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ขมิ้นชันเป็นพืชสมุนไพรที่น ามาใช้เป็นอาหาร รวมทั้งยารักษาโรคต่างๆ เนื่องจากสาร  
เคอร์คูมินอยด์ที่อยู่ในส่วนเหง้าของขมิ้นชัน มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ ยีนที่เกี่ยวข้องใน
กระบวนการสร้างสารเคอร์คูมินอยด์เป็นยีนในกลุ่ม typeIII polyketide synthase ที่ส าคัญ ได้แก่   
ยีน diketide Co-A synthase (DCS) และ curcumin synthase (CURS) ในงานวิจัยนี้ได้ถ่ายยีน DCS 
และ CURS1 เพื่อชักน าการเกิด RNA interference โดยเร่ิมจากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อขมิ้นชันบน
อาหารสูตร MS ที่เติม BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเพิ่มจ านวนยอดและรากได้ ต่อมาท าการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ขนาด 196 และ 229 คู่เบส ตามล าดับ และแทรกชิ้นส่วนยีน
เข้าสู่พลาสมิดโดยอาศัยกระบวนการ Gateway® recombination จากนั้นถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ยอดอ่อน
ขมิ้นชันโดยอาศัย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 พบยอดที่สามารถเจริญบน
อาหารคัดเลือกที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 3 
และ 4 ต้น (คิดเป็น 0.6 และ 0.8 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนโดยใช้ไพรเมอร์
ของยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) พบต้นที่มีแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 1 และ 4 ต้น 
ตามล าดับ จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ พบการแสดงออกของยีนทั้ง
ในส่วนโคนตน้และใบ โดยต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และ CURS1 ที่ตรวจพบยีนเคร่ืองหมาย      
มีความเข้มของแถบดีเอ็นเอและปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน   
พีซีอาร์น้อยกว่าต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน จ านวน 1 และ 2 ต้น ตามล าดับ แสดงว่าบริเวณที่ออกแบบ
ยีน DCS และ CURS1 ที่ใช้ในคร้ังนี้เป็นบริเวณที่มีความส าคัญ สามารถลดการแสดงออกของยีนได้
ส าเร็จ  
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Turmeric (Curcuma longa L.) is a beneficial herb used in food additives and traditional 
medicines because of the antioxidant activity of curcuminoid substances in the rhizome. 
Curcuminoids are synthesized by two type III polyketide synthase genes, namely diketide Co-A 
synthase (DCS) and curcumin synthase (CURS) genes. In this study DCS and CURS1 genes were 
transformed into turmeric to induce RNA interference. In vitro propagation of shoot on MS 
medium supplemented with 2 mg/l BA induced shoots and roots after 6 weeks. DNA fragments 
of 196 bp of DCS and 229 bp of CURS1 were amplified from genomic DNA of turmeric and 
constructed into RNAi expression vector using Gateway® recombination system. Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 was used to transform turmeric shoot. 3 (0.6%) and 4 (0.8%) putative DCS 
and CURS1 transformed plants were obtained. One of the DCS and all of the CURS1 transformed 
plants showed the presence of hpt marker gene by PCR. The expression of the target genes were 
also reduced in one DCS transformed plant with positive hpt gene and two CURS1 transformed 
plants. The result indicated that the region of DCS and CURS1 genes in this construct were 
successfully used for downregulation of these genes expression.  
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DCS ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีนเคร่ืองหมาย     45 

20 แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบต้นที่ได้รับการถ่ายยีน  
CURS1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีนเคร่ืองหมาย     46 

 21 แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของ 
  ยีนของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ด้วยปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์  
  (RT-PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน    47 
 22 แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของ 
  ยีนของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 ด้วยปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์  
  (RT-PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน    48 

23 แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพือ่ตรวจสอบระดับการแสดงออกของ 
 ยีนของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ด้วยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน 

พีซีอารแ์บบกึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-quantitative RT-PCR)      49 

 



(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
 ภาพท่ี    หน้า 
 

24 แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของ 
 ยีนของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 ด้วยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน 

พีซีอารแ์บบกึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-quantitative RT-PCR)      50 
 
ภาพผนวกท่ี  
 
 1 บริเวณที่ออกแบบไพรเมอร์ของยีน DCS และ CURS1 จากฐานขอ้มูล      65 
 2 แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน DCS ขนาด 196 คู่เบส กับฐานข้อมูล     66 

3 แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน CURS1 ขนาด 229 คู่เบส กับฐานข้อมูล    67 
4 แผนที่พลาสมิด pGEM®-T Easy vector         68 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



(6) 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 
bp  = base pair 
CaCl2   =  calcium chloride  
ccdB   = colorado criminal defense Bar 
cDNA   =  complementary deoxyribonucleic acid 
CHS  =  chalcone synthase  
CTAB  = cetyl trimethyl ammonium bromide 
DEPC  = diethyl pyrocarbonate 
DMSO  = dimethyl sulfoxide 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
dNTP   =  deoxynucleotide-5'-triphosphate 
E. coli   =  Escherichia coli  
EDTA  = ethylenediamine tetraacetic acid 
IPTG  = isopropyl-ß-D-thiogalactoside 
LB =  Luria-Bertani broth 
MgCl2 =  magnesium chloride 
NaCl  = sodium chloride 
OD =  optical density 
PCR  = polymerase chain reaction 
PKS  = polyketide synthase 
PVP  = polyvinylpyrrolidone 
RNA  = ribonucleic acid 
RNase   =  ribonuclease 
rRNA  = ribosomal ribonucleic acid 
RT-PCR = reverse transcription-polymerase chain reaction 
Taq  = Thermus aquaticus 
TE buffer = Tris-EDTA buffer 
Tris  = 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 
X-gal  = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactopyranoside 

 



 

การถ่ายยีนเพื่อให้เกิด RNA interference ของยีนที่ใช้สังเคราะห์สารเคอร์คูมินอยด์ 

ในขม้ินชัน (Curcuma longa L.) 
 

Transformation for RNA Interference of the Curcuminoid Biosynthetic Genes in 

Turmeric (Curcuma longa L.) 
 

