
4. ผลการวจิยั 

   จากการท่ีไดร้ายงานไวแ้ลว้วา่โปรตีนเลกติน2 (lectin2) ท่ีตาขา้งของหวัแก่นตะวนัลดปริมาณลง
เม่ือตาขา้งเกิดการกระตุน้การงอก  (พรพิมล เจียระนยัปรีเปรม และคณะ 2552)        เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลเพิ่มเติม
เก่ียวกบัเลกติน2  ท่ีอาจช่วยอธิบายหนา้ท่ีตามธรรมชาติของเลกติน2 น้ี   จึงศึกษาวา่เลกติน2 อยูส่่วนใดของ
เซลล ์   ใชต้าขา้งระยะท่ี 1 เพราะเป็นระยะท่ีเลกติน2 ยงัไม่ลดปริมาณ จากการสกดัโปรตีนแบบแยกส่วน
เซลลใ์นตาขา้งระยะท่ี 1 ของหวัแก่นตะวนั พบแถบของโปรตีนตรงบริเวณเดียวกนักบัโปรตีนเลกติน2 ท่ีตา
ขา้งระยะท่ี 1  อยูใ่นสารสกดัจากผนงัเซลล ์(ภาพท่ี 1)  แสดงวา่โปรตีนเลกติน2 อยูท่ี่ผนงัเซลล ์    ไม่อยูใ่นไซ
โตพลาสซึมหรือท่ีเยือ่  ยนืยนัแถบของโปรตีนเลกติน2 ดว้ยการไม่พบแถบโปรตีนน้ีในสารสกดัโปรตีนรวม
จากตาขา้งระยะท่ี 3 ซ่ึงเป็นตาระยะท่ีไม่มีโปรตีนเลกติน2 

 

 

ภาพที่ 1  แบบแผนโปรตีนของสารสกดัโปรตีนแบบแยกส่วนเซลล์จากตาขา้งหัวแก่นตะวนั เปรียบเทียบ

  กบัสารสกดัโปรตีนรวมจากตาขา้งระยะท่ี 1  

 M: low molecular weight marker 
 1: โปรตีนรวมจากตาขา้งระยะท่ี 1  2: โปรตีนจากส่วนไซโตพลาสซึม 
 3: โปรตีนรวมจากตาขา้งระยะท่ี 3  4: โปรตีนจากส่วนเซลลเ์มมเบรน 
 5: โปรตีนรวมจากตาขา้งระยะท่ี 1  6: โปรตีนจากส่วนผนงัเซลล ์
 7: โปรตีนรวมจากตาขา้งระยะท่ี 3 

 
 



 18 

ในการสกดั RNA  ใช ้2 วธีิ คือ ใช ้RNeasy  Plant mini kit (Qaigen) และใช ้TRIzol kit  ไดผ้ลดงั
แสดงในภาพท่ี 2   ปรากฏวา่ ทั้งสองวธีิสามารถใชส้กดั RNA ได ้แต่ในการวจิยัต่อไปน้ีจะใชว้ธีิของ TRIzol 
kit เพราะสามารถสกดั RNA ปริมาณมากได ้

                                                            ก.    

                                 M       1       2       3       4      5 

 

 

 

 

 

 

                                                

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2  ผลการสกดั RNA ดว้ย Qaigen kit  (ก.)  วเิคราะห์ดว้ย FA gel  และการสกดัดว้ย TRIzol kit (ข.) 

   วเิคราะห์ดว้ย TBE gel  (ตวัเลขในภาพหมายถึงระยะตาขา้งท่ีใชส้กดั RNA) 

 

28S 

 

18S 

ข. 
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  ในการศึกษาการแสดงออกท่ีระดบัยนีดว้ยเทคนิค RT-PCR จ าเป็นจะตอ้งมีตวัควบคุม เรียกวา่เป็น 

internal control  เพื่อบ่งบอกปริมาณการแสดงออกของยีนท่ีสนใจจะศึกษา  การเลือกยนีเพื่อใช ้mRNA ของ

ยนีนั้นเป็น internal control จะใชย้นีท่ีมีการแสดงออกตลอดเวลาภายในเซลล์ (constitutive expression) และ

มีระดบัการแสดงออกคงท่ีหรือมีการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุดในสภาวะท่ีตอ้งการจะศึกษา ในขณะท่ียนีท่ีสนใจ

จะศึกษาอาจมีการเปล่ียนแปลงไดใ้นภาวะเดียวกนันั้น  งานวจิยัต่างๆมีการเลือกใช ้ internal control แตกต่าง

