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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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บทคัดยอ 
การโคลนยีนไซโคลฟลิน (Cyclophilin : CyP) ซ่ึงเปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางระบบภูมิคุมกัน 

และยับยั้งขบวนการท่ีกอใหเกิดความเสียหายแกพืช ชวยใหพืชดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะท่ีไม
เหมาะสม ดําเนินการวิจัยท่ีหองปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จ.ปทุมธานี ระหวาง
เดือนตุลาคม 2550 – กันยายน 2553 งานวิจัยนี้ไดทําการโคลนยีนไซโคลฟลินจากขาวฟาง โดยทําการ
ออกแบบไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับยีน CyP นํามาทําปฏิกิริยา PCR กับจีโนมิกดีเอ็นเอของขาวฟาง 
ไดยีนขนาด 1062 คูเบส นําลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันท่ีมีรายงานใน
ฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน CyP ท่ีพบในออย (QG246462.1) 
และขาวโพด (X68678.1) โดยมีคาความเหมือน (% Max Identities) เทากับ 91% และ 90% ตามลําดับ 
นําขอมูลมาวิเคราะหโครงสรางของยีน พบวา ยีน CyP มีสวนประกอบครบท้ังยีน ประกอบดวย ลําดับ
นิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออกของยีน (ORF) มีขนาด 519 คูเบส สามารถถอดรหัสเปน

กรดอะมิโนของยีน CyP จํานวน 172 amino acid พบลําดับนิวคลีโอไทดทางปลาย 5′ (5′UTR) และ 

3′ (3′UTR) ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน เทากับ 130 และ 143 คูเบส ตามลําดับ และพบลําดับ 

นิวคลีโอไทดในตําแหนงของ polyA signal (AATAA motif) อยูในสวนของ 3′UTR ไดทําการ submit 
ยีน CyP ลงในฐานขอมูลชีวภาพสากล GenBank accession no. EU722309 ทําการสรางชุด cassette ยีน 
โดยการเช่ือมตอยีน CyP เขากับ plant expression vector (pCAMBIA2300) ท่ีประกอบดวย โปรโมเตอร 
(35SCaMV) และเทอรมิเนเตอร (NOS) ไดพลาสมิดสายผสม (pCAMBIA2300 – CyP) มีขนาด 10 
กิโลเบส ทําการตรวจสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของ recombinant plasmid (pEcoli – CyP) 
พบวา มีการแสดงออกของยีน CyP หลังจากถูกกระตุนดวย IPTG มีปริมาณโปรตีนท่ีสังเคราะหได
สูงสุดเม่ือถูกกระตุนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง และพบการแสดงออกของโปรตีนท่ีขนาด 18.4 กิโลดาลตัน 
เม่ือตรวจสอบดวย SDS – PAGE ทําการถายฝากยีน CyP เขาสูใบยาสูบโดยใชวิธีอะโกรแบคทีเรีย 
คัดเลือกตนท่ีไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin และตรวจสอบการ
ปรากฏของยีนโดยใชเทคนิค PCR พบตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน จํานวน 10 ตน ทําการศึกษาการ
แสดงออกของยีน โดยทดสอบความทนทานตอสภาวะเครียด ไดแก การทดสอบในอาหารสูตร MS ท่ี
เติมเกลือ (NaCl) เพื่อทดสอบความทนเค็ม และทดสอบในอาหารสูตร MS ท่ีเติม PEG 6000 เพื่อ
ทดสอบความทนสภาวะขาดนํ้า พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มีความทนทานตอสภาวะ
เครียดดังกลาวไดดีกวาตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีน CyP ท่ีใชเปนตัวเปรียบเทียบ  
คําหลัก :  ยีนไซโคลฟลิน, ขาวฟาง, การโคลนและวิเคราะหยีน, การถายฝากยีน, ยาสูบ  
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คํานํา 
ปจจุบันประชากรสวนใหญในทุกภาคของประเทศไทย ประกอบอาชีพเกษตรกรรมเปนหลัก พืช

สวนใหญท่ีเกษตรกรทําการเพาะปลูกเปนพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ขาว ขาวโพด ปาลมน้ํามัน 
ยางพารา ถ่ัวเหลือง มันสําปะหลัง ออย  เปนตน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) การเพาะปลูกพืช
เศรษฐกิจเหลานี้มักพบปญหาและอุปสรรคในการเพาะปลูก เชน โรคพืช แมลงศัตรูพืช และสภาพความ
แปรปรวนของดินฟาอากาศ ท้ังปรากฏการณเอลนินโญท่ีทําใหเกิดความแหงแลง ในขณะท่ีลานินญาทํา
ใหเกิดฝนตกหนักในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงเอลนินโญและลานินญาสงผลกระทบตอพื้นท่ี
เกษตรกรรมโดยตรง (จารุจินต, 2554) ปจจุบันปญหาดังกลาวนับวันจะทวีความรุนแรงมากยิ่งข้ึน ทําให
เกษตรกรตองปรับปรุงวิธีการเพาะปลูก รวมท้ังวางแผนการเพาะปลูกใหเหมาะสมกับสภาพดินฟาอากาศ 
นอกจากนี้ยังจําเปนตองมีพันธุพืชท่ีมีคุณสมบัติสามารถทนทานตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมตาง ๆ โดย การ
นําเทคโนโลยีชีวภาพเขามาชวยพัฒนาพันธุพืชของไทยใหมีศักยภาพในการใหผลผลิตท่ีสูงข้ึน สามารถ
ทนทานตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตางๆ ได จึงเปนเร่ืองท่ีนักวิจัยไทยตองทําการวิจัยอยางเรงดวน  