ค าน า 
 

ขมิ้นชันเป็นพืชที่คนไทยคุ้นเคยและรู้จักมาแต่โบราณ น ามาใช้แต่งสี แต่งกลิ่น และรสของ
อาหาร เช่น แกงเหลือง แกงไตปลา ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร เป็นแหล่งสีธรรมชาติที่ให้ความปลอด 
ภัยมากกว่าสีสังเคราะห์ ตลอดจนเป็นสมุนไพรรักษาโรคต่างๆ เน่ืองจากมีคุณประโยชน์ต่อร่างกาย 
โดยพบงานวิจัยขมิ้นชันอย่างมากมาย จากงานวิจัยทางด้านการแพทย์ พบว่ามีประโยชน์ต่อระบบ
ทางเดินอาหาร โดยช่วยลดอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ ช่วยย่อยอาหาร บ ารุงตับ ลดการเจ็บป่วยจากโรค
ล าไส้เร้ือรัง มีประโยชน์ต่อระบบหัวใจ หลอดเลือดหัวใจและสมอง ลดการตายของกล้ามเนื้อหัวใจ 
และป้องกันเซลล์สมองตายจากการขาดเลือด อีกทั้งสามารถช่วยยับยั้งเซลลม์ะเร็งหลายชนิด ได้แก่ 
มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งต่อมน้ าเหลือง มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว มะเร็งปอด มะเร็งตับ มะเร็งเต้านม มะเร็งรังไข่ และมะเร็งปากมดลูกอีกด้วย นอกจากนั้นยัง
ช่วยบ ารุงสมอง รวมถึงอาจช่วยเร่ืองอัลไซเมอร์ และฆ่าเชื้อมาลาเรียได้ จึงมีการน ามาแปรรูปเป็น
ผลิตภัณฑ์สุขภาพ สารส าคัญที่ท าให้ขมิ้นชันมีฤทธิ์ในการรักษาโรคต่างๆ นั้นสะสมอยู่ในส่วนเหง้า 
ซึ่งเป็นล าต้นใต้ดินของขมิ้นชัน โดยเป็นสารส าคัญประเภทเคอร์คูมินอยด์ที่มีสีเหลือง มีคุณสมบัติ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ดี เคอร์คูมินอยด์ประกอบด้วยสาร 3 ชนิด ได้แก่ เคอร์คูมิน (curcumin)  
ดีเมทอกซีเคอร์คูมิน (demethoxycurcumin) และบิสดีเมทอกซีเคอร์คูมิน (bisdemethoxycurcumin) 
และสารส าคัญอีกประเภทที่อยู่ในเหง้าขมิ้นชัน คือ น้ ามันหอมระเหย ซึ่งมีสีเหลืองอ่อน ซึ่งประกอบ 
ด้วยเทอร์เมอโรน และซิงจิเบอรีน นอกจากนี้ ยังมีสารกลุ่มเซสควิเทอร์ปีน และโมโนเทอร์ปีนอ่ืนๆ อีก
หลายชนิด จึงมีความพยายามที่จะปรับปรุงพันธุ์ขมิ้นชัน เพื่อเพิ่มปริมาณสารเคอร์คูมินอยด์ที่มีอยู่
ภายในเหง้าของขมิ้นชัน ท าให้สามารถผลิตสารเคอร์คูมินอยด์ได้มากขึ้น และน ามาใช้ผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมได้ 

 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างสารเคอร์คูมินอยด์ในขมิ้นชันเป็นยีนในกลุ่ม typeIII 

polyketide synthase ที่ส าคัญ 2 ชนิด คือ diketide-CoA synthase (DCS) สังเคราะห์ diketide-CoA 
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ester จาก feruloyl-CoA และ malonyl-CoA และ curcumin synthase (CURS) ท าหน้าที่เปลี่ยน 
diketide-CoA ester เป็นสารเคอร์คูมินอยด์ งานวิจัยครั้งนี้ต้องการศึกษาหน้าที่ของยีนโดยใช้เทคนิค 
RNA interference โดยสร้างพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนของยีนหันในทิศทางตรงกันข้าม (inverted repeat) 
เมื่อถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์และเกิดการถอดรหัสจะท าให้เกิด hairpin RNA ซึ่งจะไปยับยั้งการแสดง 
ออกของยีนนัน้ ท าให้ไม่เกิดกระบวนการสร้างสารเคอร์คูมินอยด์ในเหง้าของขมิ้นชัน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

วัตถุประสงค ์
 

1.  หาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพื่อเพิ่มปริมาณยอดขมิ้นชัน 
 
2.  ถ่ายยีนเข้าสู่ต้นขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) โดยอาศัยเชื้อแบคทีเรีย Agrobacterium 

tumefaciens 
 
3.  ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน DCS และ CURS1 ภายหลังจากการถ่ายยีนโดยใช้

เทคนิค RNA interference 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

การตรวจเอกสาร 
 
1.  ขมิ้นชัน 
 
 ขมิ้นชัน เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Curcuma longa L. ชื่อ
สามัญ คือ turmeric หรือ curcuma ทั่วไปเรียกว่า ขมิ้น (ทั่วไป) ขมิ้นแกง ขมิ้นหยอก ขมิ้นหัว 
ขมิ้นชัน (ภาคกลาง ภาคใต้) ขี้มิ้น หมิ้น (ภาคใต)้ ตายอ (กะเหร่ียง-ก าแพงเพชร) สะยอ (กะเหร่ียง-
แม่ฮ่องสอน) (เต็ม, 2544)   
 