กนัไปหลายชนิดข้ึนกบัวตัถุประสงคข์องงานวิจยั  เช่น  -tubulin  actin  18S rRNA  เป็นตน้ 

ในการวจิยัน้ีทดลองท า RT-PCR ของ 18S rRNA ออกแบบไพรเมอร์โดยใชล้ าดบัเบส consensus 

sequence เป็นหลกั โดยเร่ิมจากการหาล าดบัของ 18S rRNA ในฐานขอ้มูลของ NCBI  พบล าดบัของ Arab-

idopsis thaliana 18S rRNA (accession No. X16077.1)  เม่ือเปรียบเทียบกบั 18S rRNA ของพืชหลายชนิด

ตามการรายงานของ Nolan et al. (2002) พบช่วงล าดบัท่ีเป็น high homology แกไ้ขล าดบัเบสของ A thaliana 

18S rRNA (No. X16077.1) ตรงบริเวณท่ีไม่อนุรักษใ์หส้อดคลอ้งกบั consensus sequence ไดช่้วงล าดบัเบส

ตามภาพท่ี 3  น าล าดบัเบสไดว้เิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Nucleotide blast และโปรแกรม primer blast เพื่อหาคู่

ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมต่อไป 

 
 
 
GAGCAGGCGCGCAAATTACCCATCCTGACACGGGGAGGAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCAAAC
GAGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACC
TTGGGATGGGTCGGGCCGGTCCGCCTTTGGTGTGCACCGGTCGACTCGTCCCTTCGGTCGGCGATACGCTCC
TGGTCTTAATTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTA
CGCTCTGGATACATTAGCATGGGATAACATCATAGGATTTCGATCCTATTGTGTGCCC 

 
ภาพที ่3    ช่วงล าดบัเบสของ 18S rRNA ท่ีแกไ้ขเปล่ียนแปลงเพื่อออกแบบไพรเมอร์ ล าดบัขีดเลน้ใตเ้ป็น  
                 ล าดบัท่ีเปล่ียนแปลง  
 
 
 
 หลงัจากการใชโ้ปรแกรม Primer blast ไดคู้่ไพรเมอร์ออกมาหลายคู่ จากนั้นก็น าล าดบัของคู่ไพร
เมอร์มาเปรียบเทียบกบัผลการ alignment จาก Nucleotide Blast  เม่ือตรวจดูความเหมาะสมจากเกณฑ ์4 ขอ้ 
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คือ (1) ไม่สั้นกวา่ 20 bp    (2) %GC ไม่นอ้ยกวา่ 50%   (3) มีโอกาสต ่าในการเกิดการจบัคู่ระหวา่งเส้นไพร-
เมอร์ เพื่อลดการเกิด primer dimmer และ (5) ไม่เกิดพนัธะไฮโดรเจนจบักนัเองระหวา่งคู่เบสภายในเส้น
เลือกคู่ไพรเมอร์ได ้1 คู่ ดงัแสดงในตารางดา้นล่างน้ี  
 

Sequence (5'-> 3') Length 
(bp) 

Starting 
sequence 

Ending 
sequence 

%GC Product 
Length (bp) 

F: 
ACAATACCGGGCTCAAACGA 

20 53 72 50 244 

R: 
CAATTAAGGCCAGGAGCGTA 

22 296 277 50 

  
 ในการทดลองน้ีไดท้  าการดดัแปลงล าดบัของไพรเมอร์ เพิ่มเติม เพื่อใหไ้พรเมอร์จบัล าดบัเป้าหมาย
ไดดี้ข้ึน โดยเพิ่มเบสอีก 2 ตวั (TC) ท่ีปลาย 3' ของ reverse primer (R) ผลออกมาดงัตาราง ขนาดของ RT-
PCR product ท่ีคาดวา่จะได ้คือ 244 bp  
 

Sequence (5'-> 3') Length 
(bp) 

Starting 
sequence 

Ending 
sequence 

%GC Product  
Length (bp) 

F: ACAATACCGGGCTCAAACGA 20 53 72 50 244 
R: 
CAATTAAGGCCAGGAGCGTATC 

22 296 277 50 

 
 หลงัจากการดดัแปลงล าดบัเบสแลว้ น าไปตรวจสอบดว้ยโปรแกรม Primer Blast  ในขั้นสุดทา้ย
พบวา่คู่ primer มีความจ าเพาะต่อเป้าหมายและจะไม่จบักบับริเวณอ่ืนท่ีอยูภ่ายในล าดบัของเป้าหมาย 
 เม่ือตรวจสอบไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาพบวา่ ไม่มีโอกาสเกิดการจบัคู่เบสภายในเส้นไพรเมอร์แต่มี
โอกาสเกิด  primer dimer  จากคู่ไพรเมอร์ท่ีเลือกใชใ้นการทดลอง แสดงใหเ้ห็นดงัน้ี 
  