ไซโคลฟลิน (CyPs) เปนโปรตีนประเภท เปปติดิลโพรพิล ซิส-ทรานส ไอโซเมอเรส  (PPIases) 
ท่ีพบไดท่ัวไปในเซลลของออรแกนเนล (organelle) ท้ังในเซลลโปรคาริโอตและยูคาริโอต มีการ
ตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมที่พืชชนิดนั้นดํารงชีวิตอยู เชน การไดรับผลกระทบจากโรค แมลง 
และสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมอ่ืนๆ เชน สภาวะแหงแลง สภาวะดินเค็ม เปนตน จากการศึกษาพบวา 
ในส่ิงมีชีวิตท้ังพืช และสัตว รวมท้ังจุลินทรียชนิดตางๆ มียีนชนิดหนึ่งท่ีสามารถตอบสนองตอสภาวะ
ความไมเหมาะสมดานตางๆ คือ ยีนไซโคลฟลิน โดยมีการสรางภูมิคุมกัน และยับยั้งขบวนการท่ี
กอใหเกิดความเสียหายแกพืช ซ่ึงชวยใหพืชดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะท่ีไมเหมาะสมนั้นๆ (Luan et al., 
1994; Kong et al., 2001) ไซโคลฟลินในพืช ถูกคนพบคร้ังแรกในป 1990 โดยการสกัดแยก cDNA จาก
มะเขือเทศ ขาวโพด และคาโนลา (Gasser et al., 1990) ปจจุบันมีรายงานพบลําดับเบสท่ีเหมือนกับยีน    
ไซโคลฟลินท่ีโคลนไดจากพืชชนิดตางๆ เชน ขาว ขาวสาลี ขาวฟาง ออย ถ่ัวเหลือง ฝาย ยาสูบ มะพราว 
และอะราบิดอพซิส เปนตน อีกท้ังยังพบยีนชนิดนี้ในมนุษยและสัตวอีกดวย ท่ีผานมามีงานวิจัยการคนหา
ยีนท่ีมีสวนเกี่ยวของกับลักษณะของการทนแลงในขาวฟาง และพบวามียีนไซโคลฟลินท่ีมีการแสดงออก
อยางสูงเม่ือปลูกในสภาพแลง อีกท้ังยังพบไซโคลฟลินมีการแสดงออกอยางสูงในการตอบสนองตอ
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตางๆ จากพืชชนิดอ่ืนดวย เชน ขาวโพด ขาวฟาง พืชตระกูลถ่ัว คาโนลา 
และมันฝร่ัง (Marivet et al.,1992, 1994, 1995; Godoy et al., 2000; Sharma and Singh, 2003) เปนตน 

ดังนั้น การโคลนยีนไซโคลฟลินจากขาวฟางสายพันธุทนแลงในประเทศไทย เพื่อนํามาใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุพืชท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ยางพารา ถ่ัวเหลือง ออย และพืช
อ่ืนๆ โดยการถายฝากยีนไซโคลฟลินเขาสูพืชเหลานั้น เพื่อพัฒนาพันธุใหมีคุณสมบัติทนแลงมากยิ่งข้ึน 
จากยีนท่ีสามารถพัฒนาข้ึนไดเองในประเทศไทยจะเปนประโยชนตอการนําพืชทนแลงท่ีไดมาพัฒนาให
สามารถใชประโยชนในดานอ่ืนๆ ตอไป  
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อุปกรณและวิธีการ 
1. การโคลนยีน CyP จากขาวฟาง 
 1.1 ออกแบบไพรเมอรในสวนของยีน CyP ท่ีมีการแสดงออก 

ออกแบบไพรเมอรสําหรับสังเคราะหยีน CyP ไดดังนี้คือ CyP4 (forward) และ CyP4 (reverse) 
ไพรเมอรท่ีใชสังเคราะหยีนในสวนท่ีมีการแสดงออก คือ CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) 
ไพรเมอรท่ีใชตรวจสอบการเช่ือมตอของยีน CyP เขากับ Plant Expression Vector (pCAMBIA2300) 
คือ NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) ไพรเมอรท่ีใชสําหรับสังเคราะหยีนเพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีนในระดับโปรตีน คือ CyPSalI (forward) และ CyPHd (reverse) ไพรเมอรท่ีใชการตรวจสอบการ
เช่ือมตอของยีน CyP เขากับ protein expression vector (pEcoli) คือ T7_Up1 (forward) และ T7_term 
(reverse)  (Table 1) 
 1.2 การเตรียมตัวอยางพชืและการสกัดดีเอ็นเอ 

 คัดเลือกพันธุขาวฟางท่ีมีลักษณะทนแลง จํานวน 2 พันธุ ไดแก พันธุอูทอง 1 และพันธุ
สุพรรณบุรี 60 นําเมล็ดพันธุมาเพาะในกระถาง เม่ืออายุได 1 เดือน นําใบออนมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช
ชุดสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ตรวจวิเคราะหคุณภาพดี
เอ็นเอดวย 1.5% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 
ladder marker (Fermentas, Lithuania) 
 1.3 การสังเคราะหดีเอ็นเอ จาก genomic DNA โดยวิธี PCR Amplification  

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน CyP คือ CyP4 (forward) และ 
CyP4 (reverse) โดยใช HotStart Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ 40 – 100 นาโนกรัม, 0.5U HotStart Taq Master Mix, 0.4 μM gene 

specific primer (forward), 0.4 μM gene specific primer (reverse) ปรับปริมาตรดวยน้ํา 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 
ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  
  1.4 การโคลนยีน CyP เขาสูเวกเตอร  และการวิเคราะหลําดับเบส 
  นําผลผลิต  PCR มาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, USA) นําช้ินยีน CyP ขนาด ~1 กิโลเบส มาทําปฏิกิริยา ligation โดยใช T&A Cloning 

Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ทําการถายฝากยีนเขาสูเซลลแบคทีเรีย 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] บมเพลทท่ีอุณหภูมิ 37°C นานขามคืน คัดเลือกโคโลนีสีขาวท่ีมี insert ของยีน นํามา

เล้ียงในอาหารเหลว LB – amplicilin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาท่ีความเร็ว 220 
รอบ/นาที นาน 12 – 16 ช่ัวโมง นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas, Lithuania) ตรวจสอบวิเคราะหคุณภาพดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  

การตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP โดยนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI และ BamHI ในปฏิกิริยาท้ังหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย พลาสมิดดีเอ็นเอ 100 – 200 นาโน

กรัม, 1X FastDigest buffer, 0.5U FastDigest enzyme ปรับปริมาตรดวยน้ํา บมท่ีอุณหภูมิ 37°C  นาน    

30 นาที และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80°C นาน 5 นาที ตรวจสอบวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis 