  1.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 
 ขมิ้นชันมีลักษณะเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี ล าต้นใต้ดินเป็นเหง้า มีทั้งเหง้าหลักที่
เจริญชูตั้ง รูปไข่ หรือรูปไข่แกมรี บางคร้ังเรียกเหง้าหลักว่า หัว ด้านข้างของเหง้าหลักแตกแขนงใน
แนวระนาบ แต่ละแขนงมักแตกย่อยต่อไปได้อีก 1-2 คร้ัง เหง้าแขนงรูปคล้ายทรงกระบอก หรือ
คล้ายนิ้วมือ ตรงหรือโค้งเล็กน้อย บางคร้ังเรียกเหง้าแขนงว่า แง่ง เนื้อเหง้าสีส้ม และ มีกลิ่นเฉพาะ 
ล าต้นเหนือดินเป็นล าต้นเทียมที่มีกาบใบเรียงซ้อนอัดแน่น สูงได้ถึง 1 เมตร หรือมากกว่า มีใบ 6-10 
ใบต่อต้น ใบเดี่ยว ออกสลับถี่ กาบใบยาว 40-60 เซนติเมตร แผ่นใบรูปรีหรือรีแกมขอบขนาน กว้าง 
10-20 เซนติเมตร ยาว 30-70 เซนติเมตร โคนใบสอบแคบหรือมน ปลายใบแหลมมาก ช่อดอกรูป
ทรงกระบอก กว้าง 5-9 เซนติเมตร ยาว 10-20 เซนติเมตร มีใบประดับจ านวนมาก รูปรีแกมขอบ
ขนาน เรียงเวียนถี่รอบแกนช่อดอก ใบประดับที่อยู่บริเวณโคนช่อดอกมีสีเขียวอ่อนหรือสีขาวแกม
เขียว ยาว 5-6 เซนติเมตร กว้าง 2-3 เซนติเมตร ขอบโคนใบประดับประกบติดกับใบประดับที่อยู่
ใกล้เคียงและติดกับแกนช่อดอกเกิดเป็นซอกคล้ายกระเปาะ ใบประดับที่อยู่บริเวณปลายช่อดอก มีสี
ขาวแกมเขียวอ่อน ปลายใบประดับมีแถบสีเขียวอ่อนหรือแถบสีชมพูอ่อน โคนใบประดับไม่ประกบ
ติดกันเป็นกระเปาะ ดอกออกในซอกกระเปาะใบประดับ 3-5 ดอกต่อซอก และทยอยบาน ดอกยาว
ประมาณ 5 เซนติเมตร กลีบเลี้ยงสีขาวใส ติดกันเป็นหลอดสั้น ปลายหยักไม่เท่ากัน กลบีดอกสีขาว 
โคนติดกันเป็นหลอดยาว ปลายผายและแยกเป็น 3 กลีบ เกสรตัวผู้ที่เป็นหมันแผ่เป็นกลีบขนาดใหญ่ 
3 กลีบ กลีบกลางรูปไข่กลับ สีเหลืองอ่อนและมีแถบสีเหลืองเข้มบริเวณกลางกลีบ สองกลีบข้างรูป
รีแกมขอบขนานสีเหลืองอ่อน เกสรตัวผู้ที่สมบูรณ์มีก้านสั้น อับเรณูเล็กเรียวและมีจงอย โอบรอบ
ก้านชูยอดเกสรตัวเมีย รังไข่ 3 ห้อง ผลกลมหรือรี แต่มักไม่ติดผล (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) 
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 1.2  แหล่งกระจายพันธุ์ 
 
 ขมิ้นชัน มีถิ่นก าเนิดในประเทศแถบเอเชียใต้ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ไม่ปรากฏ
หลักฐานที่ชัดเจนเกี่ยวกับแหล่งธรรมชาติในสภาพพืชป่า  มีข้อสันนิษฐานว่า ขมิ้นชันเป็นพืชปลูกที่ 
เกิดจากกระบวนการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติและมีโครโมโซม 3 ชุด ซึ่งเป็นหมัน มีการสืบทอด
พันธุ์กันต่อมา โดยวิธีการคัดเลือกพันธุ์ และปลูกขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ปัจจุบันมีเขตการกระจาย
พันธุ์ปลูกทั่วไปในภูมิภาคที่มีอากาศร้อนหรือร้อนชื้นทั่วโลก แหล่งที่ปลูกขมิ้นชันเป็นการค้าขนาด
ใหญข่องโลก คือ อินเดีย มีแหล่งอ่ืนบ้างแถบเอเชียตะวันออก และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ซึ่งเป็นทั้ง
ผู้ผลิตและผู้บริโภค (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) 
  
 1.3  การขยายพันธุ์ 
  
 ส่วนที่ใช้ขยายพันธุ์ คือล าต้นใต้ดินหรือเหง้า โดยการปลูกอาจใช้ท่อนพันธุ์ที่เป็นหัว
แม่ หรือแง่ง อายุปลูกที่พร้อมเก็บเกี่ยวตามฤดูกาลประมาณ 7-9 เดือน เมื่อครบอายุเก็บเกี่ยวตัดส่วน
แง่งส่งขายตลาด หัวแม่พันธุ์เก็บไว้เป็นต้นพันธุ์ปลูกในฤดูกาลต่อไป 
 
 1.4  สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม 
 
 พื้นที่ ขมิ้นชันเติบโตดีในดินเกือบทุกชนิดที่มีอินทรีย์วัตถุอุดมสมบูรณ์ ร่วนซุย มี
ความชื้น และมีการระบายน้ าดี ไม่ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมขัง เติบโตได้ดีในดินที่มีความเป็นกรด-
ด่างระหว่าง 5-7 ในสภาพดินที่มีความเป็นด่างจัด ดินเหนียวหรือดินลูกรังจะไม่เหมาะต่อการเติบโต
หรือพัฒนาการของเหง้า ขมิ้นชันสามารถปลูกได้ทั้งที่ราบหรือที่ลาดเอียง ตั้งแต่พื้นที่ระดับต่ าไป
จนถึงพื้นที่ระดับสูง 1,200 เมตรเหนือระดับน้ าทะเลปานกลาง มักปลูกกันมากในที่ระดับความสูง 
450-900 เมตร เหนือระดับน้ าทะเลปานกลาง 
 
 อากาศ ขมิ้นชันขึ้นได้ดีในสภาพอากาศร้อนไปจนถึงอบอุ่นที่มีความชื้นและปริมาณ
น้ าพอเพียง 
 
