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ABSTRACT 
Cyclophilins are ubiquitous proteins present in all subcellular compartments, which are 

involved in a variety of processes such as immunosuppression and major biotic and abiotic stresses. 
The research work has been done at the Biotechnology Research and Development Office, 
Department of Agriculture, Pathumthani Province during October 2007 – September 2010. In this 
study, full-length genomic DNA sequences of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) encoding 
cyclophillin (SbCyP) have been isolated from sorghum via PCR – based method. The gene 
sequence contains a fragment of 1062 kb, including a 519 bp complete ORF, the 5’UTR of 130 bp, 
3’UTR of 413 bp and a polyA signal AATAA motif. SbCyP gene encoding the 172 amino acid 
polypeptide. Conducted submit CyP genes on GenBank accession no. EU722309. The highly 
conserved region of the gene is cyclophilin (CyP) which are also found in Saccharum officinarum L. 
(QG246462.1) and Zea mays L. (X68678.1) with 91% and 90% of homology respectively. A 519 bp 
fragment of the SbCyP gene was inserted into plant expression vector pCAMBIA2300 containing 
35SCaMV promoter and NOS terminator, nptII as selectable marker with total size of 10 kb for 
pCAMBIA2300 – CyP over – expression cassette. Maximum quantity of protein produced from 
recombinant plasmid (pEcoli – CyP) was detected after 6 hours of activation induction by IPTG. In 
addition, examination by SDS – PAGE displayed the 18.4 kDa of protein size. The expression 
cassette was then transformed into Nicotiana tobacum (tobacco) plant by Agrobacterium – mediated 
transformation, with kanamycin as a selection antibiotic. Ten transgenic tobacco plants were obtained 
using PCR – based method. Investigation of stress to tolerance involved salinity tolerance and drought 
tolerance, using NaCl and PEG 6000 respectively. Transgenic tobacco plants displayed higher 
tolerance to these stress conditions compare to non – transgenic plants. 

Key words :  Cyclophilin Gene, Soghum bicolor (L.) Moench, Cloning and Charterization, 
Transformation, Nicotiana tobacum (Tobacco) Plant  
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บทคัดยอ 
การโคลนยีนไซโคลฟลิน (Cyclophilin : CyP) ซ่ึงเปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางระบบภูมิคุมกัน 

และยับยั้งขบวนการท่ีกอใหเกิดความเสียหายแกพืช ชวยใหพืชดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะท่ีไม
เหมาะสม ดําเนินการวิจัยท่ีหองปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จ.ปทุมธานี ระหวาง
เดือนตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 งานวิจัยนี้ไดทําการโคลนยีนไซโคลฟลินจากขาวฟาง โดยทําการ
ออกแบบไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับยีน CyP นํามาทําปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของขาวฟาง 
ไดยีนขนาด 1062 คูเบส นําลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันท่ีมีรายงานใน
ฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน CyP ท่ีพบในออย (QG246462.1) 
และขาวโพด (X68678.1) โดยมีคาความเหมือน (% Max Identities) เทากับ 91% และ 90% ตามลําดับ 
นําขอมูลมาวิเคราะหโครงสรางของยีน พบวา ยีน CyP มีสวนประกอบครบท้ังยีน ประกอบดวย ลําดับ
นิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออกของยีน (ORF) มีขนาด 519 คูเบส สามารถถอดรหัสเปน

กรดอะมิโนของยีน CyP จํานวน 172 amino acid พบลําดับนิวคลีโอไทดทางปลาย 5′ (5′UTR) และ 

3′ (3′UTR) ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน เทากับ 130 และ 143 คูเบส ตามลําดับ และพบลําดับ 

นิวคลีโอไทดในตําแหนงของ polyA signal (AATAA motif) อยูในสวนของ 3′UTR ไดทําการ submit 
ยีน CyP ลงในฐานขอมูลชีวภาพสากล GenBank accession no. EU722309 ทําการสรางชุด cassette ยีน 
โดยการเช่ือมตอยีน CyP เขากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ท่ีประกอบดวย โปรโมเตอร 
(35SCaMV) และเทอรมิเนเตอร (NOS) ไดพลาสมิดสายผสม (pCAMBIA2300 – CyP) มีขนาด 10 
กิโลเบส ทําการตรวจสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของ recombinant plasmid (pEcoli – CyP) 
พบวา มีการแสดงออกของยีน CyP หลังจากถูกกระตุนดวย IPTG มีปริมาณโปรตีนท่ีสังเคราะหได
สูงสุดเม่ือถูกกระตุนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง และพบการแสดงออกของโปรตีนท่ีขนาด 18.4 กิโลดาลตัน 
เม่ือตรวจสอบดวย SDS – PAGE ทําการถายฝากยีน CyP เขาสูใบยาสูบโดยใชวิธีอะโกรแบคทีเรีย 
คัดเลือกตนท่ีไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin และตรวจสอบการ
ปรากฏของยีนโดยใชเทคนิค PCR พบตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน จํานวน 10 ตน ทําการศึกษาการ
แสดงออกของยีน โดยทดสอบความทนทานตอสภาวะเครียด ไดแก การทดสอบในอาหารสูตร MS ท่ี
เติมเกลือ (NaCl) เพื่อทดสอบความทนเค็ม และทดสอบในอาหารสูตร MS ท่ีเติม PEG 6000 เพื่อ
ทดสอบความทนสภาวะขาดนํ้า พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มีความทนทานตอสภาวะ
เครียดดังกลาวไดดีกวาตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีน CyP ท่ีใชเปนตัวเปรียบเทียบ  
คําหลัก :  ยีนไซโคลฟลิน, ขาวฟาง, การโคลนและวิเคราะหยีน, การถายฝากยีน, ยาสูบ  
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คํานํา 
ปจจุบันประชากรสวนใหญในทุกภาคของประเทศไทย ประกอบอาชีพเกษตรกรรมเปนหลัก พืช

สวนใหญท่ีเกษตรกรทําการเพาะปลูกเปนพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ขาว ขาวโพด ปาลมน้ํามัน 
ยางพารา ถ่ัวเหลือง มันสําปะหลัง ออย  เปนตน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) การเพาะปลูกพืช
เศรษฐกิจเหลานี้มักพบปญหาและอุปสรรคในการเพาะปลูก เชน โรคพืช แมลงศัตรูพืช และสภาพความ
แปรปรวนของดินฟาอากาศ ท้ังปรากฏการณเอลนินโญท่ีทําใหเกิดความแหงแลง ในขณะท่ีลานินญาทํา
ใหเกิดฝนตกหนักในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงเอลนินโญและลานินญาสงผลกระทบตอพื้นท่ี
เกษตรกรรมโดยตรง (จารุจินต, 2554) ปจจุบันปญหาดังกลาวนับวันจะทวีความรุนแรงมากยิ่งข้ึน ทําให
เกษตรกรตองปรับปรุงวิธีการเพาะปลูก รวมท้ังวางแผนการเพาะปลูกใหเหมาะสมกับสภาพดินฟาอากาศ 
นอกจากนี้ยังจําเปนตองมีพันธุพืชท่ีมีคุณสมบัติสามารถทนทานตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมตาง ๆ โดย การ
นําเทคโนโลยีชีวภาพเขามาชวยพัฒนาพันธุพืชของไทยใหมีศักยภาพในการใหผลผลิตท่ีสูงข้ึน สามารถ
ทนทานตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตางๆ ได จึงเปนเร่ืองท่ีนักวิจัยไทยตองทําการวิจัยอยางเรงดวน  