  5' ACAATACCGGGCTCAAACGA 3' 
  3' CTATGCGAGGACCGGAATTAAC 5' 
 จากล าดบัของคู่ไพรเมอร์ท่ีเลือกใชน้ี้หากเกิด primer dimer ข้ึนจะมีขนาดประมาณ 24 bp  อยา่งไรก็
ตามโอกาสเกิด primer dimer ไม่สูงนกั และอาจมี mismatch  ของคู่เบสท่ีปลายดา้นหน่ึงท่ีเป็นการจบัคู่ A-C 
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ซ่ึงแมว้า่จะเกิดพนัธะจบักนัได ้แต่ไม่คงตวัเน่ืองจากเกิดข้ึนไดเ้ฉพาะเม่ือ A และ C อยูใ่นสภาพ tautomeric 
structure 
 ผลการท า RT-PCR ของ 18S rRNA จากตาขา้งท่ีหวัแก่นตะวนัทั้ง 6 ระยะ ดว้ยคู่ไพรเมอร์ PCR
ดงักล่าว คือ forward primer (ACAATACCGGGCTCAAACGA) และ reverse primer (CAATTAAGGCCA 
GGAGCGTATC ) ท่ี annealing temperature 58 องศาเซลเซียส เม่ือตรวจสอบดว้ยผลิตภณัฑ์ PCR พบแถบ
เด่ียวท่ีขนาดประมาณ 244 bp ของ  18S rRNA ตามท่ีคาดคะเนไว ้ (ภาพท่ี 4) เม่ือน าไปยนืยนัดว้ยการ
วเิคราะห์ล าดบัเบส และท า Nucleotide blast พบวา่เป็นล าดบัของ 18S rRNA (ภาพท่ี 5)    อยา่งไรก็ตามผล
การทดลองภาพท่ี 4 แสดงวา่ ขณะท่ีตาขา้งเกิดการงอก ระดบั 18S rRNA เพิ่มข้ึน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4    ผลิตภณัฑ์ RT-PCR ของ 18S rRNA (cDNA 200 นาโนกรัม , PCR 25  รอบ) 
    M: 100 bp DNA ladder marker 
                  1: ตาขา้งระยะท่ี 1  2: ตาขา้งระยะท่ี 2 
                 3: ตาขา้งระยะท่ี 3  4: ตาขา้งระยะท่ี 4 
     5: ตาขา้งระยะที 5  6:  negative control 
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 Query หมายถึง ล าดบัท่ีตอ้งการวเิคราะห์  ในท่ีน้ีหมายถึงล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์RT-PCR ของ 
18S RNA ท่ีไดจ้าการทดลอง 
 Sbjct   หมายถึง ล าดบัอา้งอิง ในท่ีน้ีคือ ล าดบัเบสของ 18S rRNA ของ Arabidopsis thaliana 
 
 
 
รูปที ่5   ผลการวเิคราะห์ล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์RT-PCR  ของ 18S rRNA และการวิเคราะห์ดว้ย  
 และการวเิคราะห์ด้วย Nucleotide Blast 
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 ในการศึกษาการแสดงออกดว้ยวิธี RT-PCR ของยีน lectin2    คู่ไพรเมอร์ท่ีใชศึ้กษามี 3 คู่ ดงัท่ี
รายงานไวแ้ลว้ (สุพร นุชด ารงคแ์ละคณะ 2553)  ไดแ้ก่ คู่ของ Nakagawa et al. (2000) ซ่ึงก าหนดเป็น F-R1 
และคู่ท่ีไดจ้ากการออกแบบ reverse primer ใหม่เพื่อใชก้บั forward primer (F) ของ Nakagawa et al. (2000) 
ซ่ึงก าหนดเป็น F-R2 และ F-R3 ตามล าดบั   คู่ F-R1 มีเป้าหมายท่ีช่วงล าดบัท่ี 82-525 bp ของ lectin2  cDNA(
ผลิตภณัฑ์ RT-PCR ขนาด 444 bp)   คู่ F-R3  มีเป้าหมายท่ีช่วงล าดบัท่ี 82-493 bp ของ lectin2  cDNA(
ผลิตภณัฑ์ RT-PCR ขนาด 412 bp)  คู่ F-R2  มีเป้าหมายท่ีช่วงล าดบัท่ี 82-758 bp ของ lectin2  cDNA(
ผลิตภณัฑ์ RT-PCR ขนาด 677 bp)  ล าดบั R2 (CCTTTTGCGGAGAACAG) อยูบ่ริเวณทางดา้นปลาย 3' 
ใกลบ้ริเวณของ poly A tail ของ lectin2 cDNA  แต่ท่ีรายงานไวคู้่ไพรเมอร์ทุกคู่ยงัไม่ให้ผลการทดลองท่ีเกิด
แถบจ าเพาะของเป้าหมายเม่ือทดสอบโดยแปรความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด์ในปฏิกิริยา PCR   ใน
รายงานน้ีจะไดท้ดลองเพิ่มความจ าเพาะดว้ยวิธีการต่างๆ ไดแ้ก่ เพิ่มอุณหภูมิใน annealing step   ท า Hotstart 
PCR   ท า Touchdown PCR  ให้สาร formamide ตามความเหมาะสม  โดยทดสอบกบั RNA สกดัจากตาขา้ง
ระยะท่ี 1  
                                                                             