 น้ า โดยทั่วไปปลูกได้ดีในพื้นที่เขตน้ าฝน โดยเฉพาะบริเวณที่มีปริมาณน้ าฝน 1,000-
2,000 มิลลิเมตรต่อปี หรือที่มีปริมาณน้ าฝน 1,200-1,400 มิลลิเมตร ในเวลา 100-120 วัน ฉะนั้นถ้า
ปลูกในที่ที่มีปริมาณฝนน้อย ต้องใช้ระบบการให้น้ าหรือการชลประทานเข้ามาช่วย 
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 แสงสว่าง ขมิ้นชันเติบโตดีทั้งในที่โล่งแจ้ง หรือมีแสงร าไร การปลูกในสภาพร่ม
ผลผลิตจะลดลง ปลูกได้ทั้งแบบพืชเด่ียว หรือปลูกแซมพืชไร่-พืชสวนอ่ืนๆ ถ้าปลูกแซมในสวนไม้
ยืนต้น ต้องหลีกเลี่ยงที่ร่มจัดและบริเวณโคนไม้ใหญ่ เพราะจะท าให้การพัฒนาเหง้าไม่ดี 
 
 อุณหภูมิ โดยทั่วไปหน่องอกในช่วงอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส และพัฒนาเหง้า
ในช่วงอุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส อุณหภูมิช่วงพักตัว 18-20 องศาเซลเซียส (สถาบันวิจัย
สมุนไพร, 2544) 
 
 1.5  การปลูกขมิ้นชันในประเทศไทย 
 
 การปลูกขมิ้นชันในประเทศไทย เร่ิมปลูกในช่วงต้นฤดูฝน ประมาณปลายเดือน
เมษายน ถึงต้นเดือนพฤษภาคมของทุกปี และเก็บเกี่ยวหัวขมิ้นในช่วงฤดูหนาวหรือประมาณปลาย
เดือนธันวาคม ถึงมกราคม ซึ่งช่วงนี้หัวขมิ้นชันจะแห้งสนิท (มนตรี, 2553) ล าตน้เหนือดินเปลี่ยน
สภาพเป็นสีเหลืองแห้งหรือน้ าตาลและเห่ียวโทรม (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) 
 
2.  การขยายพันธุ์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช เป็นวิธีการเพาะเลี้ยงส่วนต่างๆ ของพืชในอาหารสังเคราะห์ 
ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ ชิ้นส่วนพืชไม่ว่าจะเป็นส่วนใดก็ตาม สามารถเจริญเติบโตขึ้นได้ในอาหาร
สังเคราะห์เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม (ศิวพงศ์, 2546) การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อสามารถขยายพันธุ์พืช
ได้ปริมาณมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว และได้พืชที่ปลอดโรค นอกจากนั้นสามารถน ามาผลิตพืชที่
มีความต้านทาน ความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม และปรับปรุงพันธุ์พืชให้ได้พันธุ์ที่
ต้องการ (รังสฤษดิ์, 2541) รวมทั้งน ามาใช้ในกรณีที่ต้องการเพิ่มจ านวนต้นอ่อนของพืชที่ผ่านการ
ดัดแปลงพันธุกรรมให้ได้ปริมาณมากขึ้น เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีคุณลักษณะที่ต้องการ นอกจาก 
นั้นต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อยังมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกับต้นพืชต้นแบบที่
น ามาใช้ ดังนั้นพืชที่มีการผลิตสารทุติยภูมิที่ส าคัญ สามารถได้สายพันธุ์ที่มีปริมาณสารทุติยภูมิคงที่ 
(วราภรณ์, 2551)  
 
 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อในกลุ่มขมิ้นชันได้มีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย วัชรินทร์ (2548) 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อขมิ้นด า ขมิ้นทอง และขมิ้นขาว น าส่วนหน่อจากเหง้ามาฟอกฆ่าเชื้อ
บริเวณผิวด้วยเอธิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 วินาที และฟอกด้วย
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สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ไฮเตอร์) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15-30 นาที และ
ฟอกซ้ าอีกครั้งด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ไฮเตอร์) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
10 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 2 คร้ัง และตัดส่วนตาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ได้ต้นปลอด
เชื้อ 70-100 เปอร์เซ็นต์ 
 

ชนิดและความเข้มข้นของฮอร์โมนที่เหมาะสมในการเพิ่มจ านวนยอดของขมิ้นชัน พบว่า
ขมิ้นชันที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร หรือ BA 6 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และอาหารสูตร MS ที่เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ kinetin 4 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 
BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอด ความสูงยอด และจ านวนรากมากที่สุด (ช่อแก้ว, 2548) ใน
การใช้ฮอร์โมนชนิดเดียว พบว่ามีรายงานการใช้ฮอร์โมน BA มากที่สุด เช่นงานวิจัยของวัชรินทร์ 
(2548) ที่เลี้ยงตายอดขมิ้นปลอดเชื้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 2 เดือน สามารถเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นได้ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Naz et al. (2009) พบว่า
สามารถชักน ายอดในอาหารสูตรเดียวกันนี้ได้ 60-70 เปอร์เซ็นต์ โดยความเข้มข้นของ BA ที่มากขึ้น 
สามารถเพิ่มจ านวนยอดเพิ่มขึ้น แต่จะลดความยาวยอดลง ดังนั้น Rahman et al. (2004) ได้เลี้ยง
ชิ้นส่วนตายอดบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อเพิ่มจ านวนยอด 
นอกจากนั้นยังสามารถเลี้ยงตาขมิ้นชันในอาหารเหลวเพื่อชักน ายอด โดยพบว่าสามารถเพิ่มจ านวน
ยอดได้มากกว่าเลี้ยงบนอาหารแข็งอีกด้วย (Salvi et al., 2002) นอกจากฮอร์โมน BA แล้ว 
thidiazuron (TDZ) สามารถน ามาใช้ในการเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นชันได้เช่นกัน โดยใช้ TDZ ความ
เข้มข้น 18.17 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และย้ายลงเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 8 
สัปดาห์ พบว่าสามารถชักน ายอดได้ 18.22±0.62 ยอด (Prathanturarug et al., 2003)  

