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บทที ่1 

บทน ำ 
 

ภูมิหลัง 
Vacuolar H+-transporting Adenosine Triphosphatase (V-ATPase; EC 3.6.1.34)  ราตาจช์

ซัค (Ratajczak. 2000 : 17) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในขบวนการขนส่งสารแบบ Active 
Transport  พบได้ในเมมเบรนของเซลล์ เช่น Clathin Coated Vesicle, Chromaffin Granule, 
Endosome, Lysosome, Synaptic Vesicle, Golgi Derived Vesicle และ Tonoplast เป็นต้น  เอนไซม์ 
V-ATPase ประกอบด้วยสองส่วนหลักๆ ที่ท างานร่วมกัน คือ ส่วนของ V1 และ V0 ส่วนของ V1อยู่
บริเวณผิวของเมมเบรนมีคุณสมบัติเป็น hydrophilic ประกอบด้วยหน่วยย่อยต่างๆ 8 หน่วย คือ 
หน่วยย่อย A, B, C, D, E, F, G และ H  ท าหน้าที่เป็น Catalytic  ส่วนของ V0 ฝังตัวอยู่ในเมมเบรนมี
คุณสมบัติเป็น Hydrophobic ประกอบด้วยหน่วยย่อย 5 หน่วย คือ หน่วยย่อย a, c, c’, c” และ d ท า
หน้าที่เป็น Proton Translocation  วิลเคนส์, ชางและเช็ง (Wilkens, Zhang and Zheng. 2005 : 109)  
จากการศึกษาของแพนเดย์, ชางและอัสส์แมน (Pandey, Zhang and Assman. 2007 : 2325-2336)ใน 
Vicia faba พบว่า V-ATPase เกี่ยวข้องกับการขับเคลื่อนโปรตอนภายในเซลล์ โดยเฉพาะเซลล์คุม 
(Guard Cell) ที่ควบคุมการเปิดและปิดของปากใบ ซึ่งมีการตรึงแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ
เพื่อใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสง กลไกดังกล่าวเกี่ยวข้องกับการขับเคลื่อนโปรตอนเข้าสู่        
แวคิวโอล (Vacuole) ของเซลล์คุม ผ่าน Tonoplast โดยอาศัยตัวขับเคลื่อน (Pump) ซึ่งใช้พลังงาน
จากกระบวนการสลาย ATP (ATP Hydrolysis) เมื่อแวคิวโอลมีการสะสมโปรตอนสูงขึ้นจะเกิดแรง
ขับเคลื่อนโปรตอน (Proton Motive Force) เพื่อช่วยในการขนส่งประจุและสารตัวกลางต่างๆ ผ่าน
ช่องโปรตีน ที่อยู่บนโทโนพลาสต์เข้าสู่แวคิวโอล ส่งผลให้ศักย์ของน้ าภายในเซลล์คุมลดต่ าลงกว่า
เซลล์ข้ าง เคียง  น้ าจึงออสโมซิสเข้าสู่ เซลล์คุม เมื่อ เซลล์คุม เต่งปากใบจึงเปิดออกแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์จึงแพร่เข้าไปในใบ กอลล์แดคก์และดิทซ์  (Golldack and Dietz. 2001 : 1643-
1654) ศึกษาใน Mesembryanthemum crysallinum ซึ่งเป็นพืชทนเค็ม พบว่า มีการแสดงออกของยีน 
V-ATPase ในใบเพิ่มขึ้นเมื่อชักน าโดยความเค็ม  เชา, ชาง, แทง, ลัน, ลีและเลา (Zhou, Zhang, Tang, 
Lan, Li and Luo. 2011 : 375-380) ถ่ายโอนยีน AtNHX1 (Vacuolar Na+/H+ Antiporter Gene) ของ 
Arabidopsis thaliana ให้กับยาสูบพบว่า ยาสูบที่ได้รับการถ่ายโอนยีน AtNHX1 มีความต้านทานต่อ
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ความเค็มได้ดีกว่ายาสูบที่ไม่ได้รับการถ่ายโอนยีน บินเซล (Binzel. 1995 : 722-728) พบว่าในมะเขือ
เทศมีการแสดงออกของยีน V-ATPase Subunit A เพิ่มขึ้นเมื่อกระตุ้นด้วยความเค็ม  

เปลื้อง สุวรรณมณี, สมศักดิ์ โชคนุกูล, นวลพรรณ ศิรินุพงศ์, ธนพันธุ์ ปัทมานนท์, จารุวัตร 
จันทร์ประดิษฐ์, ภัทราวุธ จิวตระกูลและวันเพ็ญ นันทานุวัฒน์ (2552 : 92) ได้วิเคราะห์รูปแบบการ
แสดงออกของยีนในใบยางพารากลุ่มสายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตสูงและต่ าด้วยเทคนิค cDNA-AFLP 
สามารถคัดเลือก Transcription Derived Fragments (TDFs) ที่มีการแสดงออกมากในกลุ่มสายพันธุ์
ให้ผลผลิตสูง จ านวน 22 TDF  โดย TDFLEP083  มีล าดับนิวคลีโอไทด์ Homology กับ Vacuolar 
ATP Synthase Subunit G Plant ของ Ricinus communis (Accession no. GAHK01014188.1,           
E value = 1e-25)  

ดังนั้นในการวิจัยนี้จะสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน V-ATPase  G Subunit  ของ     
ยางพาราเพื่อใช้ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี  ส าหรับน าไปใช้ในการศึกษาโปรตีน              
V-ATPase G Subunit ในยางพารา เพื่อเป็นแนวทางในพัฒนายีน V-ATPaseไปใช้ประโยชน์ในการ
ปรับปรุงพันธุ์ยางพาราเพื่อให้ได้สายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตสูงทนทานต่อความความเค็มและความแห้ง
แล้งต่อไป 
 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
1. เพื่อสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ V-ATPase G Subunit จากยางพารา  
2. เพื่อสังเคราะห์รีคอมบิแนนท์โปรตีน V-ATPase  G Subunit  ของยางพาราในแบคทีเรีย 
E.coli BL21 StarTM(DE3) One Short® 
3. เพื่อเตรียมแอนติบอดีรีคอมบิแนนท์โปรตนี V-ATPase  G Subunit  ที่มีความจ าเพาะต่อ  
โปรตีน V-ATPase G Subunit ของยางพารา 

 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 
ได้แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน V-ATPase G Subunit ในยางพารา ส าหรับใช้เป็น

เคร่ืองมือในการปรับปรุงและคัดเลือกยางพาราสายพันธุ์ที่ทนแล้งและทนเค็มต่อไป 
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ขอบเขตของกำรวิจัย 
เพิ่มปริมาณ cDNA ยีน V-ATPase G Subunit  ของยางพาราด้วยเทคนิค PCR เชื่อมต่อ 

cDNA ของ V-ATPase G Subunit  เข้ากับ pET-Vector (+) Expression Vector โดยใช้เอนไซม์ T4 
DNA Ligase จากนั้นถ่ายรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E.coli DH5α TOP10 แล้ว 
Subclone เข้าสู่ เซลล์แบคทีเรีย E.coli BL21 StarTM(DE3) One Short®

 เหนี่ยวน าให้เซลล์สังเคราะห์ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน V-ATPase  G Subunit  ของยางพารา และแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยวิธี 
SDS-PAGE แล้วฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณคอและสะโพกของกระต่ายสายพันธุ์ New Zealand White  
อายุประมาณ 3 เดือน ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน V-ATPase  G 
Subunit  และโปรตีน V-ATPase G Subunit ของยางพาราโดยวิธี Western Blot   
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