 ผลจากการตรวจสอบการใชง้านของคู่ไพรเมอร์ F-R1  อุณหภูมิ annealing ตามปกติ คือ 48 องศา
เซลเซียส เพื่อลดแถบผลิตภณัฑ ์PCR ไม่จ  าเพาะขนาด 670 bp ท่ีเกิดข้ึนคู่กบัแถบขนาดจ าเพาะ 444 bp  จึง
เพิ่มอุณหภูมิ annealing เป็น 50, 52 และ 54 องศาเซลเซียส ตามล าดบั (ภาพท่ี 6 ก., ข. และ ค., ภาพท่ี 7 ก.) 
การใชอุ้ณหภูมิ annealing 54 องศาเซลเซียสร่วมกบัปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด์ (1, 1.5, 
2, 2.5 มิลลิโมลาร์) (ภาพท่ี 7 ข.)  ยงัไม่สามารถก าจดัแถบขนาด 670 bp ได ้ในขณะท่ีการท า Hotstart PCR 
และ Touchdown PCR  (อุณหภูมิ annealing 58 องศาเซลเซียส ท า 8 รอบ และอุณหภูมิ annealing 50 องศา
เซลเซียส ท า 25 รอบ  ) ก็ยงัคงไม่มีการเปล่ียนแปลงและยงัไปเพิ่มผลิตภณัฑน์อกเป้าหมาย (non-specific 
PCR) ขนาดใหญ่อีกดว้ย (ภาพท่ี 7 ค.) 
 เม่ือวิเคราะห์ล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์ RT-PCR ขนาดท่ีคาดวา่เป็นเป้าหมายจ าเพาะ คือ ช้ิน DNA 
ขนาดประมาณ 444 bp พบวา่มีความเหมือน  (identity) ถึง 99% (ภาพท่ี 8) กบั cDNA ของ lectin2 แต่
เน่ืองจากบริเวณดงักล่าวเป็นช่วงล าดบัรหสั (coding sequences) ซ ้ าซอ้นกบัเลกตินชนิดอ่ืนๆดว้ย จึงเหมาะ
กบัการศึกษาการแสดงออกโดยรวมของยีนเลกตินทุกชนิดในตาขา้งหวัแก่นตะวนั  แต่ไม่เหมาะส าหรับการ
อธิบายการอสดงออกของ lectin2  
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                                ก.                                       ข.                                                ค. 

   
 
  
 

 รูปที ่6   ผลการเพิ่มอุณหภูมิ annealing ท่ี 48°C (ก.), 50°C (ข.), 52°C (ค.)  ดว้ยคู่ไพรเมอร์ F-R1, F-R2    
   และ  F-R3 ในตาขา้งระยะท่ี 1  (cDNA  100 นาโนกรัม, PCR  30 cycles) 

                 M: 100 bp DNA ladder marker 
                   1: F-R1          2: negative F-R1         
                   3: F-R2          4: negative F-R2       
                   5: F-R3           6: negative F-R3 
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                           ก.                                             ข.                                                    ค. 