ไซโคลฟลิน (CyPs) เปนโปรตีนประเภท เปปติดิลโพรพิล ซิส-ทรานส ไอโซเมอเรส  (PPIases) 
ท่ีพบไดท่ัวไปในเซลลของออรแกนเนล (organelle) ท้ังในเซลลโปรคาริโอตและยูคาริโอต มีการ
ตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมที่พืชชนิดนั้นดํารงชีวิตอยู เชน การไดรับผลกระทบจากโรค แมลง 
และสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมอ่ืนๆ เชน สภาวะแหงแลง สภาวะดินเค็ม เปนตน จากการศึกษาพบวา 
ในส่ิงมีชีวิตท้ังพืช และสัตว รวมท้ังจุลินทรียชนิดตางๆ มียีนชนิดหนึ่งท่ีสามารถตอบสนองตอสภาวะ
ความไมเหมาะสมดานตางๆ คือ ยีนไซโคลฟลิน โดยมีการสรางภูมิคุมกัน และยับยั้งขบวนการท่ี
กอใหเกิดความเสียหายแกพืช ซ่ึงชวยใหพืชดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะท่ีไมเหมาะสมนั้นๆ (Luan et al., 
1994; Kong et al., 2001) ไซโคลฟลินในพืช ถูกคนพบคร้ังแรกในป 1990 โดยการสกัดแยก cDNA จาก
มะเขือเทศ ขาวโพด และคาโนลา (Gasser et al., 1990) ปจจุบันมีรายงานพบลําดับเบสท่ีเหมือนกับยีน    
ไซโคลฟลินท่ีโคลนไดจากพืชชนิดตางๆ เชน ขาว ขาวสาลี ขาวฟาง ออย ถ่ัวเหลือง ฝาย ยาสูบ มะพราว 
และอะราบิดอพซิส เปนตน อีกท้ังยังพบยีนชนิดนี้ในมนุษยและสัตวอีกดวย ท่ีผานมามีงานวิจัยการคนหา
ยีนท่ีมีสวนเกี่ยวของกับลักษณะของการทนแลงในขาวฟาง และพบวามียีนไซโคลฟลินท่ีมีการแสดงออก
อยางสูงเม่ือปลูกในสภาพแลง อีกท้ังยังพบไซโคลฟลินมีการแสดงออกอยางสูงในการตอบสนองตอ
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตางๆ จากพืชชนิดอ่ืนดวย เชน ขาวโพด ขาวฟาง พืชตระกูลถ่ัว คาโนลา 
และมันฝร่ัง (Marivet et al.,1992, 1994, 1995; Godoy et al., 2000; Sharma and Singh, 2003) เปนตน 

ดังนั้น การโคลนยีนไซโคลฟลินจากขาวฟางสายพันธุทนแลงในประเทศไทย เพื่อนํามาใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ยางพารา ถ่ัวเหลือง ออย และพืช
อ่ืนๆ โดยการถายฝากยีนไซโคลฟลินเขาสูพืชเหลานั้น เพื่อพัฒนาพันธุใหมีคุณสมบัติทนแลงมากยิ่งข้ึน 
จากยีนท่ีสามารถพัฒนาข้ึนไดเองในประเทศไทยจะเปนประโยชนตอการนําพืชทนแลงท่ีไดมาพัฒนาให
สามารถใชประโยชนในดานอ่ืนๆ ตอไป  



 
30 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การโคลนยีน CyP จากขาวฟาง 
 1.1 ออกแบบไพรเมอรในสวนของยีน CyP ท่ีมีการแสดงออก 

ออกแบบไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน CyP ไดดังนี้คือ CyP4 (forward) และ CyP4 (reverse) 
ไพรเมอรท่ีใชสังเคราะหยีนในสวนท่ีมีการแสดงออก คือ CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) 
ไพรเมอรท่ีใชตรวจสอบการเช่ือมตอของยีน CyP เขากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) 
คือ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) ไพรเมอรท่ีใชสําหรับสังเคราะหยีนเพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีนในระดับโปรตีน คือ CyPSalI (forward) และ CyPHd (reverse) ไพรเมอรท่ีใชการตรวจสอบการ
เช่ือมตอของยีน CyP เขากับ protein expression vector (pEcoli) คือ T7_Up1 (forward) และ T7_term 
(reverse)  (Table 1) 
 1.2 การเตรียมตัวอยางพชืและการสกัดดีเอ็นเอ 

 คัดเลือกพันธุขาวฟางท่ีมีลักษณะทนแลง จํานวน 2 พันธุ ไดแก พันธุอูทอง 1 และพันธุ
สุพรรณบุรี 60 นําเมล็ดพันธุมาเพาะในกระถาง เม่ืออายุได 1 เดือน นําใบออนมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช
ชุดสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ตรวจวิเคราะหคุณภาพดี
เอ็นเอดวย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 
ladder marker (Fermentas, Lithuania) 
 1.3 การสังเคราะหดีเอ็นเอ จาก genomic DNA โดยวิธี PCR Amplification  

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน CyP คือ CyP4 (forward) และ 
CyP4 (reverse) โดยใช HotStart Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ 40 – 100 นาโนกรัม, 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 μM gene 

specific primer (forward), 0.4 μM gene specific primer (reverse) ปรับปริมาตรดวยน้ํา โดยต้ัง

โปรแกรมการทํางานดังนี้Pre – Denature 93°C  15 นาที จํานวน 1 รอบ / Denature 94°C  30 วินาที, 

Annealing  60°C  30 วินาที, Extension 70°C 2 นาที จํานวน 35 รอบ / 72°C 10 นาที อีก 1 รอบ 
ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  
  1.4 การโคลนยีน CyP เขาสูเวกเตอร  และการวิเคราะหลําดับเบส 
  นําผลผลิต  PCR มาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, USA) นําช้ินยีน CyP ขนาด ~1 กิโลเบส มาทําปฏิกิริยา ligation โดยใช T&A Cloning 

Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ทําการถายฝากยีนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α โดย
วิธี heat – shock (Sambrook et al., 1989) และเล้ียงบนอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) – amplicilin/X-
gal/IPTG [(LB : เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 10 กรัม tryptone, 5 กรัม yeast extract, 15 กรัม bacto-
agar, ddH2O), 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร amplicilin, 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร IPTG, 100 ไมโครกรัม/
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มิลลิลิตร X-gal] บมเพลทท่ีอุณหภูมิ 37°C นานขามคืน คัดเลือกโคโลนีสีขาวท่ีมี insert ของยีน นํามา

เล้ียงในอาหารเหลว LB – amplicilin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาท่ีความเร็ว 220 
รอบ/นาที นาน 12 – 16 ช่ัวโมง นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, Lithuania) ตรวจสอบวิเคราะหคุณภาพดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  

การตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP โดยนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI และ BamHI ในปฏิกิริยาท้ังหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโน

กรัม, 1X FastDigest buffer, 0.5U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรดวยน้ํา บมท่ีอุณหภูมิ 37°C  นาน    

30 นาที และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80°C นาน 5 นาที ตรวจสอบวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis 

การวิเคราะหลําดับเบสของยีน CyP นําตัวอยางพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีช้ินสวนของยีน CyP มา
เปนตนแบบในการวิเคราะหลําดับเบส โดยใชสารเคมี BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems) รวมกับไพรเมอร M13 (forward) 5’ – GTA  AAA CGA CGG CCA GT – 
3’ และ M13 (reverse) 5’ – GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G – 3’ นําปฏิกิริยา cycle 
sequencing เขาเคร่ือง Thermal Cycler (Geneamp 9700, Perkin Elmer, USA) เพื่อเพิ่มปริมาณยีน CyP 
ทําการลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย HiDi - formamide  10 ไมโครลิตร 

บมไวท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 2 นาที และแชบนน้ําแข็งทันที นําตัวอยาง load เขาเคร่ือง ABI PRISM® 
310 Genetic Analyzer เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้นนําขอมูลมาวิเคราะหคาตางๆ  
2. การสรางชุด Cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 
 2.1  การสรางชุด Cassette ยีน  
  ทําการสังเคราะหยีน  CyP จากดีเอ็นเอของขาวฟาง โดยใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอรท่ี
จําเพาะกับยีน CyP ไดแก CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) โดยใช HotStart Taq Master 
Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis   

นําพลาสมิดดีเอ็นเอของ plant expression vector (pCAMBIA2300) ท่ีมีสวนประกอบของ
โปรโมเตอร (35SCaMV) และเทอรมิเนเตอร (NOS) มีขนาด 9648 คูเบส มียีน nptII (kanamycin) เปน
ยีนคัดเลือก และช้ินดีเอ็นเอของยีน  CyP ขนาด 519 คูเบส นําแตละตัวอยางมาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ XbaI และ KpnI และนําดีเอ็นเอมาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN, USA) (ขอ 1.4) นําช้ินยีน CyP เช่ือมตอเขากับ pCAMBIA2300 จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณ

ในเซลลแบคทีเรียเจาบานสายพันธุ  DH5α โดยวิธี heat – shock และเล้ียงในอาหารแข็ง LB – 
kanamycin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
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2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ และเทคนิค PCR 
  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Lithuania) จากน้ันนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาทําการ
ตรวจสอบการปรากฏของยีน 2 วิธี คือ [1] การใชเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ KpnI (ขอ 1.4) และ    
[2] การใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอร NOS (forward) และ 35SCaMv (reverse) โดยใช Hot Start 
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis  
3. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน  (protein expression) 
 3.1 การสรางชุด Cassette ยีน  
  ทําการสังเคราะหยีน CyP จากดีเอ็นเอของขาวฟาง รวมกับไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน CyP 
ไดแก CyPSalI (forward) และ CyPHd (reverse) (Table 1) โดยใช Hot Start Taq Master Mix Kit 
(QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis และนําดีเอ็นเอ
ของ expression vector (pEcoli) ท่ีมีขนาด 5758 คูเบส ซ่ึงอยูในสวนของ N – terminal vector ใน
ระบบ T7 expression system มี T7 promoter เปนสวนประกอบทําใหเกิดการถอดรหัสและแปลรหัส
ออกมาเปนโปรตีนได และช้ินดีเอ็นเอของยีน CyP ขนาด 519 คูเบส นําแตละตัวอยางมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ  SalI และ HindIII และนําดีเอ็นเอมาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช  QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.4) ทําการเช่ือมตอช้ินยีน CyP เขากับ expression vector เพื่อ
สราง recombinant protein มีขนาด ~6.3 กิโลเบส จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน

สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat – shock และเล้ียงในอาหารแข็ง LB – ampicillin  
 3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ และเทคนิค PCR 
  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่คาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Lithuania) จากน้ันนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาทําการ
ตรวจสอบการปรากฏของยีน 2 วิธี คือ [1] การใชเอนไซมตัดจําเพาะ SalI และ HindIII (ขอ 1.4) และ 
[2] การใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอร T7_Up1 (forward) + T7_term (reverse) โดยใช Hot Start 
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis 

 3.3 การตรวจสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน CyP    
  ทําการถายฝากพลาสมิดสายผสม (pEcoli – CyP) เขาสูเซลลแบคทีเรีย BL21 (DE3) เพื่อการผลิต
โปรตีน โดยวิธี heat – shock และเล้ียงบนอาหารแข็ง LB – ampicillin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากนั้น
คัดเลือกโคโลนีท่ีมี insert ของยีน นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, Lithuania) และตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR (ขอ 2.2) จากนั้นนําเซลล
แบคทีเรียท่ีมี recombinant plasmid ของยีน CyP มาเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB – ampicillin 
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ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน 
จากน้ันดูด cell culture ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ใสในอาหาร LB – ampicillin 50 มิลลิลิตร และบมท่ี

อุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที จนกระท่ัง OD600 = 0.5 จากนั้นเติม 3 mM IPTG เล้ียง
ตอเปนเวลา 8 ช่ัวโมง โดยเก็บเซลลทุก 2 ช่ัวโมง แยกตะกอนเซลลออกจากอาหารโดยหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ละลายตะกอนดวย 2x sample buffer ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร นํามาตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที และแยกขนาดของ fusion protein ดวย 10% SDS – 
PAGE ใชบัฟเฟอร Tris – glycine (0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M Glycine, 0.1% SDS) โดยให
กระแสไฟฟาความตางศักยคงท่ี 150 โวลต เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ยอมแผนเจลสีดวยสารละลาย Coomassie 
– blue (0.2% Coomassie – blue R – 250 ใน 50% methanol และ 70% acetic acid) เปนเวลา 30 นาที ลางสี
สวนเกินออกดวย destain solution (25% methanol, 7% acetic acid) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เทียบขนาดของ
แถบโปรตีน CyP กับโปรตีนมาตรฐาน PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas, Lithuania) 
เพื่อตรวจดูปริมาณของ fusion protein ในแตละช่ัวโมง (Biolabs, 1993) 
4. การถายยีน CyP เขาสูยาสูบ 

 4.1 การเคล่ือนยายพลาสมิด (chimeric construct) เขาสูเซลล  A. tumefaciens สายพันธุ  EHA105 
ดวยวิธี Electroporation (Walkerpeach และ Velten, 1994) 

 การเคล่ือนยายพลาสมิดเขาสูเซลล A. tumefaciens ดวยวิธี Electroporation โดยนําพลาสมิดของ 
pCAMBIA2300 – CyP ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด competent cell ของเช้ือ A. tumefaciens 
ผสมใหเขากันเบาๆ วางไวบนน้ําแข็ง 30 นาที จากนั้นเคล่ือนยายพลาสมิดเขาสูเซลล ดวยเคร่ือง Bio-Rad 

Gene Pulser โดยใชสภาวะ ดังนี้ cuvette gap 0.2 cm, voltage 2.5 kV, capacitor 25 μF และ resistance  

480 Ω เติมอาหารเหลว YEP ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28°C เขยาท่ีความเร็ว 200 – 250 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 – 2 ช่ัวโมง ตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เทอาหารเหลวท้ิง เติม
อาหารเล้ียงเช้ือ YEP ปริมาตร 200 ไมโครลิตร Spread plate บนอาหารแข็ง YEP – rifampicin (control) 

และบนอาหารแข็ง YEP – rifampicin – kanamycin เพลทละ 80 ไมโครลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 28°C        
เปนเวลา  2 – 3 วัน ตรวจสอบการเจริญของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

การตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล A. tumefaciens โดยเทคนิค PCR นําโคโลนีท่ีเจริญ
ไดบนอาหารเล้ียงเช้ือมาทําปฏิกิริยา PCR รวมกับไพรเมอร CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI 
(reverse) โดยใช Hot Start Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผล
ดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  
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4.2 การถายยีนเขาสูยาสูบโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium-mediated gene transfer) 
ดัดแปลงจากวิธีการของ Horsch และคณะ (1985) 
การเตรียมช้ินสวนยาสูบเพื่อใชในการถายยีนโดยนําเมล็ดยาสูบเวอรจิเนียมาผานกระบวนการ

ฟอกฆาเช้ือดวย Haiter® Bleach ความเขมขน 30% (v/v) นาน 15 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ
ประมาณ 3 – 4 คร้ัง นํามาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) เติม 
sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 ในสภาพหองเล้ียงเนื้อเยื่อพืช   

การเตรียมเซลล A. tumefaciens โดยนําเซลล A. tumefaciens สายพันธุ EHA 105 ท่ีมียีน CyP 

มาเล้ียงบนอาหารแข็ง 2xYT – kanamycin (50 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที่อุณหภูมิ 28°C เปนเวลา 2 – 3 วัน 

ยายโคโลนีเดี่ยวมาเล้ียงในอาหารเหลว 2xYT – kanamycin ท่ีอุณหภูมิ 28°C เขยาดวยความเร็ว 200 – 250 
รอบ/นาที เปนเวลา 16 – 18 ช่ัวโมง นํามาวัดคาความเขมขนของเช้ือดวยเคร่ือง spectrophotometer        
ใหมีคาความเขมขนท่ี OD600 ประมาณ 0.5 – 1.0 ซ่ึงเปน log phase ทําการแยกเซลลแบคทีเรียออกจาก
อาหาร ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทอาหารเหลวท้ิง ลางตะกอน
เซลลแบคทีเรีย จํานวน 3 คร้ัง เติมอาหารเหลว MS + BA 5 μM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เตรียมไวสําหรับ
ใชในการถายยีน 

การถายยีนเขาสูใบยาสูบ โดยวิธี leaf disc transformation ดัดแปลงจากวิธีการของ Horsch 
และคณะ (1985) นําเซลล A. tumefaciens ท่ีมียีน CyP มาเล้ียงรวมกับใบยาสูบขนาด 0.5 x 0.5 ซม. 
นําไปจุมในอาหารเหลว MS ท่ีมีเซลล A. tumefaciens เจือจาง 1 : 20 เปนเวลา 1 นาที ผ่ึงใหแหงบน
กระดาษกรอง Whatman no.1 (Whatman International Ltd., Maidstone, England) ท่ีฆาเช้ือแลว นําไป
เล้ียงบนอาหาร MS +  BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 ในสภาพหองเล้ียง
เนื้อเยื่อ เปนเวลา   3 วัน จากนั้นนําใบยาสูบไปเล้ียงบนอาหาร MS + BA 5 μM + carbenicillin 400 
มิลลิกรัม/ลิตร + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 นาน 6 สัปดาห เปล่ียนอาหารใหมทุก 
7 วัน เพื่อทําการฆาเซลล   A. tumefaciens และเล้ียงเนื้อเยื่อตอไปอีก 4 สัปดาห บนอาหารสูตรเดิมท่ี
ลดปริมาณ carbenicillin ลงเหลือ 200 มิลลิกรัม/ลิตร และเปล่ียนอาหารทุก 7 วัน เพื่อใหใบยาสูบมีการ
พัฒนาเจริญเติบโตเปนยอดออน จากนั้นคัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนบนอาหาร MS ท่ีเติม 
kanamycin (200 มิลลิกรัม/ลิตร)+ BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 นาน    
2 สัปดาห คัดเลือกยอดออนท่ีรอดชีวิต ยายลงในอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณยอด เปล่ียนอาหารใหมทุก     
2 สัปดาห ทําการชักนําใหเกิดตนท่ีสมบูรณ โดยการตัดแยกยอดออนท่ีเจริญเติบโตไปเล้ียงบนอาหาร 
MS ท่ีเติม BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 เพื่อชักนําใหเกิดราก และตรวจ
วิเคราะหผลดวยวิธีทางชีวโมเลกุลตอไป 
5. การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยเทคนิค PCR 
    สกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อสวนใบยาสูบท่ีรอดชีวิตในอาหารคัดเลือก โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ 
Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) (ตามขอ 1.2) ทําการตรวจสอบการปรากฏ
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ของยีน  CyP ดวยเทคนิค  PCR โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 คู ไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน คือ 
CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) และไพรเมอรท่ีเปนสวนประกอบของเวกเตอรพาหะ คือ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) โดยใช HotStart Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) 
(ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผล ดวย 1% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พรอมบันทึกภาพ 

6. การทดสอบการแสดงออกของยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP   
 6.1 การทดสอบความทนทานตอสภาวะเค็ม (NaCl)  
 นําตนออนยาสูบปกติ และยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + agar 6.5% (w/v) pH 5.7 และเกลือ (NaCl) ท่ีระดับความเขมขน
ตางกันคือ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (w/v) ทําการช่ังน้ําหนักสดเร่ิมตนของตนยาสูบท่ี
ทดสอบ  

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 7 factorial in Completely Randomized Design (CRD) 3 ซํ้า 
ประกอบดวย  ปจจัย A ชนิดพืช คือ ยาสูบปกติ (Non – GM) และยาสูบท่ีมียีน CyP (GM) 

 ปจจัย B ความเขมขนของ NaCl ท่ี 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (w/v) 
การบันทึกผล  
1.  อัตราการเจริญเติบโตคิดเปนเทาของน้ําหนักสดเร่ิมตน คํานวณจากน้ําหนักสดท่ีเพิ่มข้ึน 

หลังเล้ียงนาน 4 สัปดาห โดยใชสูตร 
อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด (เทา)  = น้ําหนักสดหลังเล้ียงนาน 4 สัปดาห – น้ําหนักสดเร่ิมตน 

  น้ําหนักสดเร่ิมตน  
2. อัตราการรอดชีวิต เม่ือเล้ียงในอาหารที่เติมเกลือ (NaCl) ท่ี 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 

3.0% (w/v) นาน 6 สัปดาห โดยคิดคาเฉล่ียความเขมขนละ 10 ตน 

 6.2 การทดสอบความทนทานตอสภาวะขาดน้ํา โดยใช polyethylene glycol (PEG 6000) 
 นําตนออนของยาสูบปกติ และยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี
เติม BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + agar 8% (w/v) pH 5.7 และ PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน
ตางกันคือ 0, 5, 10, 15 และ 20% (w/v) ทําการช่ังน้ําหนักสดเร่ิมตนของตนยาสูบท่ีทดสอบ  

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 5 factorial in Completely Randomized Design (CRD) 3 ซํ้า 
ประกอบดวย ปจจัย A ชนิดพืช คือ ยาสูบปกติ (Non – GM) และยาสูบท่ีมียีน CyP (GM) 

 ปจจัย B ความเขมขนของ PEG 6000 ท่ี 0, 5, 10, 15 และ 20% (w/v) 

การบันทึกผล :  อัตราการเจริญเติบโตคิดเปนเทาของน้ําหนักสดเร่ิมตน คํานวณจากนํ้าหนัก
สดท่ีเพิ่มข้ึน หลังเล้ียงนาน 3 สัปดาห โดยใชสูตร 

อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด (เทา)   =   น้ําหนักสดหลังเล้ียงนาน 3 สัปดาห – น้ําหนักสดเร่ิมตน 
    น้ําหนักสดเร่ิมตน 
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ผลการทดลองและวิจารณ 
1. การโคลนยีน CyP จากขาวฟาง  

สังเคราะหยีน CyP ในสวนของยีนท่ีมีการแสดงออกจากขาวฟาง โดยการทําปฏิกิริยา PCR 
(Figure 1a) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอขนาด ~1 กิโลเบส (Figure 1b) คัดเลือกแถบดีเอ็นเอ
ท่ีสังเคราะหไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบยีนท่ีไดมีลําดับนิวคลีโอไทดเทากับ 1062 คูเบส 
สามารถแปลรหัสเปนลําดับเปปไทดของยีน CyP ไดจํานวน 172 amino acid อยูภายใน Open reading 
frame (ORF) ระหวางตําแหนงของลําดับดับเบสท่ี 131 – 649 และพบลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนง 
polyadenylation signal AATAA motif อยูในสวนของ 3’UTR ซ่ึงเม่ือวิเคราะหขอมูลเพิ่มเติมพบวา 
ยีน CyP ท่ีสังเคราะหไดจากขาวฟางมีความเหมือนอยางสูงกับตําแหนง Trp128 (W128) ของยีน CyP 
ท้ังหมดท่ีพบในยูคาริโอต (Liu et al., 1991) และลําดับกรดอะมิโน KSGKPLH ตําแหนงท่ี 48 – 54 จะ
มีความเฉพาะเจาะจงกับยีน CyP ในสวนของ cytoplasmic ท่ีพบไดในพืชหลายชนิด (Lippuner et al., 
1994) (Figure 2.) เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันท่ีมีรายงานใน
ฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน CyP ท่ีพบในออย (Saccharum 
officinarum L.) (GQ246462.1) และขาวโพด (Zea mays L.) (X68678.1) โดยมีคาความเหมือน (% 
Max Identity) เทากับ 91% และ 90% ตามลําดับ  

 

Table 1. Primer name, Base sequence, Size of primer, Melting temperature (Tm) and GC content 
of designing specific primers from Genbank on http://www.ncbi.nim.nih.gov/.  

Primer  name Base sequence (5' → 3') Size 
(bp) 

Tm (°C) GC content 
(%)  

CyP4(forward) CCG GCT ATT TTA CCG CAC CMG  
TYC TC 

26 67.7(60) 53.8 

CyP4(reverse) GGG CKA TCC ATG CTT GGC AGT  
TCA C 

25 68.7(60) 58.0 

CyPXbaI(forward) CAC TCT AGA ATG GCG AAC CCG  
CGC GTC TTC TTC GAC 

36 74.9(60) 58.3 

CyPKpnI(reverse) CAC GGT ACC CTA GCT GAG CTG  
GCC GCA GTC AGC ATC 

37 78.0(60) 64.9 

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 

CyPSalI(forward) CAC GTC GAC ATG GCG AAC CCG 
CGC GTC TTC TTC GAC 

36 77.2(60) 63.9 

CyPHd(reverse) CAC AAG CTT CTA GCT GAG CTG 
GCC GCA GTC AGC GAT C 

37 75.8(60) 59.5 

T7_Up1(forward) CGG CGT AGA GGA TCG AG 17 62.0(60) 64.7 

T7_term(reverse) CTA GTT ATT GCT CAG CGG 18 57.6(60) 50.0 
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Figure 1. a. Genomic DNA isolated from two sorghum cultivars on 1% agarose gel. Lane M = 1 kb 
DNA ladder (Fermentas), lane 1-2 = Genomic DNA from sorghum (UT 1), lane 3-4 = 
Genomic DNA from sorghum (SPR 60) 

  b. PCR analysis of cyclophilin gene from 2 cultivars sorghum using specific primer CyP4 
(forward) and CyP4 (reverse). Lane M = 1 kb DNA ladder (Fermentas), lane 1 = PCR 
product from sorghum (UT 1), lane 2 = PCR product from sorghum (SPR 60)   

 
 
  

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Nucleotide and deduced amino acid sequence of cyclophilin gene. The start (ATG) and 

stop (TAG) codons are highlighted. The underline shows the polyadenylation signal 
AATAA, the red bold shows the conservative sequence of the plant cytoplasmic 
cyclophilin 