 
 ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ยังมีการศึกษาการชักน าให้เกิดเหง้าในขมิ้นชัน ปัจจัยที่มีผลในการ
ชักน าเหง้า ได้แก่ สารควบคุมการเจริญเติบโต ปริมาณของน้ าตาล และปริมาณแสงที่ได้รับต่อวัน มี
การทดลองเลี้ยงขมิ้นชันบนอาหารที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตหลายตัว ตัวอย่างงานวิจัยของ 
Hashemy et al. (2009) เลี้ยงขมิ้นบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และเลี้ยงโดยให้แสงในช่วงวันสั้น (ได้รับแสง 10 
ชั่วโมงต่อวัน) สามารถชักน าให้เกิดเหง้าได้ และพบว่าความเข้มแสงมีผลในการชักน าเหง้า โดย
ความเข้มแสงน้อยสามารถชักน าเหง้าได้ดี นอกจากนั้นการเติมสาร BA ความเข้มข้น 12.0 ไมโคร 
โมลาร ์ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมลาร์ เติมน้ าตาล 9 เปอร์เซ็นต์ และเลี้ยงในที่มืด 
สามารถชักน าเหง้าได้เช่นกัน (Islam et al., 2004) โดยปริมาณแสงที่ได้รับต่อวันมีผลในการชักน า
เหง้า การเลี้ยงขมิ้นในที่ให้แสงน้อยจะสามารถชักน าเหง้าได้ อนุพันธ์ และ วีระชน (2005) น าชิ้น 
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ส่วนยอดมาเลี้ยงบนอาหารสูตรที่เติมน้ าตาลซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และเลี้ยงภายใต้แสง 8 ชั่วโมง
ต่อวัน สามารถชักน าให้เกิดเหง้าในหลอดทดลองได้สูงสุด 85 เปอร์เซ็นต์  
   
 นอกจากนั้น การชักน าเหง้ายังท าได้โดยเลี้ยงในอาหารเหลว เน่ืองจากพืชสามารถดูดซึม
ธาตุอาหารและน้ าตาลมาใช้ในกระบวนการสะสมเกิดเป็นเหง้าได้ดีกว่า (บุญยืน, 2544) Nayak and 
Naik (2006) เลี้ยงยอดในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 13.3 มิลลิโมลาร์ น้ าตาล
ซูโครส 6 เปอร์เซ็นต์ และให้แสง 4 ชั่วโมงต่อวัน สามารถชักน าเหง้าได้ใน 30 วัน และพบว่า
ปริมาณน้ าตาลมีผลในการชักน าเหง้ามากที่สุด ตามด้วยปริมาณแสงและความเข้มข้นของ BA โดย
ความเข้มข้นของ BA ที่สูงขึ้นมีผลยับยั้งการชักน าให้เกิดเหง้า (Shirgurkar et al., 2001) Adelberg 
and Cousins (2007) จึงเลี้ยงยอดเพื่อชักน าให้เกิดเหง้าในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมน้ าตาลซูโครส 
6 เปอร์เซ็นต์แต่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต และมีการทดลองเติมสาร methyl jasmonate 
(MeJa) เพื่อเร่งการสร้างสาร secondary metabolite พบว่ามีผลยับยั้ง ท าให้ชีวมวลของใบ ราก และ
เหง้าลดลง (Cousins and Adelberg, 2008)  
 
3.  องค์ประกอบทางเคมี (chemical  constituents) 
 
 เหง้าขมิ้นชันประกอบด้วยน้ ามันหอมระเหย (volatile oil) มีสีเหลืองอ่อน ปริมาณไม่น้อย
กว่า 6 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักทั้งหมด มีสารส าคัญหลัก  คือ เทอร์เมอโรน (turmerone) และ ซิงจิ
เบอรีน (zingiberene) นอกจากนี้ยังมีสารกลุ่มเซสควิเทอร์ปีน (sesquiterpene) และโมโนเทอร์ปีน 
(monoterpene) อ่ืนๆ อีกหลายชนิด และสารส าคัญที่มีสีเหลือง เป็นสารประเภทเคอร์คูมินอยด์ 
(curcuminoid) มีปริมาณไม่น้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักทั้งหมด (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) 
เน้ือของเหง้าขมิ้นชันเป็นส่วนที่น ามาใช้เป็นยาบ าบัดอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ แน่น จุกเสียด อาหาร
ไม่ย่อย บิด ท้องเสีย ท้องเดิน ปวดท้องเพราะแผลในกระเพาะอาหารและล าไส้ และออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย เชื้อรา ได้ดี และลดอาการอักเสบได้ นอกจากนั้นยังพบว่าในเหง้าขมิ้นชันมีสารบางตัวที่มี
ฤทธิ์ขับน้ าดี ป้องกันตับอักเสบ (ภาณุทรรศน์, 2544; ธารธรรมแก้ว, ม.ป.ป.) นอกจากนี้ ยังมีการ
ค้นพบสรรพคุณใหม่ๆ ของขมิ้นอีกมากมาย เช่น การป้องกันการแข็งตัวของเลือด การชะลอความ
แก่ การเป็นสารต้านมะเร็งและเนื้องอกต่างๆ และยังมีสรรพคุณในการต้านไวรัส โดยเฉพาะเชื้อ
ไวรัส HIV อันเป็นสาเหตุของโรคเอดส์ ขมิ้นจึงเป็นพืชอีกชนิดหนึ่งที่เป็นความหวังในการรักษา
โรคเอดส์ (มนตรี, 2553) 
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4.  สารเคอร์คูมินอยด์ 
 