การวิเคราะหลําดับเบสของยีน CyP นําตัวอยางพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีช้ินสวนของยีน CyP มา
เปนตนแบบในการวิเคราะหลําดับเบส โดยใชสารเคมี BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems) รวมกับไพรเมอร 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 เขาเคร่ือง Thermal Cycler (Geneamp 9700, Perkin Elmer, USA) เพื่อเพิ่มปริมาณยีน CyP 
ทําการลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย HiDi - formamide  10 ไมโครลิตร 

บมไวท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 2 นาที และแชบนน้ําแข็งทันที นําตัวอยาง load เขาเคร่ือง ABI PRISM® 
310 Genetic Analyzer เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จากนั้นนําขอมูลมาวิเคราะหคาตางๆ  
2. การสรางชุด Cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 
 2.1  การสรางชุด Cassette ยีน  
  ทําการสังเคราะหยีน  CyP จากดีเอ็นเอของขาวฟาง โดยใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอรท่ี
จําเพาะกับยีน CyP ไดแก CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) โดยใช HotStart Taq Master 
Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis   

นําพลาสมิดดีเอ็นเอของ plant expression vector (pCAMBIA2300) ท่ีมีสวนประกอบของ
โปรโมเตอร (35SCaMV) และเทอรมิเนเตอร (NOS) มีขนาด 9648 คูเบส มียีน nptII (kanamycin) เปน
ยีนคัดเลือก และช้ินดีเอ็นเอของยีน  CyP ขนาด 519 คูเบส นําแตละตัวอยางมาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ XbaI และ KpnI และนําดีเอ็นเอมาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN, USA) (ขอ 1.4) นําช้ินยีน CyP เช่ือมตอเขากับ pCAMBIA2300 จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณ

ในเซลลแบคทีเรียเจาบานสายพันธุ  DH5α โดยวิธี heat – shock และเล้ียงในอาหารแข็ง LB – 
kanamycin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
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2.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ และเทคนิค PCR 
  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวท่ีคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Lithuania) จากน้ันนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาทําการ
ตรวจสอบการปรากฏของยีน 2 วิธี คือ [1] การใชเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ KpnI (ขอ 1.4) และ    
[2] การใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอร NOS (forward) และ 35SCaMv (reverse) โดยใช Hot Start 
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis  
3. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน  (protein expression) 
 3.1 การสรางชุด Cassette ยีน  
  ทําการสังเคราะหยีน CyP จากดีเอ็นเอของขาวฟาง รวมกับไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน CyP 
ไดแก CyPSalI (forward) และ CyPHd (reverse) (Table 1) โดยใช Hot Start Taq Master Mix Kit 
(QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) ตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel electrophoresis และนําดีเอ็นเอ
ของ expression vector (pEcoli) ท่ีมีขนาด 5758 คูเบส ซ่ึงอยูในสวนของ N – terminal vector ใน
ระบบ T7 expression system มี T7 promoter เปนสวนประกอบทําใหเกิดการถอดรหัสและแปลรหัส
ออกมาเปนโปรตีนได และช้ินดีเอ็นเอของยีน CyP ขนาด 519 คูเบส นําแตละตัวอยางมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ  SalI และ HindIII และนําดีเอ็นเอมาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช  QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.4) ทําการเช่ือมตอช้ินยีน CyP เขากับ expression vector เพื่อ
สราง recombinant protein มีขนาด ~6.3 กิโลเบส จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน

สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat – shock และเล้ียงในอาหารแข็ง LB – ampicillin  
 3.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ และเทคนิค PCR 
  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่คาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม นํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยใช 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Lithuania) จากน้ันนําพลาสมิดดีเอ็นเอมาทําการ
ตรวจสอบการปรากฏของยีน 2 วิธี คือ [1] การใชเอนไซมตัดจําเพาะ SalI และ HindIII (ขอ 1.4) และ 
[2] การใชเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอร T7_Up1 (forward) + T7_term (reverse) โดยใช Hot Start 
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผลดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis 

 3.3 การตรวจสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน CyP    
  ทําการถายฝากพลาสมิดสายผสม (pEcoli – CyP) เขาสูเซลลแบคทีเรีย 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) และตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR (ขอ 2.2) จากนั้นนําเซลล
แบคทีเรียท่ีมี recombinant plasmid ของยีน CyP มาเล้ียงเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว LB – ampicillin 
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ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน 
จากน้ันดูด cell culture ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ใสในอาหาร LB – ampicillin 50 มิลลิลิตร และบมท่ี

อุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที จนกระท่ัง OD600 = 0.5 จากนั้นเติม 3 mM IPTG เล้ียง
ตอเปนเวลา 8 ช่ัวโมง โดยเก็บเซลลทุก 2 ช่ัวโมง แยกตะกอนเซลลออกจากอาหารโดยหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ละลายตะกอนดวย 2x sample buffer ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร นํามาตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที และแยกขนาดของ fusion protein ดวย 10% SDS – 
PAGE ใชบัฟเฟอร Tris – glycine (0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M Glycine, 0.1% SDS) โดยให
กระแสไฟฟาความตางศักยคงท่ี 150 โวลต เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ยอมแผนเจลสีดวยสารละลาย Coomassie 
– blue (0.2% Coomassie – blue R – 250 ใน 50% methanol และ 70% acetic acid) เปนเวลา 30 นาที ลางสี
สวนเกินออกดวย destain solution (25% methanol, 7% acetic acid) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เทียบขนาดของ
แถบโปรตีน CyP กับโปรตีนมาตรฐาน PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas, Lithuania) 
เพื่อตรวจดูปริมาณของ fusion protein ในแตละช่ัวโมง (Biolabs, 1993) 
4. การถายยีน CyP เขาสูยาสูบ 

 4.1 การเคล่ือนยายพลาสมิด (chimeric construct) เขาสูเซลล  A. tumefaciens สายพันธุ  EHA105 
ดวยวิธี Electroporation (Walkerpeach และ Velten, 1994) 

 การเคล่ือนยายพลาสมิดเขาสูเซลล A. tumefaciens ดวยวิธี Electroporation โดยนําพลาสมิดของ 
pCAMBIA2300 – CyP ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด competent cell ของเช้ือ A. tumefaciens 
ผสมใหเขากันเบาๆ วางไวบนน้ําแข็ง 30 นาที จากนั้นเคล่ือนยายพลาสมิดเขาสูเซลล ดวยเคร่ือง Bio-Rad 