   1 tccggctattttaccgcaccagttctccctccaccagatcagatcagatcacagaacgca 
   61  acagccgaaggaaaaatttccccccaaccaaaaaccctctctcccaaaccctagctacct 
  121  tcggatcccgatggcgaacccgcgcgtcttcttcgacatgacggtcggcggcgcggcggc 
            M  A  N  P  R  V  F  F  D  M  T  V  G  G  A  A  A   
  181  ggggcggatcgtgatggagctgtacgcgaacgaggtgcccaagacggccgagaacttccg 
   G  R  I  V  M  E  L  Y  A  N  E  V  P  K  T  A  E  N  F  R   
  241  cgcgctgtgcacgggcgagaagggcgtggggaagtccgggaagccgctccactacaaggg 
   A  L  C  T  G  E  K  G  V  G  K  S  G  K  P  L  H  Y  K  G 
  301  ctccaccttccaccgcgtcatcccgcagttcatgtgccagggcggcgacttcacccgggg 
   S  T  F  H  R  V  I  P  Q  F  M  C  Q  G  G  D  F  T  R  G 
 361  caacgggaccggaggcgagtccatctacggcgacaagttccccgacgagaagttcgtgcg 
   N  G  T  G  G  E  S  I  Y  G  D  K  F  P  D  E  K  F  V  R 
  421  caaccacacggcccccggggtgctctccatggccaacgccgggcccaacaccaacggctc 
   N  H  T  A  P  G  V  L  S  M  A  N  A  G  P  N  T  N  G  S 
 481  ccagttcttcatctgcaccgtcgataccccctggctcgacggcaagcacgtcgtctttgg 
   Q  F  F  I  C  T  V  D  T  P  W  L  D  G  K  H  V  V  F  G 
  541  ccaggtcgtcgagggcatggacgtcgtcaaggccatcgagaaggtcggatcccgcagcgg 
   Q  V  V  E  G  M  D  V  V  K  A  I  E  K  V  G  S  R  S  G 
  601  atccacctccaaggaggtcaagatcgctgactgcggccagctcagctagatcgttggtct 
   S  T  S  K  E  V  K  I  A  D  C  G  Q  L  S  * 
  661  ggtctgcccgtccgccctccctcccgtcatcgtccactccgcctgcgtcccgtcccgttt 
  721  ccggtttgcttcgatctgaataagatgatggtgatctgagtggtggtctgagttgagtcg 
  781  tttatttatcatgtgcgtctgtctgtgtcgctcgcggtttaatctagcggtgtaggtgtg 
  841  gatctccgaatcccatggcgcctctgcttacttcgtgtttcatcaccagttatatgttat 
  901  gagatccaggataatgcattaatgctatgagaactgagattcggtttcatgcttcttgtt 
  961  ccatgtgccatgtcatgtgcgtcttgttccattgcaagttcggaccccaaaatgattttg 
 1021  attgtcaatatgttaatgtgaactgccaagcatggatcgccc 

  
a. b. 
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เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหโครงสรางของยีน โดยใชโปรแกรม EMBL – EBI database 
(European Bioinformatics Institute, UK) (www.ebi.ac.uk/ena/data/view/EU722309) พบวา ยีน  CyP 
ท่ีไดมีสวนประกอบครบท้ังยีน (Figure 3) ซ่ึงประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออก
ของยีนสามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน  (Open Reading Frame : ORF)  มีขนาด  519  คูเบส,  ลําดับ       
นิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (5’ Untranslated region หรือ 
5’UTR) มีขนาดเทากับ 130 คูเบส และทางดานปลาย 3’ ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (3’ 
Untranslated region หรือ 3’UTR) มีขนาดเทากับ 143 คูเบส เม่ือวิเคราะหขอมูลพบวา ยีน CyP ท่ีไดมี
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความสมบูรณ จึงนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได  submit ลงในฐานขอมูลของ 
GenBank accession no. EU722309. (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit.html) (Appendix 1) 

 
 

 
 

Figure 3. Structure of cyclophilin gene analyzed by EMBL-EBI database. The 1062 bp fragment of 
CyP gene is shown above (yellow bar). Coding sequence (CDS) of this gene is 519 bp (red 
arrow)  

 

2. การสรางชุด Cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 
นําช้ินยีน CyP ท่ีสังเคราะหได มีขนาด 519 คูเบส เช่ือมตอเขากับ plant expression vector 

(pCAMBIA2300) (Figure 4a) ขนาดประมาณ 9640 คูเบส ซ่ึงผานการทํา double digestion ดวยเอนไซม 
ตัดจําเพาะ XbaI และ KpnI (Figure 4b) โดยท่ี pCAMBIA2300 ประกอบดวยโปรโมเตอร (35SCaMV) 
และเทอร มิ เนเตอร  (NOS) ทําหนา ท่ี เปนตัวควบคุมการแสดงออกของยีน  มียีน  neomycin 
phosphotransferase (nptII) ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin เปนยีนเคร่ืองหมาย
ในการคัดเลือก จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของยีน  CyP ซ่ึงมี 2 วิธีดวยกัน วิธีแรกคือ การใชเอนไซม
ตัดจําเพาะ HindIII และ KpnI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีถูกตองจํานวน 2 แถบ ไดแก ขนาด
ประมาณ 1 และ 9 กิโลเบส (Figure 5a) และว ิธีท่ีสองคือ การตรวจสอบดวยเทคนิค PCR โดยใชไพร
เมอร NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอของยีน CyP 
ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส (Figure 5b) โดยโครงสรางของพลาสมิดสายผสมท่ีมีความสมบูรณ 
(pCAMBIA2300 – CyP) มีขนาดประมาณ 10 กิโลเบส (Figure 6) 
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Figure 4. a. Map of plant expression vector (pCAMBIA2300) and position of the cyclophilin (CyP) 

gene in plant expression vector 
 b. DNA of a plant expression vector (pCAMBIA2300) and a cyclophilin (CyP) gene digested 

with specific enzyme XbaI and KpnI. Lane M = 1 kb ladder (Fermentas), lane 1 = Plasmid 
DNA of pCAMBIA2300, lane 2 = Plasmid DNA of pCAMBIA2300 digested with specific 
enzyme XbaI and KpnI, Lane 3 = PCR product CyP gene, lane 4 = PCR product CyP gene 
digested with specific enzyme XbaI and KpnI 

 
 
 
                                        

  

  

  

Figure 5. a.  Pattern of DNA derived from recombinant plasmid DNA (pCAMBIA2300 – CyP) digested 
with specific enzyme HindIII and KpnI. Lane M = 1 kb ladder (Fermentas),,  Lane 1-17 = 
pCAMBIA2300 – CyP clone 1 – 17   

 b. PCR analysis of plasmid DNA (pCAMBIA2300 – CyP) using specific primer NOS (forward) 
and 35SCaMV (reverse). Lane M = 1 kb ladder (Fermentas),,  lane 1-14 = pCAMBIA2300 – 
CyP clone 1-5, 7-9, 11 และ 13-17  

 

 

Figure 6. Structure of plasmid construct pCAMBIA2300 – CyP 

  

6000 
3000 

1000 

bp 

519  bp 

a. b. 

 
  a. 

 
  b. 

bp 

3000 

1000 

6000 

~ 0.5  kb 

bp 
6000 
3000 

1000 



 
40 

3. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน  (protein expression) 
นําช้ินยีน CyP ท่ีสังเคราะหได มีขนาด 519 คูเบส เช่ือมตอเขากับ protein expression vector 

(pEcoli – vector) (Figure 7a) ขนาด 5758 คูเบส ซ่ึงผานการทํา double digestion ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
SalI และ HindIII (Figure 7b) โดยท่ี pEcoli – vector ซ่ึงอยูในสวนของ N – terminal vector ในระบบ T7 
expression system มี T7 promoter เปนสวนประกอบ โปรตีนจะถูกสังเคราะหข้ึนมา โดยเอนไซม T7 RNA 
polymerase จะเขาไปจับกับ T7 promoter ทําใหเกิดการถอดรหัสและแปลรหัสออกมาเปนโปรตีนได ซ่ึง
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) มียีนท่ีสามารถสราง T7 RNA polymerase ได เม่ือถูกกระตุนดวย 
IPTG จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ พบรูปแบบของแถบ    
ดีเอ็นเอท่ีถูกตองจํานวน 2 แถบ คือ ขนาดประมาณ 5.7 กิโลเบส (pEcoli vector) และ 0.5 กิโลเบส (CyP) 
และการตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร T7_Up (forward) และ T7_term 
(reverse) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอของยีน  CyP ขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส โดย
โครงสรางของ recombinant protein (pEcoli – CyP) ท่ีมีความสมบูรณจะมีขนาดประมาณ 6.3 กิโลเบส 
จากนั้นนํา recombinant protein  (pEcoli – CyP) ซ่ึงไดผานการตรวจสอบความถูกตองแลว นําไปถายฝาก
เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานสายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีน โดยการ
ตรวจสอบปริมาณของ fusion protein จากเซลล E. coli ท่ีมี recombinant  protein  (pEcoli – CyP) เม่ือทําการ
เล้ียงเพิ่มปริมาณเซลลและชักนํายีนดวย 3mM IPTG เปนเวลานาน 0, 2, 4, 6, และ 8 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
พบวา ยีน CyP มีการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 18.4 kDa และพบวาโปรตีน
จะมีปริมาณสูงสุด หลังจากชักนําดวย IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (Figure 8) 

