองเบื องต้นพบว่า

มีการแสดงออกของยีนบางชนิดในเชิงปริมาณของพืชในสภาวะขาดน ้านาน 7 วัน ในงานวิจัยต่อเนื่อง จะ

ได้น้าวิธีการ quantitative real time PCR มาใช้ในการหาแสดงออกของยีนเชิงปริมาณท่ีได้คัดเลือกได้

จ้านวน 5 ชนิดยีน และ อีก 3 ชนิดยีนที่แสดงในทุกสภาวะ (housekeeping genes) มาทดสอบซ ้าต่อไป 

 

9. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : ผลงานที่สิ นสุดสามารถน้าไปประโยชน์ ไดด้ังต่อไปนี   

1. พัฒนาต่อในการปรับปรุงพันธุ์พืช 

2. เป็นผลงานทางวิชาการ  

3. ตีพิมพ์เผยแพร่ทางวิชาการได้  

 

10. ขอบคุณ (ถ้ามี)  : คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการ

เกษตร ที่อนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดเลี ยงสัตว์ลูกผสมพันธุ์

นครสวรรค์ 3  ส้าหรับน้ามาใช้ในการวิจัย 
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