Gene Pulser โดยใชสภาวะ 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 เขยาท่ีความเร็ว 200 – 250 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 – 2 ช่ัวโมง ตกตะกอนเซลลดวยความเร็ว 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        
เปนเวลา  2 – 3 วัน ตรวจสอบการเจริญของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

การตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล A. tumefaciens โดยเทคนิค PCR นําโคโลนีท่ีเจริญ
ไดบนอาหารเล้ียงเช้ือมาทําปฏิกิริยา PCR รวมกับไพรเมอร CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI 
(reverse) โดยใช Hot Start Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) (ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผล
ดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  
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4.2 การถายยีนเขาสูยาสูบโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium-mediated gene transfer) 
ดัดแปลงจากวิธีการของ Horsch และคณะ (1985) 
การเตรียมช้ินสวนยาสูบเพื่อใชในการถายยีนโดยนําเมล็ดยาสูบเวอรจิเนียมาผานกระบวนการ

ฟอกฆาเช้ือดวย Haiter® Bleach ความเขมขน 30% (v/v) นาน 15 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ
ประมาณ 3 – 4 คร้ัง นํามาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) เติม 
sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 ในสภาพหองเล้ียงเนื้อเยื่อพืช   

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

มาเล้ียงบนอาหารแข็ง 2xYT – kanamycin (50 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที่อุณหภูมิ 28°C เปนเวลา 2 – 3 วัน 

ยายโคโลนีเดี่ยวมาเล้ียงในอาหารเหลว 2xYT – kanamycin ท่ีอุณหภูมิ 28°C เขยาดวยความเร็ว 200 – 250 
รอบ/นาที เปนเวลา 16 – 18 ช่ัวโมง นํามาวัดคาความเขมขนของเช้ือดวยเคร่ือง spectrophotometer        
ใหมีคาความเขมขนท่ี OD600 ประมาณ 0.5 – 1.0 ซ่ึงเปน log phase ทําการแยกเซลลแบคทีเรียออกจาก
อาหาร ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทอาหารเหลวท้ิง ลางตะกอน
เซลลแบคทีเรีย จํานวน 3 คร้ัง เติมอาหารเหลว MS + BA 5 μM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เตรียมไวสําหรับ
ใชในการถายยีน 

การถายยีนเขาสูใบยาสูบ โดยวิธี leaf disc transformation ดัดแปลงจากวิธีการของ Horsch 
และคณะ (1985) นําเซลล A. tumefaciens ท่ีมียีน CyP มาเล้ียงรวมกับใบยาสูบขนาด 0.5 x 0.5 ซม. 
นําไปจุมในอาหารเหลว MS ท่ีมีเซลล A. tumefaciens เจือจาง 1 : 20 เปนเวลา 1 นาที ผ่ึงใหแหงบน
กระดาษกรอง Whatman no.1 (Whatman International Ltd., Maidstone, England) ท่ีฆาเช้ือแลว นําไป
เล้ียงบนอาหาร MS +  BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 ในสภาพหองเล้ียง
เนื้อเยื่อ เปนเวลา   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 เปล่ียนอาหารใหมทุก 
7 วัน เพื่อทําการฆาเซลล   A. tumefaciens และเล้ียงเนื้อเยื่อตอไปอีก 4 สัปดาห บนอาหารสูตรเดิมท่ี
ลดปริมาณ carbenicillin ลงเหลือ 200 มิลลิกรัม/ลิตร และเปล่ียนอาหารทุก 7 วัน เพื่อใหใบยาสูบมีการ
พัฒนาเจริญเติบโตเปนยอดออน จากนั้นคัดเลือกเซลลท่ีไดรับการถายยีนบนอาหาร MS ท่ีเติม 
kanamycin (200 มิลลิกรัม/ลิตร)+ BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 นาน    
2 สัปดาห คัดเลือกยอดออนท่ีรอดชีวิต ยายลงในอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณยอด เปล่ียนอาหารใหมทุก     
2 สัปดาห ทําการชักนําใหเกิดตนท่ีสมบูรณ โดยการตัดแยกยอดออนท่ีเจริญเติบโตไปเล้ียงบนอาหาร 
MS ท่ีเติม BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 เพื่อชักนําใหเกิดราก และตรวจ
วิเคราะหผลดวยวิธีทางชีวโมเลกุลตอไป 
5. การตรวจสอบการปรากฏของยีน โดยเทคนิค PCR 
    สกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อสวนใบยาสูบท่ีรอดชีวิตในอาหารคัดเลือก โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ 
Genomic DNA Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) (ตามขอ 1.2) ทําการตรวจสอบการปรากฏ
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ของยีน  CyP ดวยเทคนิค  PCR โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 คู ไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน คือ 
CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) และไพรเมอรท่ีเปนสวนประกอบของเวกเตอรพาหะ คือ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) โดยใช HotStart Taq Master Mix Kit (QIAGEN, USA) 
(ขอ 1.3) และตรวจวิเคราะหผล ดวย 1% agarose gel electrophoresis เทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker พรอมบันทึกภาพ 

6. การทดสอบการแสดงออกของยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP   
 6.1 การทดสอบความทนทานตอสภาวะเค็ม (NaCl)  
 นําตนออนยาสูบปกติ และยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + agar 6.5% (w/v) pH 5.7 และเกลือ (NaCl) ท่ีระดับความเขมขน
ตางกันคือ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (w/v) ทําการช่ังน้ําหนักสดเร่ิมตนของตนยาสูบท่ี
ทดสอบ  

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 7 factorial in Completely Randomized Design (CRD) 3 ซํ้า 
ประกอบดวย  ปจจัย A ชนิดพืช คือ ยาสูบปกติ (Non – GM) และยาสูบท่ีมียีน CyP (GM) 

 ปจจัย B ความเขมขนของ NaCl ท่ี 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (w/v) 
การบันทึกผล  
1.  อัตราการเจริญเติบโตคิดเปนเทาของน้ําหนักสดเร่ิมตน คํานวณจากน้ําหนักสดท่ีเพิ่มข้ึน 

หลังเล้ียงนาน 4 สัปดาห โดยใชสูตร 
อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด (เทา)  = น้ําหนักสดหลังเล้ียงนาน 4 สัปดาห – น้ําหนักสดเร่ิมตน 