     
 

 
 
รูปที ่7   ผลการเพิ่มอุณหภูมิ annealing ท่ี 54 องศเซลเซียส (ก.) , ผลของความเขม้ขน้แมกนีเซียมคลอไรด์ 

(MgCl2 ) ท่ี annealing ท่ี 54 องศเซลเซียส   (ข.) และการท า Hotstart PCR กบั Touchdown PCR (ค.) 
ดว้ยคู่ไพรเมอร์ F-R1  ในตาขา้งระยะท่ี 1 (cDNA  100 นาโนกรัม, PCR  30 cycles) 

              M: 100 bp DNA ladder marker 

                      ก.      ข.             ค. 
             1:  54  องศาเซลเซียส                1:  1 mM MgCl2                      1:  Hotstart PCR 

2:  negative control    2:  1.5 mM MgCl2         2:  negative Hotstart PCR 
      ของ 1.     3:  2 mM MgCl2        3:   Touchdown PCR 
       4:  2.5 mM MgCl2        4:   Touchdown PCR 
       5: negative control 
                                                                          ของ 1-4 
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 Query หมายถึง ล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์RT-PCR (670 bp)โดยคู่ไพรเมอร์ F-R2ท่ีไดจ้าการทดลอง 
Sbjct  หมายถึง ล าดบัอา้งอิง ในท่ีน้ีคือ ล าดบัเบสของ lectin2 cDNA ของ Helianthus tuberosus (แก่นตะวนั) 
 

 AF064030.1 Helianthus tuberosus lectin2 mRNA  

 Score =  702 bits (380),  Expect = 0.0 

 Identities = 389/393 (99%), Gaps = 1/393 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  3    GGGGAGGT-ATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGATTACTTCGA  61 

            |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  119  GGGGAGGTAATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGATTACTTCGA  178 

 

Query  62   TCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGACAAAGATA  121 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  179  TCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGACAAAGATA  238 

 

Query  122  ATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAACAATTACCT  181 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  239  ATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAACAATTACCT  298 

 

Query  182  TTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTATCACATGA  241 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 

Sbjct  299  TTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTATCAGATGA  358 

 

Query  242  CAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATTCGGCACGG  301 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  359  CAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATTCGGCACGG  418 

 

Query  302  TGGCTGGTTCGAGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATTCTTTGGAA  361 

            ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 

Sbjct  419  TGGCTGGTTCGCGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATTCTTTGGGA  478 

 

Query  362  ACAGTGGAGACGTCCTTGACTCGATTGGTGGCG  394 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  479  ACAGTGGAGACGTCCTTGACTCGATTGGTGGCG  511 

 
 

ภาพที ่8   ผลการหาล าดบัเบสและการวเิคราะห์ดว้ย Nucleotide Blast ของผลิตภณัฑ ์RT-PCR ขนาด 440 bp            
ของคู่ไพรเมอร์  F-R1 
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 คู่ไพรเมอร์ของ F-R2 ปรากฏแถบผลิตภณัฑ์ RT-PCR หลกัท่ีขนาดประมาณ 670 bp (ใกลเ้คียงกบั
ขนาดท่ีคาดคะเนไดท้างทฤษฎีท่ี 677 bp) และแถบผลิตภณัฑ์นอกเป้าหมาย (non-specific band) ขนาดใหญ่
กว่า 800 bp  ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใหญ่กว่า cDNA ของ lectin2 จึงเป็นผลิตภณัฑ์ของยีนอ่ืน  การท า PCR ท่ี
อุณหภูมิ annealing 48 องศาเซลเซียสจนถึง 58 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 6 และ 9 ก.) ไม่สามารถก าจดั non-
specific band ดงักล่าวได ้ เม่ือปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด ์(ภาพท่ี 9 ข.) และการเพิ่มผล
ของการมีฟอร์มาไมด ์(formamide) ในปฏิกิริยา PCR เพื่อรบกวนการจบัของไพรเมอร์ (ภาพท่ี 9 ค.) พบวา่ยงั
ไม่สามารถยบัย ั้งการเกิดแถบท่ีไม่ตอ้งการดงักล่าวได ้ เม่ือน าแถบ PCR ท่ีขนาด 670 bp ไปวิเคราะห์ล าดบั
เบส พบวา่มีความเหมือน (identity) เป็น 99% กบั cDNA ของ lectin2 (ภาพท่ี 10) ตามท่ีคาดไว ้ อยา่งไรก็
ตามคู่ไพรเมอร์ดงักล่าวไม่มีความเหมาะสมในการศึกษาการแสดงออกระดบัยนีของเลกติน 2   
 ผลของการใช้คู่ไพรเมอร์ F-R3  ปรากฏแถบผลิตภณัฑ์ RT-PCR หลกั (major band) ท่ีขนาด
ประมาณ 410 bp ใกลเ้คียงกบัขนาดท่ีคาดคะเนไวใ้นทางทฤษฎีของเลกติน 2 คือ 412 bp และผลิตภณัฑ์นอก
เป้าหมาย (non-specific band) จ านวนหน่ึง   เม่ือเพิ่ม อุณหภูมิ annealing  สูงถึง 52 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 6 
ค.) สามารถยบัย ั้งไม่ใหเ้กิดผลิตภณัฑน์อกเป้าหมายนั้นไดอ้ยา่งสมบูณณ์  เหลือเพียงผลิตภณัฑ์หลกัท่ี 410 bp 
ดงักล่าว  น าไปยืนยนัดว้ยการวิเคราะห์ล าดบัเบสพบวา่เป็น เลกติน 2 ดว้ยความเหมือน (identity) 99% และ
บริเวณล าดบัเบสท่ีมีความแตกต่างกบัเลกตินอีก 3 ชนิด ยงัมีล าดบัเบสตรงกบัเลกติน 2 อีกดว้ย (บริเวณท่ี
แสดงสัญลกัษณ์ *) แสดงดงัภาพท่ี 11  ซ่ึงไพรเมอร์คู่ดงักล่าวน้ีจะถูกน าไปใชใ้นการศึกษาการแสดงออก
ระดบัยนีของเลกติน 2 ท่ีตาขา้งหวัแก่นตะวนั ทั้ง 6 ระยะ  
 