สารเคอร์คูมินอยด์ประกอบด้วยสารส าคัญ 3 ชนิด ได้แก่ เคอร์คูมิน (curcumin) ดีเมทอกซี
เคอร์คูมิน (demethoxycurcumin) และบิสดีเมทอกซีเคอร์คูมิน (bisdemethoxycurcumin) (สถาบัน 
วิจัยสมุนไพร, 2544) จากการวัดปริมาณสารเคอร์คูมินอยด์ที่สะสมอยู่ในขมิ้นชันพบปริมาณสาร
เคอร์คูมินมากที่สุด คือประมาณ 2 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้งของขมิ้น สารอีกสองชนิดมีปริมาณที่
ใกล้เคียงกัน คือ ดีเมทอกซีเคอร์คูมิน 0.7 เปอร์เซ็นต์ และบิสดีเมทอกซีเคอร์คูมิน 0.6 เปอร์เซ็นต์ 
(Hiserodt et al., 1996) Kita et al. (2008) พบว่า กระบวนการสร้างสารเคอร์คูมินอยด์ต้องใช้สาร 
cinnamoyl-CoA 2 ตัว และ malonyl-CoA 1 ตัว เป็นสารตั้งต้นเพื่อสร้าง skeleton หลังจากนั้นจึงเกิด
กระบวนการสร้างหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่เมธิลขึ้นบน aromatic ring ภายหลัง ส าหรับยีนที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการสร้างสารเคอร์คูมินอยด์เป็นยีนในกลุ่ม typeIII polyketide synthase ที่ส าคัญ 2 ชนิด 
คือ diketide-CoA synthase (DCS) สังเคราะห์ diketide-CoA ester จาก feruloyl-CoA และ malonyl-
CoA โดยพบว่าเอนไซม์ DCS ชอบใช้ feruloyl-CoA เป็นสารต้ังต้นมากกว่า p-coumaroyl-CoA ท า
ให้พบปริมาณสารเคอร์คูมินมากกว่าสารอีกสองชนิดดังกล่าว (Katsuyama   et al., 2009a) และ 
curcumin synthase (CURS) ซึ่งขณะนี้พบทั้งหมด 3 ยีน คือ CURS1, CURS2 และ CURS3 โดยพบว่า 
CURS2 และ CURS3 เป็น isozyme กับ CURS1 ท าหน้าที่เปลี่ยน diketide-CoA ester เป็นสารเคอร์
คูมินอยด์ (Katsuyama et al., 2009b) 

 
 นอกจากสารตั้งต้นที่มีผลต่อปริมาณสารเคอร์คูมินอยด์แต่ละชนิดที่สะสมอยู่ในเหง้าแล้ว 
ยังเกี่ยวเนื่องกับระดับการแสดงออกของยีน DCS และ CURS ทั้ง 3 ชนิดที่พบว่ามีการแสดงออกของ
ยีนในเหง้ามากกว่าในส่วนของใบ ท าให้พบสารเคอร์คูมินอยด์สะสมอยู่ในเหง้ามากกว่าส่วนอ่ืนๆ 
(Katsuyama et al., 2009b) 
 
5.  การโคลนยีนด้วยวิธี Gateway® recombination system 
 
 ในการโคลนยีนขั้นพื้นฐานต้องอาศัยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อตัดโมเลกุลของดีเอ็นเอและใช้
เอนไซม์ไลเกส เพื่อเชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้าด้วยกัน แต่ในปัจจุบันยังมีวิธีการอ่ืนๆ ที่ใช้ส าหรับ
การโคลนยีนที่มีประสิทธิภาพรวดเร็วและไม่ยุ่งยาก ได้แก่ การใช้ปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วน
ของดีเอ็นเอที่ต าแหน่งจ าเพาะ (site-specific recombination) โดยพบการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนลักษณะ
เช่นน้ีในกรณีฝาจแลมป์ดาบุกรุกเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย ดีเอ็นเอของฝาจเข้าไปแทรกในจีโนมของ
เซลล์เจ้าบ้านโดยใช้วิธีการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนที่ต าแหน่งจ าเพาะ ซึ่งเกิดขึ้นระหว่างต าแหน่ง 
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attachment site (att) 2 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่ง attB (attachment bacteria) ที่อยู่บนจีโนมของเซลล์เจ้า
บ้านมีขนาด 25 คู่เบส สัญลักษณ์ที่ใช้แทนต าแหน่ง ได้แก่ BOB' กับต าแหน่ง attP (attachment 
phage) ที่อยู่บนดีเอ็นเอของฝาจมีขนาด 250 คู่เบส สัญลักษณ์ที่ใช้แทนต าแหน่ง ได้แก่ POP' โดยมี
บริเวณ O ที่มีล าดับเบสเหมือนกันเป็นบริเวณอนุรักษ์ ส่วนบริเวณ B และ B' กับบริเวณ P และ P' 
เป็นล าดับเบสที่ขนาบทั้งสองข้างของบริเวณอนุรักษ์ การแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนเกิดขึ้นได้ต้องอาศัย
โปรตีนต่างๆ ที่เกี่ยวข้องเข้ามาจับ ได้แก่ เอนไซม์ integrase (Int) และโปรตีน IHF (integration host 
factor) โดยบนต าแหน่ง attP จะมีบริเวณจับของเอนไซม์ Int ซึ่งท างานร่วมกับโปรตีน IHF ได้เป็น
อินโทโซม (intosome) ไปจับที่ต าแหน่ง attB เกิดไซแนปซิส เชื่อมระหว่างดีเอ็นเอต่างโมเลกุล       
ดีเอ็นเอของฝาจแทรกเข้าไปในจีโนมของแบคทีเรีย ได้เป็นสองส่วนคือ attL สัญลักษณท์ี่ใช้แทน
ต าแหน่ง ได้แก่ BOP' และ attR สัญลักษณ์ที่ใช้แทนต าแหน่ง ได้แก่ POB' (Dale and Park, 2003; 
อรินทิพย์, ม.ป.ป.)  
 

นอกจากการแทรกเข้าไปในจีโนมของแบคทีเรียแล้วยังสามารถเกิดการตัดดีเอ็นเอออกจาก
บริเวณดังกล่าวได้ โดยอาศัยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการตัด (excision) กลับเป็นดีเอ็นเอฝาจที่มี
ต าแหน่ง attP และจีโนมแบคทีเรียที่มีต าแหน่ง attB ได้เหมือนเดิม 

 
ต าแหน่ง attB และ attP มีล าดับเบสที่เหมือนกันเพียง 15 คู่เบส ที่บริเวณ O คือ 

GCTTT(TTTATAC)TAA และการเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนจะเกิดเฉพาะบริเวณล าดับเบส 7 คู่
เบสที่อยู่ในวงเล็บเท่านั้น (Dale and Park, 2003; Snyder and Champness, 2003) 