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

3.0% (w/v) นาน 6 สัปดาห โดยคิดคาเฉล่ียความเขมขนละ 10 ตน 

 6.2 การทดสอบความทนทานตอสภาวะขาดน้ํา โดยใช polyethylene glycol (PEG 6000) 
 นําตนออนของยาสูบปกติ และยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ี
เติม BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + agar 8% (w/v) pH 5.7 และ PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน
ตางกันคือ 0, 5, 10, 15 และ 20% (w/v) ทําการช่ังน้ําหนักสดเร่ิมตนของตนยาสูบท่ีทดสอบ  

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 5 factorial in Completely Randomized Design (CRD) 3 ซํ้า 
ประกอบดวย ปจจัย A ชนิดพืช คือ ยาสูบปกติ (Non – GM) และยาสูบท่ีมียีน CyP (GM) 

 ปจจัย B ความเขมขนของ PEG 6000 ท่ี 0, 5, 10, 15 และ 20% (w/v) 

การบันทึกผล :  อัตราการเจริญเติบโตคิดเปนเทาของน้ําหนักสดเร่ิมตน คํานวณจากนํ้าหนัก
สดท่ีเพิ่มข้ึน หลังเล้ียงนาน 3 สัปดาห โดยใชสูตร 

อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด (เทา)   =   น้ําหนักสดหลังเล้ียงนาน 3 สัปดาห – น้ําหนักสดเร่ิมตน 
    น้ําหนักสดเร่ิมตน 
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ผลการทดลองและวิจารณ 
1. การโคลนยีน CyP จากขาวฟาง  

สังเคราะหยีน CyP ในสวนของยีนท่ีมีการแสดงออกจากขาวฟาง โดยการทําปฏิกิริยา PCR 
(Figure 1a) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอขนาด ~1 กิโลเบส (Figure 1b) คัดเลือกแถบดีเอ็นเอ
ท่ีสังเคราะหไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบยีนท่ีไดมีลําดับนิวคลีโอไทดเทากับ 1062 คูเบส 
สามารถแปลรหัสเปนลําดับเปปไทดของยีน CyP ไดจํานวน 172 amino acid อยูภายใน Open reading 
frame (ORF) ระหวางตําแหนงของลําดับดับเบสท่ี 131 – 649 และพบลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนง 
polyadenylation signal AATAA motif อยูในสวนของ 3’UTR ซ่ึงเม่ือวิเคราะหขอมูลเพิ่มเติมพบวา 
ยีน CyP ท่ีสังเคราะหไดจากขาวฟางมีความเหมือนอยางสูงกับตําแหนง Trp128 (W128) ของยีน CyP 
ท้ังหมดท่ีพบในยูคาริโอต (Liu et al., 1991) และลําดับกรดอะมิโน KSGKPLH ตําแหนงท่ี 48 – 54 จะ
มีความเฉพาะเจาะจงกับยีน CyP ในสวนของ cytoplasmic ท่ีพบไดในพืชหลายชนิด (Lippuner et al., 
1994) (Figure 2.) เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับยีนชนิดเดียวกันท่ีมีรายงานใน
ฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน CyP ท่ีพบในออย (Saccharum 
officinarum L.) (GQ246462.1) และขาวโพด (Zea mays L.) (X68678.1) โดยมีคาความเหมือน (% 
Max Identity) เทากับ 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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เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหโครงสรางของยีน โดยใชโปรแกรม EMBL – EBI database 
(European Bioinformatics Institute, UK) (www.ebi.ac.uk/ena/data/view/EU722309) พบวา ยีน  CyP 
ท่ีไดมีสวนประกอบครบท้ังยีน (Figure 3) ซ่ึงประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออก
ของยีนสามารถถอดรหัสเปนกรดอะมิโน  (Open Reading Frame : ORF)  มีขนาด  519  คูเบส,  ลําดับ       
นิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (5’ Untranslated region หรือ 
5’UTR) มีขนาดเทากับ 130 คูเบส และทางดานปลาย 3’ ซ่ึงไมเกี่ยวกับการแปลรหัสโปรตีน (3’ 
Untranslated region หรือ 3’UTR) มีขนาดเทากับ 143 คูเบส เม่ือวิเคราะหขอมูลพบวา ยีน CyP ท่ีไดมี
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความสมบูรณ จึงนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได  submit ลงในฐานขอมูลของ 
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. การสรางชุด Cassette ยีน และการตรวจสอบการปรากฏของยีน 
นําช้ินยีน CyP ท่ีสังเคราะหได มีขนาด 519 คูเบส เช่ือมตอเขากับ plant expression vector 

(pCAMBIA2300) (Figure 4a) ขนาดประมาณ 9640 คูเบส ซ่ึงผานการทํา double digestion ดวยเอนไซม 
ตัดจําเพาะ XbaI และ KpnI (Figure 4b) โดยท่ี pCAMBIA2300 ประกอบดวยโปรโมเตอร (35SCaMV) 
และเทอร มิ เนเตอร  (NOS) ทําหนา ท่ี เปนตัวควบคุมการแสดงออกของยีน  มียีน  neomycin 
phosphotransferase (nptII) ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin เปนยีนเคร่ืองหมาย
ในการคัดเลือก จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของยีน  CyP ซ่ึงมี 2 วิธีดวยกัน วิธีแรกคือ การใชเอนไซม
ตัดจําเพาะ HindIII และ KpnI พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีถูกตองจํานวน 2 แถบ ไดแก ขนาด
ประมาณ 1 และ 9 กิโลเบส (Figure 5a) และว ิธีท่ีสองคือ การตรวจสอบดวยเทคนิค PCR โดยใชไพร
เมอร NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอของยีน CyP 
ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส (Figure 5b) โดยโครงสรางของพลาสมิดสายผสมท่ีมีความสมบูรณ 
(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 
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3. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน  (protein expression) 
นําช้ินยีน CyP ท่ีสังเคราะหได มีขนาด 519 คูเบส เช่ือมตอเขากับ protein expression vector 