                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                ก.                                                   ข.                                           ค. 
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ภาพที ่9  ผลการเพิ่มอุณหภูมิ annealing จาก 48-58 องศาเซลเซียส  (ก.) , ผลของความเขม้ขน้ของ

แมกนีเซียมคลอไรด์ (ข.) และผลของฟอร์มาไมด์ (ค.)  ในปฏิกิริยา PCR ของคู่ไพรเมอร์ F-R2 ในตา
ขา้งระยะท่ี 1 (cDNA 100 นาโนกรัม  PCR 30 cycles) 

             M: 100 bp DNA ladder marker 
             ก.    1, 2 (negative control):    48 องศาเซลเซียส        3, 4 (negative control):  50 องศาเซลเซียส 
                    5, 6 (negative control):    52 องศาเซลเซียส        7, 8 (negative control):  56 องศาเซลเซียส                                      
                    9, 10 (negative control):  58 องศาเซลเซียส 

ข. 1-4:  แมกนีเซียมลอไรด ์1.0, 1.5, 2.0, 2.5  มิลิลิโมลาร์ตามล าดบั           
      5:  negative control    
ค. 1-4:  ฟอร์มาไมด ์1.0, 1.25, 2.5, 5.0%  ตามล าดบั           
      5:  negative control    
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ภาพที ่10   ผลการหาล าดบัเบสและการวเิคราะห์ดว้ย Nucleotide Blast ของผลิตภณัฑ์ RT-PCR 
ขนาด                
                  670 bp ของคู่ไพรเมอร์  F-R2 
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ภาพที ่10 (ต่อ) 

Query หมายถึง ล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์RT-PCR (670 bp)โดยคู่ไพรเมอร์ F-R2ท่ีไดจ้าการทดลอง 
Sbjct  หมายถึง ล าดบัอา้งอิง ในท่ีน้ีคือ ล าดบัเบสของ lectin2 cDNA ของ Helianthus tuberosus (แก่นตะวนั) 
 
Score = 1075 bits (582),  Expect = 0.0 

 Identities = 596/602 (99%), Gaps = 3/602 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  5    CGGA-CATGGGGAGGT-ATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGAT  62 

            |||| ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  111  CGGACCATGGGGAGGTAATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGAT  170 

 

Query  63   TACTTCGATCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGA  122 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  171  TACTTCGATCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGA  230 

 

Query  123  CAAAGATAATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAAC  182 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  231  CAAAGATAATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAAC  290 

 

Query  183  AATTACCTTTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTA  242 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  291  AATTACCTTTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTA  350 

 

Query  243  TCACATGACAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATT  302 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  351  TCAGATGACAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATT  410 

 

Query  303  CGGCACGGTGGCTGGTTCGAGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATT  362 

            ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  411  CGGCACGGTGGCTGGTTCGCGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATT  470 

 

Query  363  CTTTGGGAACAGTGGAGACGTCCTTGACTCGATTGGTGGCGTAGTTGTTCCTTAATCACA  422 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  471  CTTTGGGAACAGTGGAGACGTCCTTGACTCGATTGGTGGCGTAGTTGTTCCTTAATCACA  530 