 

                                                                 
 
Figure 7. a. Map of protein expression vector (pEcoli) and position of the CyP gene in protein 

expression vector 
 b. DNA of protein expression vector (pEcoli) and CyP gene digested with specific enzyme 

SalI and HindIII. Lane M = 1 kb ladder (Fermentas), lane 1 = Plasmid DNA of pEcoli 
vector digested with specific enzyme SalI และ HindIII, Lane 2 = PCR product CyP gene, 
lane 3 = PCR product CyP gene digested with specific enzyme SalI และ HindIII 
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Figure 8. Expression of pEcoli - SbCyP in E. coli BL21. M, protein marker; Lane 1 = BL21 
without induction, Lane 2 = pEcoli - SbCyP without induction; Lane 3 - 6 = pEcoli - 
SbCyP induction for 2, 4, 6, and 8h respectively  

  

44..  การถายยีนเขาสูยาสูบ และการคัดเลือกตนยาสูบท่ีไดรับการถายฝากยีน  
  การถายยีน CyP ท่ีอยูบนพลาสมิด pCAMBIA2300 เขาสูยาสูบ (Nicotiana tabacum (Linn.))       

โดยการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  สายพันธุ  EHA105 ภายหลังการถายยีนตองกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรีย
ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบออกจากพืชใหหมด โดยการใชสารปฏิชีวนะชนิด carbenicillin 400 
มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงปริมาณท่ีใชมีความเหมาะสมสามารถกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียไดโดยไมเปน
อันตรายตอเนื้อเยื่อพืช เม่ือทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CyP บนอาหารคัดเลือก สูตร MS ท่ี
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + 
gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 เปนเวลา 2 สัปดาห จากนั้นคัดเลือกยอดออนท่ีรอดชีวิต ยายลงในอาหาร
เพื่อเพิ่มปริมาณยอด เปล่ียนอาหารใหมทุก 2 สัปดาห ทําการชักนําใหเกิดตนท่ีสมบูรณ พบวา ตน
ยาสูบท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก MS – kanamycin มีจํานวน 25 ตน โดยคัดเลือกจากยอด
ออนท่ีไดรับการถายยีนจะสามารถพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณตอไปได และตนออนท่ีไมไดรับการถาย
ยีนจะไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก หรือเรียกวา ตน escape นั่นเอง สารปฏิชีวนะ kanamycin 
เปนยีนเคร่ืองหมาย  (selectable marker gene) ท่ีใชคัดเลือกพืชท่ีไดรับการถายยีน โดยถายฝากยีนเขา
ไปในจีโนมพืชพรอมกับยีนเปาหมาย ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin จะไม
สามารถทําอันตรายแกเนื้อเยื่อพืชท่ีไดรับการถายยีน ในขณะท่ีเนื้อเยื่อพืชท่ีไมไดรับยีนจะตายใน
อาหารคัดเลือก (Miki and McHugh, 2004) งานวิจัยนี้พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายฝากยีนสามารถ
พัฒนาใหเปนตนท่ีสมบูรณได โดยสามารถอยูรอดบนอาหารคัดเลือก kanamycin ท่ีความเขมขนใน
ระดับคอนขางสูงคือ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงคาดวาเปนผลมาจากยีน CyP ท่ีอยูในพลาสมิดสายผสมท่ีมี
ยีน nptII สอดแทรกอยูในจีโนมของยาสูบดวย  
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5. การตรวจสอบการปรากฏของยีนในยาสูบ โดยเทคนิค PCR 
  ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP จากตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีนและสามารถเจริญได
บนอาหารคัดเลือก ดวยเทคนิค  PCR โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 คู ไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน คือ 
CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) และไพรเมอรท่ีเปนสวนประกอบของเวกเตอรพาหะ คือ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบวา มีตนยาสูบจํานวน 10 ตน ท่ีสามารถทําปฏิกิริยาไดแถบ
ดีเอ็นเอของยีน CyP ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส ซ่ึงแถบดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดตรงกับยีนท่ีไดสอดแทรก
เขาไปในจีโนมของยาสูบ ในขณะท่ีตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีนจะไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน
ดังกลาว (Figure 9a, b)  
 

 
    
  

 
 
 

Figure 9  a.  PCR analysis of tobacco plant using specific primer CyPXbaI (forward) and CyPKpnI 
(reverse) 

  b.  PCR analysis of tobacco plant using specific primer NOS (forward) and 35sCaMV 
(reverse). Lane M = 1 kb ladder (Fermentas),,  lane 1-2 = no. 1 – 2 control (no gene 
transfer had been performed), lane 3-27 =  no. 3 – 27 (transgenic model plant)   

 

6. การทดสอบการแสดงออกของยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP  

 6.1 การทดสอบความทนทานตอสภาวะเค็ม (NaCl) 
  จากการเพาะเล้ียงยาสูบปกติท่ีไมไดรับการถายยีนและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ในอาหารที่
มีสวนประกอบของเกลือ (NaCl) ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ต้ังแต 0 – 3% เปนเวลานาน 4 สัปดาห เม่ือ
พิจารณาท่ีปจจัยชนิดพืช ยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มีอัตราการเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดเทากับ 2.21 
เทา มากกวายาสูบปกติซ่ึงมีเทากับ 1.64 เทา และเม่ือพิจารณาปจจัยความเขมขนของเกลือ (NaCl) พบวา 
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อัตราการเจริญเติบโตของยาสูบปกติและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP แตกตางกันทางสถิติโดยมีอัตรา
การเพิ่มน้ําหนักสดสูงสุดในอาหาร MS ท่ีเติมเกลือ (NaCl) 0.5% และเม่ือเพิ่มความเขมขนของเกลือ 
(NaCl) มากข้ึนอัตราการเพ่ิมน้ําหนักสดจะลดลง และเร่ิมเห็นความแตกตางของยาสูบท้ังสองชนิดอยาง
เห็นไดชัดท่ีระดับความเขมขนเกลือ (NaCl) 2.0, 2.5 และ 3.0% ยาสูบท้ังสองชนิดมีอัตราการเพ่ิมน้ําหนัก
สดในอัตราท่ีลดลง โดยยาสูบท่ีมียีน CyP มีน้ําหนักสดเพิ่มข้ึน 1.97, 0.76 และ 0.73 เทา ซ่ึงมากกวาอัตรา
การเพิ่มน้ําหนักสดของยาสูบปกติ ซ่ึงมีคาเทากับ 0.67, 0.34 และ 0.24 เทา ตามลําดับ (Table 2) และจาก
การเปรียบเทียบลักษณะการเจริญเติบโตทางสัณฐานวิทยา ยาสูบท่ีมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารที่มีเกลือ 
(NaCl) ความเขมขน 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% ถึงแมวาจะมีการเพิ่มน้ําหนักสดในอัตราท่ีลดลงเม่ือเทียบกับ
อาหารที่มีเกลือ (NaCl) ท่ีระดับ 0 – 1% แตใบยังคงมีสีเขียว สามารถเจริญเติบโตได ในขณะท่ียาสูบปกติ
ใบจะเหลืองซีด การตอบสนองตออาหารไมดี ขอบใบมวน และมีบางสวนเปล่ียนเปนสีน้ําตาลออนเม่ือ
เล้ียงบนอาหารที่เติมเกลือ (NaCl) ความเขมขน 2.5 และ 3.0% (Figure 10) เนื่องจากความเค็มมีผลกระทบ 
ตอกระบวนการเมตาโบลิซึมของพืชในหลายๆ ลักษณะ และยังมีผลใหมีการเปล่ียนแปลงท้ังทางกาย
วิภาคและลักษณะทางสัณฐานวิทยา เม่ือทําการเล้ียงในอาหารเดิมตอไปอีก 2 สัปดาห จากขอมูลเฉล่ีย
อัตราการรอดชีวิตพบวา ยาสูบท้ัง 2 ชนิด ยังคงมีอัตรารอดชีวิต 100% ท่ีระดับเกลือ (NaCl) 1.5% เทานั้น 
และจะคอยๆ ลดลงเม่ือความเขมขนของเกลือ (NaCl) สูงข้ึน โดยยาสูบท่ีมียีน CyP มีอัตราการรอดชีวิต 
80% และยาสูบปกติมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 30% เม่ือเล้ียงบนอาหารที่เติมเกลือ (NaCl) 2.0% และจะ
ตายหมดเม่ือความเขมขนของเกลือ (NaCl) เพิ่มข้ึนเปน 2.5 และ 3.0% ในขณะท่ียาสูบท่ีมียีน CyP ยังคง
รอดชีวิตถึง 50 และ 30% ตามลําดับ  

Table 2. Fresh weight increment (time) of non – transformed (non – GM) and transformed tobacco 
(GM) cultured on various concentrations of NaCl after 4 weeks of culture. 