(pEcoli – vector) (Figure 7a) ขนาด 5758 คูเบส ซ่ึงผานการทํา double digestion ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
SalI และ HindIII (Figure 7b) โดยท่ี pEcoli – vector ซ่ึงอยูในสวนของ N – terminal vector ในระบบ T7 
expression system มี T7 promoter เปนสวนประกอบ โปรตีนจะถูกสังเคราะหข้ึนมา โดยเอนไซม T7 RNA 
polymerase จะเขาไปจับกับ T7 promoter ทําใหเกิดการถอดรหัสและแปลรหัสออกมาเปนโปรตีนได ซ่ึง
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) มียีนท่ีสามารถสราง T7 RNA polymerase ได เม่ือถูกกระตุนดวย 
IPTG จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ พบรูปแบบของแถบ    
ดีเอ็นเอท่ีถูกตองจํานวน 2 แถบ คือ ขนาดประมาณ 5.7 กิโลเบส (pEcoli vector) และ 0.5 กิโลเบส (CyP) 
และการตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร T7_Up (forward) และ T7_term 
(reverse) พบวา สามารถทําปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอของยีน  CyP ขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส โดย
โครงสรางของ recombinant protein (pEcoli – CyP) ท่ีมีความสมบูรณจะมีขนาดประมาณ 6.3 กิโลเบส 
จากนั้นนํา recombinant protein  (pEcoli – CyP) ซ่ึงไดผานการตรวจสอบความถูกตองแลว นําไปถายฝาก
เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานสายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีน โดยการ
ตรวจสอบปริมาณของ fusion protein จากเซลล E. coli ท่ีมี recombinant  protein  (pEcoli – CyP) เม่ือทําการ
เล้ียงเพิ่มปริมาณเซลลและชักนํายีนดวย 3mM IPTG เปนเวลานาน 0, 2, 4, 6, และ 8 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
พบวา ยีน CyP มีการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 18.4 kDa และพบวาโปรตีน
จะมีปริมาณสูงสุด หลังจากชักนําดวย IPTG เปนเวลา 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..  การถายยีนเขาสูยาสูบ และการคัดเลือกตนยาสูบท่ีไดรับการถายฝากยีน  
  การถายยีน CyP ท่ีอยูบนพลาสมิด pCAMBIA2300 เขาสูยาสูบ (Nicotiana tabacum (Linn.))       

โดยการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียม  สายพันธุ  EHA105 ภายหลังการถายยีนตองกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรีย
ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบออกจากพืชใหหมด โดยการใชสารปฏิชีวนะชนิด carbenicillin 400 
มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงปริมาณท่ีใชมีความเหมาะสมสามารถกําจัดเช้ืออะโกรแบคทีเรียไดโดยไมเปน
อันตรายตอเนื้อเยื่อพืช เม่ือทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CyP บนอาหารคัดเลือก สูตร MS ท่ี
เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 5 μM + sucrose 3% (w/v) + 
gelrite 0.3% (w/v) pH 5.7 เปนเวลา 2 สัปดาห จากนั้นคัดเลือกยอดออนท่ีรอดชีวิต ยายลงในอาหาร
เพื่อเพิ่มปริมาณยอด เปล่ียนอาหารใหมทุก 2 สัปดาห ทําการชักนําใหเกิดตนท่ีสมบูรณ พบวา ตน
ยาสูบท่ีสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก MS – kanamycin มีจํานวน 25 ตน โดยคัดเลือกจากยอด
ออนท่ีไดรับการถายยีนจะสามารถพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณตอไปได และตนออนท่ีไมไดรับการถาย
ยีนจะไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือก หรือเรียกวา ตน escape นั่นเอง สารปฏิชีวนะ kanamycin 
เปนยีนเคร่ืองหมาย  (selectable marker gene) ท่ีใชคัดเลือกพืชท่ีไดรับการถายยีน โดยถายฝากยีนเขา
ไปในจีโนมพืชพรอมกับยีนเปาหมาย ซ่ึงควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin จะไม
สามารถทําอันตรายแกเนื้อเยื่อพืชท่ีไดรับการถายยีน ในขณะท่ีเนื้อเยื่อพืชท่ีไมไดรับยีนจะตายใน
อาหารคัดเลือก (Miki and McHugh, 2004) งานวิจัยนี้พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายฝากยีนสามารถ
พัฒนาใหเปนตนท่ีสมบูรณได โดยสามารถอยูรอดบนอาหารคัดเลือก kanamycin ท่ีความเขมขนใน
ระดับคอนขางสูงคือ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงคาดวาเปนผลมาจากยีน CyP ท่ีอยูในพลาสมิดสายผสมท่ีมี
ยีน nptII สอดแทรกอยูในจีโนมของยาสูบดวย  

  18.4  kDa 

kDa 

70 
55 
40 
35 

25 

15 



 
42 

5. การตรวจสอบการปรากฏของยีนในยาสูบ โดยเทคนิค PCR 
  ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP จากตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีนและสามารถเจริญได
บนอาหารคัดเลือก ดวยเทคนิค  PCR โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 คู ไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน คือ 
CyPXbaI (forward) และ CyPKpnI (reverse) และไพรเมอรท่ีเปนสวนประกอบของเวกเตอรพาหะ คือ 
NOS (forward) และ 35SCaMV (reverse) พบวา มีตนยาสูบจํานวน 10 ตน ท่ีสามารถทําปฏิกิริยาไดแถบ
ดีเอ็นเอของยีน CyP ขนาดประมาณ 0.5 กิโลเบส ซ่ึงแถบดีเอ็นเอท่ีไดมีขนาดตรงกับยีนท่ีไดสอดแทรก
เขาไปในจีโนมของยาสูบ ในขณะท่ีตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีนจะไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของยีน
ดังกลาว (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. การทดสอบการแสดงออกของยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP  