 

Query  423  ACGCCTGATATGATGAAAATAAGAAGTTAAGGAAAGACTTCACGTTTGTAAAAGAGTTGT  482 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  531  ACGCCTGATATGATGAAAATAAGAAGTTAAGGAAAGACTTCACGTTTGTAAAAGAGTTGT  590 

 

Query  483  GACATTCAGCTCGTATTTGTGTGTATGCATCTTTCAATTTCGTCTCTCGTATTTGTGTGT  542 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  591  GACATTCAGCTCGTATTTGTGTGTATGCATCTTTCAATTTCGTCTCTCGTATTTGTGTGT  650 

 

Query  543  ATGCATCTTTCAATTTCGTCTCTCGTTTTATCTCGGGAAATAAGCTTTTATGATATATTA  602 

            |||| |||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  651  ATGCCTCTTTCAATTTCGTCTCTCGTTTT-TCTCGGGAAATAAGCTTTTATGATATATTA  709 

 

Query  603  CA  604 

            || 

Sbjct  710  CA  711 

 

 

 Score = 76.8 bits (41),  Expect = 2e-10 

 Identities = 44/45 (98%), Gaps = 1/45 (2%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  528  CTCGTATTTGTGTGTATGCATCTTTCAATTTCGTCTCTCGT-TTT  571 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  600  CTCGTATTTGTGTGTATGCATCTTTCAATTTCGTCTCTCGTATTT  644 
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* * 

 

Query หมายถึง ล าดบัเบสของผลิตภณัฑ ์RT-PCR (410 bp)โดยคู่ไพรเมอร์ F-R3 ท่ีไดจ้าการทดลอง 
Sbjct  หมายถึง ล าดบัอา้งอิง ในท่ีน้ีคือ ล าดบัเบสของ lectin2 cDNA ของ Helianthus tuberosus (แก่นตะวนั) 
Score =  673 bits (364),  Expect = 0.0 

 Identities = 371/374 (99%), Gaps = 1/374 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  11   CATGGGGAGGT-ATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGATTACTT  69 

            ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  116  CATGGGGAGGTAATGGTGGAAAACGCTGGTTGCAAACAGCTCATGGCGGTAAGATTACTT  175 

 

Query  70   CGATCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGACAAAG  129 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  176  CGATCATTATCAAAGGCGGAACTTGTATTTTCTCCATCCAGTTCGTATATAAGGACAAAG  235 

 

Query  130  ATAATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAACAATTA  189 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  236  ATAATATTGAATACCTTTCTGGACAATTTGGTGTTCAGGGTGACAAAGCTGAAACAATTA  295 

 

Query  190  CCTTTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTATCAGA  249 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  296  CCTTTGCGGACGATGAGGACATCACTGCGATCAGCGGAACTTTCGGAGCATATTATCAGA  355 

 

Query  250  TGACAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATTCGGCA  309 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  356  TGACAGTTGTTACATCGCTCACTTTTCAGACCAACAAAAAGGTTTATGGGCCATTCGGCA  415 

 

Query  310  CGGTGGCTGGTTCGCGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATTCTTTG  369 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  416  CGGTGGCTGGTTCGCGTTTCTCACTGCCTCTAACTAAGGGTAAGTTTGCCGGATTCTTTG  475 

 

Query  370  GGTACAGTGTAGAC  383 

            || |||||| |||| 

Sbjct  476  GGAACAGTGGAGAC  489  

   ต  าแหน่งเบสท่ีมีความจ าเพาะตอ่ lectin2 sequence (อยูใ่นล าดบัไพรเมอร์ R3) 

 
ภาพที ่11  ผลการหาล าดบัเบสและการวเิคราะห์ดว้ย Nucleotide Blast ของผลิตภณัฑ ์RT-PCR ขนาด               

410 bp ของคู่ไพรเมอร์  F-R3 
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ผลจากการท า RT-PCR เพื่อดูการแสดงออกของเลกตินรวมท่ีตาขา้งหวัแก่นตะวนัทั้ง 6 ระยะปรากฏ
แถบผลิตภณัฑท่ี์ขนาด 440 bp และ 700 bp (ภาพท่ี 12) โดยยนีเลกตินจะมีการแสดงออกในทุกช่วงระยะของ
การเจริญสังเกตจากการปรากฏของแถบขนาด 440 bp  ปริมาณของแถบขนาด 440 bp ลดลงท่ีระยะท่ี 4 ยงัไม่
ทราบวา่ท่ีขนาด 700 bp เป็นของยนีใด เพราะมีการเปล่ียนแปลงแบบไม่คงท่ี นอกจากน้ียงัปรากฏแถบบางท่ี
ขนาด 500 bp เพิ่มข้ึน เห็นไดช้ดัในระยะท่ี 4  