NaCl conc. 
(w/v) (A) 

Fresh weight increment (time) (B) 
A – Mean  

Non – GM  GM (CyP) 

0% 3.08 2.95 3.01 ab 
0.5% 3.29 3.88 3.59 a 
1.0% 2.30 2.56 2.43 b 
1.5% 1.37 2.65 2.01 bc 
2.0% 0.67 1.97 1.32 c 
2.5% 0.34 0.76 0.55 d 
3.0% 

B – Mean 
0.24 
1.64 

0.73 
2.21 

0.49 d 

% CV 29.6 

Means within the same column followed by a common letter are not significantly different  
at 5% level of DMRT 
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Figure 10. Growth of non – transformed tobacco (C) and transformed tobacco (G) on various 
concentration of NaCl (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0% (w/v)) after 4 weeks of culture 

CNaCl 0% GNaCl 0% 

CNaCl 0.5% GNaCl 0.5% CNaCl 1.0% GNaCl 1.0% 

CNaCl 1.5% GNaCl 1.5% CNaCl 2.0% GNaCl 2.0% 

CNaCl 2.5% GNaCl 2.5% CNaCl 3.0% GNaCl 3.0% 
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6.2 การทดสอบความทนทานตอสภาวะขาดน้ํา (PEG 6000) 
จากการเพาะเล้ียงยาสูบปกติและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ในอาหารที่มีสวนประกอบ

ของ PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 5, 10, 15 และ 20% เปนเวลานาน 3 สัปดาห เม่ือ
พิจารณาท่ีปจจัยชนิดพืชคือ ยาสูบปกติ กับยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP พบวามีความแตกตางกัน ใน
ยาสูบปกติ เม่ือเล้ียงบนอาหารที่เติม PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน 0 และ 5% จะมีอัตราการเพ่ิม
น้ําหนักสดเทากับ 0.75 และ 0.60 เทา และแตกตางกันทางสถิติกับยาสูบปกติท่ีเล้ียงบนอาหารที่เติม 
PEG 6000 ท่ีระดับ 10, 15 และ 20% ซ่ึงมีการเพิ่มน้ําหนักสดในอัตราท่ีลดลงเทากับ 0.31, 0.33 และ 
0.21 เทาตามลําดับ ในขณะที่อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสดของยาสูบท่ีมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารท่ีเติม 
PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน ต้ังแต 0, 5, 10, 15 และ 20% มีคาระหวาง 0.71 – 0.86 เทา โดยไม
ตางกันทางสถิติในทุกระดับ และเม่ือพิจารณาจากปจจัยความเขมขนของ PEG 6000 พบวา ยาสูบท่ีมี
ยีน CyP  เม่ือเล้ียงบนอาหารท่ีเติม PEG 6000 ความเขมขนทุกระดับ จะมีอัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด
มากกวายาสูบปกติท่ีเล้ียงบนอาหาร PEG 6000 ท่ีความระดับความเขมขน 10, 15 และ 20% (Table 3) 
แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการทนทานตอสภาวะขาดนํ้าของยาสูบท่ีมียีน CyP ซ่ึงสามารถทนได
ถึงระดับความเขมขน 20% ในขณะท่ียาสูบปกติทนไดเพียงระดับความเขมขน 5% เทานั้น สวนการ
เจริญทางสัณฐานวิทยา รูปราง และสีใบ มีลักษณะท่ีสอดคลองกับปริมาณน้ําหนักสด   ท่ีเพิ่มข้ึน โดย
ยาสูบปกติไมมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารที่มี PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน 10% ใบจะเร่ิมเหลือง
ซีด และท่ีระดับความเขมขน 15 – 20% จะแสดงใหเห็นถึงใบพืชท่ีมีลักษณะขาดน้ําอยางเห็น ไดชัดคือ 
ปลายใบ และขอบใบจะมวนตัว ซ่ึงเปนลักษณะการปดปากใบเพื่อลดการคายนํ้า สีของใบเหลืองซีด 
แหงกรอบ ในขณะท่ียาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ใบยังคงเขียว และสามารถเติบโตไดตามปกติ 
(Figure 11)  
Table 3. Fresh weight increment (time) of non – transformed (non – GM) and transformed tobacco 

(GM) cultured on various concentrations of PEG 6000 after 3 weeks of culture. 

PEG 6000 conc. 
(w/v) (A) 

Fresh weight increment (time) (B) 
A – Mean  

Non – GM  GM (CyP) 

0% 0.75a 0.71a 0.73 

5% 0.60a 0.78a 0.69 

10% 0.31b 0.77a 0.54 

15% 0.33b 0.79a 0.56 

20% 0.21b 0.86a 0.53 

B – Mean 0.44 0.78  

% CV 23.1 

Means within the same column followed by a common letter are not significantly different  
at 5% level of DMRT 
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Figure 12. Growth of non – transformed tobacco (C) and transformed tobacco (G) on various 
concentration of PEG 6000 (0, 5, 10, 15 and 20% (w/v)) after 3 weeks of culture. 

 

จากผลการทดลองดังกลาว ยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP สามารถทนทานตอสภาวะเค็มของ
เกลือ (NaCl) ไดท่ีระดับความเขมขน 2.0 และ 2.5% โดยยังคงมีอัตราการรอดชีวิต 50% ข้ึนไป และ
สามารถทนตอสภาวะขาดนํ้าไดท่ีระดับความเขมขน 15 – 20% ท้ังนี้ยีน CyP อาจมีผลตอการสังเคราะห
เอนไซม หรือโปรตีน ซ่ึงทําใหพืชสามารถบรรเทาความเปนพิษของเกลือ โดยการสรางกลไกใน
ลักษณะตางๆ เชน กลไกการหลีกเล่ียง (avoidance mechanism) โดยหลีกเล่ียงการสะสมเกลือในไซ
โตพลาสซึมจนถึงระดับท่ีเปนพิษ หรือ สรางระบบเอนไซมตางๆ ท่ีมีความสามารถในการทนตอความ
เขมขนของเกลือสูง โดยการท่ีเอนไซมบางชนิดยังคงมีกิจกรรมไดเปนปกติ แมจะไดรับอิทธิพลจาก
ความเค็ม (ชาญวิทย, 2537) หรือมีผลตอการสรางสารประกอบไนโตรเจนและคารโบไฮเดรตท่ีละลาย
น้ําไดเพิ่มมากข้ึนในเซลล มีการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาล เพื่อลดคาชลศักย (osmotic potential) 
ภายในเซลล และทําใหเกิดการออสโมซิสของน้ํากลับเขามาในเซลล (reverse osmosis) ใหมากข้ึน 
เพื่อชะลอการไมใหแรงดันเตงลดลง ทําใหเซลลรักษาสภาพเอาไวได (ชุมพล, 2555) อยางไรก็ตามใน

CPEG 0% GPEG 0% 

CPEG 5% GPEG 5% CPEG 10% GPEG 10% 

CPEG 15% GPEG 15% CPEG 20% GPEG 20% 
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พืชแตละชนิดหรือพืชชนิดเดียวกันแตคนละสายพันธุ จะมีการแสดงออกของยีนท่ีอยูในสภาพเครียด
แตกตางกัน จึงมีความจําเปนจะตองศึกษากลไกการทํางานของยีน CyP ในพืชท่ีไดรับการถายยีนนี้
โดยละเอียดตอไป 

 

สรุปผลการทดลอง 
1. การโคลนยีน CyP จากจีโนมิกดีเอ็นเอของขาวฟางพันธุอูทอง 1 และสุพรรณบุรี 60 พบวา 