 6.1 การทดสอบความทนทานตอสภาวะเค็ม (NaCl) 
  จากการเพาะเล้ียงยาสูบปกติท่ีไมไดรับการถายยีนและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ในอาหารที่
มีสวนประกอบของเกลือ (NaCl) ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ต้ังแต 0 – 3% เปนเวลานาน 4 สัปดาห เม่ือ
พิจารณาท่ีปจจัยชนิดพืช ยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP มีอัตราการเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดเทากับ 2.21 
เทา มากกวายาสูบปกติซ่ึงมีเทากับ 1.64 เทา และเม่ือพิจารณาปจจัยความเขมขนของเกลือ (NaCl) พบวา 
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อัตราการเจริญเติบโตของยาสูบปกติและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP แตกตางกันทางสถิติโดยมีอัตรา
การเพิ่มน้ําหนักสดสูงสุดในอาหาร MS ท่ีเติมเกลือ (NaCl) 0.5% และเม่ือเพิ่มความเขมขนของเกลือ 
(NaCl) มากข้ึนอัตราการเพ่ิมน้ําหนักสดจะลดลง และเร่ิมเห็นความแตกตางของยาสูบท้ังสองชนิดอยาง
เห็นไดชัดท่ีระดับความเขมขนเกลือ (NaCl) 2.0, 2.5 และ 3.0% ยาสูบท้ังสองชนิดมีอัตราการเพ่ิมน้ําหนัก
สดในอัตราท่ีลดลง โดยยาสูบท่ีมียีน CyP มีน้ําหนักสดเพิ่มข้ึน 1.97, 0.76 และ 0.73 เทา ซ่ึงมากกวาอัตรา
การเพิ่มน้ําหนักสดของยาสูบปกติ ซ่ึงมีคาเทากับ 0.67, 0.34 และ 0.24 เทา ตามลําดับ (Table 2) และจาก
การเปรียบเทียบลักษณะการเจริญเติบโตทางสัณฐานวิทยา ยาสูบท่ีมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารที่มีเกลือ 
(NaCl) ความเขมขน 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% ถึงแมวาจะมีการเพิ่มน้ําหนักสดในอัตราท่ีลดลงเม่ือเทียบกับ
อาหารที่มีเกลือ (NaCl) ท่ีระดับ 0 – 1% แตใบยังคงมีสีเขียว สามารถเจริญเติบโตได ในขณะท่ียาสูบปกติ
ใบจะเหลืองซีด การตอบสนองตออาหารไมดี ขอบใบมวน และมีบางสวนเปล่ียนเปนสีน้ําตาลออนเม่ือ
เล้ียงบนอาหารที่เติมเกลือ (NaCl) ความเขมขน 2.5 และ 3.0% (Figure 10) เนื่องจากความเค็มมีผลกระทบ 
ตอกระบวนการเมตาโบลิซึมของพืชในหลายๆ ลักษณะ และยังมีผลใหมีการเปล่ียนแปลงท้ังทางกาย
วิภาคและลักษณะทางสัณฐานวิทยา เม่ือทําการเล้ียงในอาหารเดิมตอไปอีก 2 สัปดาห จากขอมูลเฉล่ีย
อัตราการรอดชีวิตพบวา ยาสูบท้ัง 2 ชนิด ยังคงมีอัตรารอดชีวิต 100% ท่ีระดับเกลือ (NaCl) 1.5% เทานั้น 
และจะคอยๆ ลดลงเม่ือความเขมขนของเกลือ (NaCl) สูงข้ึน โดยยาสูบท่ีมียีน CyP มีอัตราการรอดชีวิต 
80% และยาสูบปกติมีอัตราการรอดชีวิตเพียง 30% เม่ือเล้ียงบนอาหารที่เติมเกลือ (NaCl) 2.0% และจะ
ตายหมดเม่ือความเขมขนของเกลือ (NaCl) เพิ่มข้ึนเปน 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 การทดสอบความทนทานตอสภาวะขาดน้ํา (PEG 6000) 
จากการเพาะเล้ียงยาสูบปกติและยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ในอาหารที่มีสวนประกอบ

ของ PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 5, 10, 15 และ 20% เปนเวลานาน 3 สัปดาห เม่ือ
พิจารณาท่ีปจจัยชนิดพืชคือ ยาสูบปกติ กับยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP พบวามีความแตกตางกัน ใน
ยาสูบปกติ เม่ือเล้ียงบนอาหารที่เติม PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน 0 และ 5% จะมีอัตราการเพ่ิม
น้ําหนักสดเทากับ 0.75 และ 0.60 เทา และแตกตางกันทางสถิติกับยาสูบปกติท่ีเล้ียงบนอาหารที่เติม 
PEG 6000 ท่ีระดับ 10, 15 และ 20% ซ่ึงมีการเพิ่มน้ําหนักสดในอัตราท่ีลดลงเทากับ 0.31, 0.33 และ 
0.21 เทาตามลําดับ ในขณะที่อัตราการเพ่ิมน้ําหนักสดของยาสูบท่ีมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารท่ีเติม 
PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน ต้ังแต 0, 5, 10, 15 และ 20% มีคาระหวาง 0.71 – 0.86 เทา โดยไม
ตางกันทางสถิติในทุกระดับ และเม่ือพิจารณาจากปจจัยความเขมขนของ PEG 6000 พบวา ยาสูบท่ีมี
ยีน CyP  เม่ือเล้ียงบนอาหารท่ีเติม PEG 6000 ความเขมขนทุกระดับ จะมีอัตราการเพ่ิมน้ําหนักสด
มากกวายาสูบปกติท่ีเล้ียงบนอาหาร PEG 6000 ท่ีความระดับความเขมขน 10, 15 และ 20% (Table 3) 
แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการทนทานตอสภาวะขาดนํ้าของยาสูบท่ีมียีน CyP ซ่ึงสามารถทนได
ถึงระดับความเขมขน 20% ในขณะท่ียาสูบปกติทนไดเพียงระดับความเขมขน 5% เทานั้น สวนการ
เจริญทางสัณฐานวิทยา รูปราง และสีใบ มีลักษณะท่ีสอดคลองกับปริมาณน้ําหนักสด   ท่ีเพิ่มข้ึน โดย
ยาสูบปกติไมมียีน CyP เม่ือเล้ียงบนอาหารที่มี PEG 6000 ท่ีระดับความเขมขน 10% ใบจะเร่ิมเหลือง
ซีด และท่ีระดับความเขมขน 15 – 20% จะแสดงใหเห็นถึงใบพืชท่ีมีลักษณะขาดน้ําอยางเห็น ไดชัดคือ 
ปลายใบ และขอบใบจะมวนตัว ซ่ึงเปนลักษณะการปดปากใบเพื่อลดการคายนํ้า สีของใบเหลืองซีด 
แหงกรอบ ในขณะท่ียาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP ใบยังคงเขียว และสามารถเติบโตไดตามปกติ 
(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. 