 
การน าระบบ Gateway® recombination มาใช้ประโยชน์ในการโคลนยีน จะต้องมีต าแหน่ง 

att ส าหรับการย้ายชิ้นส่วนจากบริเวณหนึ่งไปอีกบริเวณหนึ่ง จึงต้องเตรียมชิ้นดีเอ็นเอส าหรับโคลน
ยีนที่มีต าแหน่งจ าเพาะ att โดยอาจออกแบบไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสของต าแหน่งที่เป็น attB ไว้ทั้ง
สองข้างของชิ้นดีเอ็นเอ แล้วเพิ่มปริมาณจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ส่วนพลาสมิดที่เรียกว่า 
entry vector จะมีล าดับเบสที่มีต าแหน่งจ าเพาะ attP ขนาบทั้งสองข้างของบริเวณที่ต้องการแทรก
ชิ้นดีเอ็นเอเข้าไป เมื่อเติมเอนไซม์รีคอมบิเนส ท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนระหว่างต าแหน่ง 
attB และ attP ท าให้ชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแทรกเข้าไปอยู่ใน 
พลาสมิด entry vector หรืออาจเตรียมพลาสมิดได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและเชื่อมต่อ
ชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับ entry vector เพื่อให้มีต าแหน่ง att ส าหรับใช้ในการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนได้ต่อไป 
(มณีวรรณ, 2553) 
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นอกจากนั้นยังสามารถท าให้มีการเคลื่อนย้ายชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการไปยังบริเวณอ่ืนที่มี
ต าแหน่ง att อยู่ การย้ายชิ้นสว่นดีเอ็นเอจาก entry vector ไปยัง expression vector โดยอาศัย
ปฏิกิริยา LR clonase reaction ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจะเข้าไปแทนที่บริเวณยีน ccdB ซึ่งเป็นยีนที่ท าให้เกิด
การตายในเซลล์แบคทีเรียโดยยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไจเรส ที่เกี่ยวข้องกับการจ าลองโมเลกุล
ของดีเอ็นเอ (Bernard and Couturier, 1992) ดังนั้นเซลล์เจ้าบ้านที่ได้รับพลาสมิดและเกิดการแลก 
เปลี่ยนชิ้นส่วน จะสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (มณีวรรณ, 
2553) 

 
เทคโนโลยีระบบ Gateway® พัฒนาขึ้นโดยกลุ่มนักวิจัยจากบริษัท Life Technologies และ

ผลิตเพื่อจ าหน่ายทางการค้าโดยบริษัท Invitrogen ออกแบบผลิตภัณฑ์เพื่อใช้ประโยชน์ในงานวิจัย
ทั้งในด้านดีเอ็นเอ จีโนมิกส์ และโปรตีน รวมทั้งการศึกษาการแสดงออกของยีน โดยการยับยั้งการ
แสดงออก (gene silencing) ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) อาศัยบริเวณต าแหน่ง att ในการ
แทรกชิ้นส่วนดีเอ็นเอในเวคเตอร์ RNAi ที่ต้องการ ท าให้สามารถตรวจสอบทิศทางของชิ้นส่วน     
ดีเอ็นเอที่แทรกอยู่ในเวคเตอร์ได้ถูกต้อง (Earley et al., 2006; Karimi et al., 2007) 
 
  ปัจจุบันการน าระบบ Gateway® มาประยุกต์ใช้ในการเตรียมพลาสมิดส าหรับเทคนิค RNA 
interference ท าได้ง่ายและรวดเร็ว องค์กร CSIRO ของประเทศออสเตรเลียได้พัฒนาพลาสมิด 
hairpin RNAi เพื่อศึกษาหน้าที่ของยีนและพัฒนาพืชให้ได้ลักษณะที่ต้องการ การแทรกชิ้นส่วนยีน
ที่เราต้องการเข้าสู่พลาสมิด hairpin RNAi สามารถอาศัยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะหรืออาศัย
ระบบ Gateway® โดยพลาสมิดที่อาศัยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ได้แก่ pHANNIBAL และ 
pKANNIBAL ใช้ในงานพืชใบเลี้ยงคู่ โดย pHANNIBAL จะมีส่วนของยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลลิน และ pKANNIBAL จะมียีนต้านทานยาปฏิชีวนะกานามัยซิน น าชิ้นส่วนยีนที่ได้จาก
การท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส อาศัยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ตรงกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะบริเวณข้างๆ 
ของอินทรอนในพลาสมิด เมื่อตัดและเชื่อมต่อ จะได้พลาสมิดที่มีชิ้นส่วนยีนแทรกอยู่หันในทิศตรง
ข้ามตามต้องการ นอกจากนั้นยังมีพลาสมิด pSTARLING ส าหรับใช้ในงานพืชใบเลี้ยงเด่ียว เนื่อง 
จากส่วนของโปรโมเตอร์ที่ใช้เป็น ubiquitin promoter ของข้าวโพด ที่สามารถแสดงออกได้ดีในพืช
ใบเลี้ยงเด่ียว 
 
 ส าหรับพลาสมิด hairpin RNAi ที่อาศัยระบบ Gateway® ได้แก่ พลาสมิด pHELLSGATE 
ส าหรับใช้ในงานพืชใบเลี้ยงคู่ และ pSTARGATE ซึ่งดัดแปลงจาก pHELLSGATE เพื่อใช้ส าหรับ
พืชใบเลี้ยงเด่ียว เนื่องจากโปรโมเตอร์ที่ใช้เป็น ubiquitin promoter และมียีนต้านทานยาปฏิชีวนะ 

http://www.uniprot.org/citations/?query=author:%22Bernard%20P.%22
http://www.uniprot.org/citations/?query=author:%22Couturier%20M.%22
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ไฮโกรมัยซิน นอกจากนั้นยังมีการเปลี่ยนบริเวณโปรโมเตอร์ เพื่อให้จ าเพาะกับพืชที่ศึกษา ได้แก่ 
pWATERGATE ที่เปลี่ยนบริเวณโปรโมเตอร์ 35S ของ pHELLSGATE เป็นโปรโมเตอร์ของยีน 
RbcS จากต้นอะราบิดอปซิส เพื่อลดการถูกยับยั้งการถอดรหัสเนื่องจากการใช้โปรโมเตอร์ที่ไม่
เหมาะสมในพืชนั้นๆ ส าหรับ pHELLSGATE ในการโคลนยีนโดยระบบ Gateway® จะต้องมี
บริเวณจ าเพาะส าหรับเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วน ได้แก่ บริเวณ attR1 และ attR2 โดยอยู่ขนาบข้าง
ยีน ccdB ทั้งสองยีนที่หันในทิศตรงข้าม และมีส่วนของอินทรอนคั่นตรงกลางทั้งสองยีน ชิ้นส่วน
ยีนที่ต้องการสามารถเตรียมโดยโคลนชิ้นยีนในพลาสมิด pENTRY โดยชิ้นส่วนยีนที่อยู่ใน     
พลาสมิด pENTRY จะมีส่วน attL1 และ attL2 ขนาบอยู่ทั้งสองข้างของยีน เมื่อเกิดกระบวนการ
แลกเปลี่ยนชิ้นส่วนด้วยปฏิกิริยา LR clonase ท าให้ชิ้นส่วนยีนถูกย้ายไปอยู่ในพลาสมดิ 
pHELLSGATE แทนที่ยีน ccdB ทั้งสองยีน โดยจะหันในทิศทางที่ตรงข้ามกัน  
 