ยีนท่ีสังเคราะหไดมีขนาด 1062 คูเบส เม่ือวิเคราะหโครงสรางของยีน พบวา ยีนท่ีไดมีสวนประกอบ
ครบท้ังยีน มีลําดับนิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออก (ORF) จํานวน 519 คูเบส สามารถแปล
รหัสเปนลําดับเปปไทดของยีน CyP จํานวน 172 amino acid และยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน 
CyP ท่ีพบในออย และขาวโพด โดยมีคา % Max Identity เทากับ 91% และ 90% ตามลําดับ  

2. การสรางชุด Cassette ยีน โดยการเชื่อมตอช้ินยีน CyP ขนาด 519 คูเบส เขากับ plant 
expression vector (pCAMBIA2300) ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร 35SCaMV และเทอรมิเนเตอร 
NOS ได พลาสมิดสายผสมท่ีมีความสมบูรณ pCAMBIA2300 – CyP มีขนาด ~ 10 กิโลเบส  

3. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CyP ในระดับโปรตีน โดยการเพ่ิมปริมาณและวิเคราะห
ขนาด ของ fusion protein จากเซลล E. coli ท่ีมี recombinant protein (pEcoli – CyP) พบวา ยีน CyP มี
การแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน และสังเคราะหโปรตีนไดปริมาณมากท่ีสุด เม่ือถูกชักนําดวย 
3mM  IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง และโปรตีนท่ีไดมีขนาด ~ 18.4 kDa  

4. การถายฝากชุดยีน pCAMBIA2300 – CyP เขาสูใบยาสูบ โดยการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
สามารถคัดเลือกตนยาสูบบนอาหารคัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin เขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 
พบตนยาสูบท่ีสามารถพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณตอไปได จํานวน 25 ตน  

5. การตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP ในยาสูบ โดยใชเทคนิค PCR พบตนยาสูบท่ีมียีน 
CyP ท้ังหมด 10 ตน คิดเปนประสิทธิภาพในการถายยีนไดรอยละ 40  

6. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CyP ในยาสูบ โดยการทดสอบความทนทานตอ
สภาวะเครียด ไดแก ความทนเค็มและความทนสภาวะขาดนํ้า พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP 
มีความทนทานตอสภาวะเครียดดังกลาวไดดีกวาตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีน CyP ท่ีใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
แสดงวายีน CyP ท่ีโคลนไดมีการแสดงออกในพืช  

การนําไปใชประโยชน : ไดนําชุดยีน CyP ไปถายฝากเขาสูถ่ัวเหลืองเพ่ือใหทนตอสภาวะ
แวดลอมไมเหมาะสม ซ่ึงขณะน้ีอยูในข้ันตอนการชักนําแคลลัสท่ีไดรับการถายยีนใหพัฒนาเปนตนท่ี
สมบูรณ สําหรับนําไปปลูกคัดเลือกตอไป นอกจากนี้ยังมีการนําเทคโนโลยีการโคลนยีนมา
ประยุกตใชในการพัฒนาและโคลนยีนท่ีมีประโยชนในดานอ่ืนๆ ไดสําเร็จ เชน ยีน OsSKIPa ซ่ึงเปน
ยีนท่ีเกี่ยวของกับความทนตอสภาวะแวดลอมไมเหมาะสมอีกยีนหนึ่ง และไดมีการนํายีน OsSKIPa 
ไปศึกษาการถายฝากยีนเขาสูถ่ัวเหลืองเพื่อใหทนตอสภาวะแวดลอมไมเหมาะสม สําหรับนําไปใชใน
กระบวนการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อรองรับปญหาอันเกิดจากสภาวะโลกรอนไดในอนาคต 
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คําขอบคุณ 
คณะผูวิจัยขอขอบคุณศูนยวิจัยพืชไรสุพรรณบุรี ท่ีอนุเคราะหเมล็ดพันธุขาวฟาง ดร.ศรีเมฆ     

ชาวโพงพาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ท่ีใหคําปรึกษา  และอนุเคราะห  plant expression vector 
(pCAMBIA2300) สําหรับใชในการทดลองวิจัย ขอขอบคุณ คุณสุทวัฒน สินธีรโรจน และ คุณขวัญ
จิต ช้ันปนแตง ผูชวยนักวิจัย สําหรับความชวยเหลืองานวิจัยดานตางๆ 
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Sorghum bicolor cyclophilin (Cyp) gene, complete cds 
GenBank: EU722309.1 

Go to: 

LOCUS       EU722309     1062 bp    DNA     linear   PLN 09-JUN-2008 
DEFINITION  Sorghum bicolor cyclophilin (Cyp) gene, complete cds. 
ACCESSION   EU722309 
VERSION     EU722309.1  GI:189345345 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Sorghum bicolor (sorghum) 
  ORGANISM  Sorghum bicolor 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; PACMAD 
            clade; Panicoideae; Andropogoneae; Sorghum. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1062) 
  AUTHORS   Suphawadee,N., Payungsak,R., Karsedit,D., Chayanit,D. and 
            Hathairat,U. 
  TITLE     Cloning of a cyclophilin gene from Sorghum bicolor 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1062) 
  AUTHORS   Suphawadee,N., Payungsak,R., Karsedit,D., Chayanit,D. and 
            Hathairat,U. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (14-MAY-2008) Biotechnology Technology Research and 
            Development Office, Department of Agriculture, Rangsit-Nakhonnayok 

Road, Thunyaburi, Pathumthani 12110, Thailand 
FEATURES      Location/Qualifiers 
     source 1..1062 
            /organism="Sorghum bicolor" 
                 /mol_type="genomic DNA" 
                 /db_xref="taxon:4558" 
     gene        <131..>649 
                 /gene="Cyp" 
     mRNA        <131..>649 
                /gene="Cyp" 
                 /product="cyclophilin" 
     CDS         131..649 
                /gene="Cyp" 
                /note="peptidyl-propyl cis-trans isomerase" 
                 /codon_start=1 
               /product="cyclophilin" 
               /protein_id="ACD93011.1" 

           /db_xref="GI:189345346"    
/translation="MANPRVFFDMTVGGAAAGRIVMELYANEVPKTAENFRALCTGEK                  
GVGKSGKPLHYKGSTFHRVIPQFMCQGGDFTRGNGTGGESIYGDKFPDEKFVRNHTAP                     
GVLSMANAGPNTNGSQFFICTVDTPWLDGKHVVFGQVVEGMDVVKAIEKVGSRSGSTS 

                 KEVKIADCGQLS" 
ORIGIN       
        1  tccggctatt ttaccgcacc agttctccct ccaccagatc agatcagatc acagaacgca 
       61  acagccgaag gaaaaatttc cccccaacca aaaaccctct ctcccaaacc ctagctacct 
      121  tcggatcccg atggcgaacc cgcgcgtctt cttcgacatg acggtcggcg gcgcggcggc 
      181  ggggcggatc gtgatggagc tgtacgcgaa cgaggtgccc aagacggccg agaacttccg 
      241  cgcgctgtgc acgggcgaga agggcgtggg gaagtccggg aagccgctcc actacaaggg 
      301  ctccaccttc caccgcgtca tcccgcagtt catgtgccag ggcggcgact tcacccgggg 
      361  caacgggacc ggaggcgagt ccatctacgg cgacaagttc cccgacgaga agttcgtgcg 
      421  caaccacacg gcccccgggg tgctctccat ggccaacgcc gggcccaaca ccaacggctc 
      481  ccagttcttc atctgcaccg tcgatacccc ctggctcgac ggcaagcacg tcgtctttgg 
      541  ccaggtcgtc gagggcatgg acgtcgtcaa ggccatcgag aaggtcggat cccgcagcgg 
      601  atccacctcc aaggaggtca agatcgctga ctgcggccag ctcagctaga tcgttggtct 
      661  ggtctgcccg tccgccctcc ctcccgtcat cgtccactcc gcctgcgtcc cgtcccgttt 
      721  ccggtttgct tcgatctgaa taagatgatg gtgatctgag tggtggtctg agttgagtcg 
      781  tttatttatc atgtgcgtct gtctgtgtcg ctcgcggttt aatctagcgg tgtaggtgtg 
      841  gatctccgaa tcccatggcg cctctgctta cttcgtgttt catcaccagt tatatgttat 
      901  gagatccagg ataatgcatt aatgctatga gaactgagat tcggtttcat gcttcttgtt 
      961  ccatgtgcca tgtcatgtgc gtcttgttcc attgcaagtt cggaccccaa aatgattttg 
     1021  attgtcaata tgttaatgtg aactgccaag catggatcgc cc 
  

Appendix 1. Sequence of the gene Cyclophillin (CyP) submit to the database of GenBank 
accession no. EU722309. (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit.html) 