 

 

 

 
ภาพที ่12  ผลการท า RT-PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ F-R1  กบั RNA สกดัจากตาขา้งท่ีหวัแก่นตะวนั 6 ระยะ           

(cDNA 200 นาโนกรัม  PCR 25 cycles)                                                                                             
1-6   แทนระยะการเจริญของตาขา้ง  6 ระยะตามล าดบั                                                                        
7    เป็น negative control    

          

ผลจากการท า RT-PCR เพื่อดูการแสดงออกของ lectin2 ท่ีตาขา้งหวัแก่นตะวนั ดว้ย F-R3 (ภาพท่ี 
13) ปรากฏวา่ผลิตภณัฑเ์ป้าหมาย (410 bp) มีปริมาณสูงในตาขา้งท่ียงัไม่ถูกกระตุน้การเจริญในระยะท่ี 1      
ปริมาณผลิตภณัฑล์ดลงตามล าดบัเม่ือตาขา้งเร่ิมเกิดการเจริญในระยะท่ี 2 และ 3  จนกระทัง่ตรวจหาไม่ไดใ้น
ตาระยะท่ี 4-6   ผลการทดลองดงักล่าวน้ี ตรงขา้มกบัผลการท า RT-PCR ของ 18S rRNA  (ภาพท่ี 4)   ในการ
ท า RT-PCR  ดว้ย F-R3 เกิดผลท่ีคลาดเคล่ือนไปจากดงัท่ีแดงไวใ้นภาพท่ี 6 กล่าวคือเกิดผลิตภณัฑน์อก
เป้าหมายท่ีขนาดใหญ่กวา่ 1500 bp  โดยท่ีมีปริมาณค่อนขา้งคงท่ีตลอดทุกระยะของตา จึงไม่น่าจะมีผล
รบกวนการเกิดปฏิกิริยา PCR ของคู่ ไพรเมอร์กบับริเวณเป้าหมาย  ผลิตภณัฑน้ี์ไม่ใช่เป็นผลจากการมี DNA 
ปนเป้ือน  เน่ืองจากไพรเมอร์ทุกคู่ถูกทดสอบแลว้วา่ไม่เกิดปฏิกิริยา PCR กบั DNA 
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ภาพที ่13  ผลการท า RT-PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ F-R3  กบั RNA สกดัจากตาขา้งท่ีหวัแก่นตะวนั 6 ระยะ           

(cDNA 200 นาโนกรัม  PCR 25 cycles) 

                  M: 100 bp DNA ladder marker 
1-6 แทนระยะการเจริญของตาขา้งทั้ง 6 ระยะตามล าดบั                                                                              
7    เป็น negative control    

 

ในการวิเคราะห์การแสดงออกของ  Cu,Zn-SOD ในตาขา้งท่ีหวัเยรูซาเล็มอาร์ติโชกทั้ง 6 ระยะ ดว้ย
วธีิ RT-PCR  เร่ิมตน้โดยออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณล าดบัอนุรักษ ์(conserved sequences) ของยีน Cu, Zn-
SOD ในพืชชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ Maize (Zea mays)  Rice (Oryza sativa)  Chickpea (Cicer arietinum)  Chinese 
cabbage (Brassica rapa ssp.)  Thale cress (Arabidopsis thaliana) และ Tomato (Lycopersicon esculentum) 
จากฐานขอ้มูล GenBank   ผลจากการท า RT-PCR ของ Cu,Zn-SOD จากตาขา้งท่ีหวัเยรูซาเล็มอาร์ติโชกทั้ง  
6 ระยะ ดว้ยคู่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว ้ โดยใช้อุณหภูมิ annealing ท่ี 60 องศาเซลเซียสตามค่า Tm ได้
ผลิตภณัฑ ์RT-PCR แถบเด่ียวท่ีคาดวา่จะเป็นขนาดของ Cu, Zn-SOD ตามท่ีคาดคะเนไวท่ี้ 233 bp (ภาพท่ี 
14) เม่ือน าไปยืนยนัดว้ยการวิเคราะห์ล าดบัเบส พบวา่เป็นล าดบัส่วนหน่ึงของ Cu, Zn-SOD cDNA (ภาพท่ี 
15)  
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