 

จากผลการทดลองดังกลาว ยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP สามารถทนทานตอสภาวะเค็มของ
เกลือ (NaCl) ไดท่ีระดับความเขมขน 2.0 และ 2.5% โดยยังคงมีอัตราการรอดชีวิต 50% ข้ึนไป และ
สามารถทนตอสภาวะขาดนํ้าไดท่ีระดับความเขมขน 15 – 20% ท้ังนี้ยีน CyP อาจมีผลตอการสังเคราะห
เอนไซม หรือโปรตีน ซ่ึงทําใหพืชสามารถบรรเทาความเปนพิษของเกลือ โดยการสรางกลไกใน
ลักษณะตางๆ เชน กลไกการหลีกเล่ียง (avoidance mechanism) โดยหลีกเล่ียงการสะสมเกลือในไซ
โตพลาสซึมจนถึงระดับท่ีเปนพิษ หรือ สรางระบบเอนไซมตางๆ ท่ีมีความสามารถในการทนตอความ
เขมขนของเกลือสูง โดยการท่ีเอนไซมบางชนิดยังคงมีกิจกรรมไดเปนปกติ แมจะไดรับอิทธิพลจาก
ความเค็ม (ชาญวิทย, 2537) หรือมีผลตอการสรางสารประกอบไนโตรเจนและคารโบไฮเดรตท่ีละลาย
น้ําไดเพิ่มมากข้ึนในเซลล มีการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาล เพื่อลดคาชลศักย (osmotic potential) 
ภายในเซลล และทําใหเกิดการออสโมซิสของน้ํากลับเขามาในเซลล (reverse osmosis) ใหมากข้ึน 
เพื่อชะลอการไมใหแรงดันเตงลดลง ทําใหเซลลรักษาสภาพเอาไวได (ชุมพล, 2555) อยางไรก็ตามใน

CPEG 0% GPEG 0% 

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

CPEG 15% GPEG 15% CPEG 20% GPEG 20% 
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พืชแตละชนิดหรือพืชชนิดเดียวกันแตคนละสายพันธุ จะมีการแสดงออกของยีนท่ีอยูในสภาพเครียด
แตกตางกัน จึงมีความจําเปนจะตองศึกษากลไกการทํางานของยีน CyP ในพืชท่ีไดรับการถายยีนนี้
โดยละเอียดตอไป 

 

สรุปผลการทดลอง 
1. การโคลนยีน CyP จากจีโนมิกดีเอ็นเอของขาวฟางพันธุอูทอง 1 และสุพรรณบุรี 60 พบวา 

ยีนท่ีสังเคราะหไดมีขนาด 1062 คูเบส เม่ือวิเคราะหโครงสรางของยีน พบวา ยีนท่ีไดมีสวนประกอบ
ครบท้ังยีน มีลําดับนิวคลีโอไทดในสวนท่ีมีการแสดงออก (ORF) จํานวน 519 คูเบส สามารถแปล
รหัสเปนลําดับเปปไทดของยีน CyP จํานวน 172 amino acid และยีนท่ีไดมีความเหมือนอยางสูงกับยีน 
CyP ท่ีพบในออย และขาวโพด โดยมีคา % Max Identity เทากับ 91% และ 90% ตามลําดับ  

2. การสรางชุด Cassette ยีน โดยการเชื่อมตอช้ินยีน CyP ขนาด 519 คูเบส เขากับ plant 
expression vector (pCAMBIA2300) ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร 35SCaMV และเทอรมิเนเตอร 
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) พบวา ยีน CyP มี
การแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน และสังเคราะหโปรตีนไดปริมาณมากท่ีสุด เม่ือถูกชักนําดวย 
3mM  IPTG เปนเวลา 6 ช่ัวโมง และโปรตีนท่ีไดมีขนาด ~ 18.4 kDa  

4. การถายฝากชุดยีน pCAMBIA2300 – CyP เขาสูใบยาสูบ โดยการใชเช้ืออะโกรแบคทีเรียม 
สามารถคัดเลือกตนยาสูบบนอาหารคัดเลือกท่ีเติมสารปฏิชีวนะ kanamycin เขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 
พบตนยาสูบท่ีสามารถพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณตอไปได จํานวน 25 ตน  

5. การตรวจสอบการปรากฏของยีน CyP ในยาสูบ โดยใชเทคนิค PCR พบตนยาสูบท่ีมียีน 
CyP ท้ังหมด 10 ตน คิดเปนประสิทธิภาพในการถายยีนไดรอยละ 40  

6. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CyP ในยาสูบ โดยการทดสอบความทนทานตอ
สภาวะเครียด ไดแก ความทนเค็มและความทนสภาวะขาดนํ้า พบวา ตนยาสูบท่ีไดรับการถายยีน CyP 
มีความทนทานตอสภาวะเครียดดังกลาวไดดีกวาตนยาสูบท่ีไมไดรับการถายยีน CyP ท่ีใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
แสดงวายีน CyP ท่ีโคลนไดมีการแสดงออกในพืช  

การนําไปใชประโยชน : ไดนําชุดยีน CyP ไปถายฝากเขาสูถ่ัวเหลืองเพ่ือใหทนตอสภาวะ
แวดลอมไมเหมาะสม ซ่ึงขณะน้ีอยูในข้ันตอนการชักนําแคลลัสท่ีไดรับการถายยีนใหพัฒนาเปนตนท่ี
สมบูรณ สําหรับนําไปปลูกคัดเลือกตอไป นอกจากนี้ยังมีการนําเทคโนโลยีการโคลนยีนมา
ประยุกตใชในการพัฒนาและโคลนยีนท่ีมีประโยชนในดานอ่ืนๆ ไดสําเร็จ เชน ยีน OsSKIPa ซ่ึงเปน
ยีนท่ีเกี่ยวของกับความทนตอสภาวะแวดลอมไมเหมาะสมอีกยีนหนึ่ง และไดมีการนํายีน OsSKIPa 
ไปศึกษาการถายฝากยีนเขาสูถ่ัวเหลืองเพื่อใหทนตอสภาวะแวดลอมไมเหมาะสม สําหรับนําไปใชใน
กระบวนการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อรองรับปญหาอันเกิดจากสภาวะโลกรอนไดในอนาคต 
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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) 