6.  เทคนิค RNA interference 
 
 RNAi เป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษาหน้าที่ของยีน และใช้ในการควบคุมการแสดงออกของ
ลักษณะที่ต้องการ โดยอาศัย double-stranded RNA (dsRNA) กระตุ้นให้เกิดการยับยั้งการแสดง 
ออกของยีนเป้าหมาย กลไกการเกิด RNAi พบทั้งในพืชและสัตว์ ใช้ป้องกันการโจมตีของไวรัส 
และควบคุมการแสดงออกของยีน (Doran and Helliwell, 2009) โดย dsRNA ถูกจดจ าด้วยเอนไซม์
ในกลุ่ม RNaseIII endonuclease เรียกว่า dicer โดยเอนไซม์ dicer มีบริเวณที่เร่งปฏิกิริยา 2 โดเมน 
และเป็นเอนไซม์ที่มี 2 หน่วยย่อย แต่ละหน่วยย่อยจะมีบริเวณที่เร่งปฏิกิริยาหนึ่งโดเมนไม่ท างาน 
dsRNA จะถูกตัดด้วยโดเมนที่ยังท างานได้เป็นชิ้นขนาดเล็ก 21-25 นิวคลีโอไทด์ เรียกว่า short 
interfering RNA (siRNA) ซึ่งจะรวมกับโปรตีน RNA-induced silencing complex (RISC) เกิดเป็น
สารเชิงซ้อน ต่อมา helicase ใน RISC complex จะคลายเกลียวคู่ของ siRNA เกิดเป็นอาร์เอ็นเอสาย
เด่ียวจับกับ mRNA ที่มีล าดับเบสคู่สมกัน และเกิดการย่อยสายอาร์เอ็นเอนั้น ท าให้ไม่สามารถเกิด
การแสดงออกของยีนนั้นได้ การควบคุมการแสดงออกของยีนในขั้นนี้เรียกว่า post-transcriptional 
gene silencing (PTGS) (Borgio, 2009; Klug et al., 2007; Mansoor et al., 2006) 
 

การยับยั้งกระบวนการถอดรหัสสามารถใช้เทคนิค anti-sense หรือ co-suppression ท าให้
เกิด dsRNA และเกิดกระบวนการ RNAi แต่พบว่าการใช้ hairpin RNA มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การแสดงออกของยีนได้ดีที่สุด โดยแขนของ hairpin RNA มีความยาวได้ตั้งแต่ 98-853 คู่เบส และ
การน าอินทรอนมาใช้เป็นส่วน loop (ihpRNA) สามารถยับยั้งการแสดงออกได้ถึง 90-100 
เปอร์เซ็นต์ (Wesley et al., 2001) 
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ส าหรับการน าเทคนิค RNA interference มาใช้ในการศึกษาหน้าที่ของยีนนั้น Miki and 
Shimamoto (2004) ได้ทดลองใช้เทคนิค RNAi เพื่อศึกษาหน้าที่ของยีนในข้าว พบว่าสามารถยับยั้ง
การแสดงออกของยีนในระดับ mRNA ได้มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ต่อมา Xu et al. (2008) ศึกษาการ
ท างานของ OsHXK10 ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม hexokinase ที่มีการแสดงออกในเรณูของข้าว พบว่ามี
ความส าคัญต่อกระบวนการปล่อยละอองเรณู เมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RNAi ท า
ให้ผนังของเรณูบาง ไม่สามารถแตกออกเพื่อปล่อยละอองเรณูได้ การงอกของละอองเรณูและการ
ติดเมล็ดน้อยลง จากนั้นมีการศึกษายีน squalene epoxidase 2 ชนิด คือ PgSQE1 และ PgSQE2 ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์ phytosterol และ ginsenoside ในโสม (Panax ginseng) พบว่า
ยีนทั้งสองชนิด มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกัน 83 เปอร์เซ็นต์ เมื่อยับยั้งการแสดงออกของ PgSQE1 
พบว่า PgSQE2 สามารถท างานได้บางส่วน และพบว่า PgSQE1 มีความส าคัญในการสังเคราะห์ 
ginsenoside จึงสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการพัฒนาเพื่อผลิตสาร ginsenoside ที่ส าคญัใน
อนาคตได้ (Han et al., 2010) 
 

เทคนิค RNAi ยังสามารถน ามาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ ดังเช่นกระบวนการเกิดสีดอกไม้  
Nishihara et al. (2005) พบว่ายีน chalcone isomerase มีความส าคัญกับกระบวนการสังเคราะห์
สารฟลาโวนอยด์ในกลีบดอกของยาสูบ เมื่อถูกยับยั้งการแสดงออก ท าให้ไม่สร้างสีดอก หรือการ
ยับยั้งยีน chalcone synthase (CHS) ซึ่งเป็นยีนที่ส าคัญในกระบวนการสร้างแอนโทไซยานิน และ 
ฟลาโวนอยด์ใน Torenia hybrida พบว่าท าให้ดอกเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีขาวจนถึงซีด (Fukusaki  
et al., 2004) และในปี 2007 มีงานวิจัยเกี่ยวกับการปรับปรุงพันธุ์ดอกกุหลาบเพื่อผลิตดอกกุหลาบสี
น้ าเงิน โดยใช้เทคนิค RNAi ลดการแสดงออกของยีน DFR (dihydroflavonol 4-reductase) ในดอก
กุหลาบ และถ่ายยีน DFR ของดอกไอริสเข้าไปท าหน้าที่แทน พบว่ามีสาร delfinidin ซึ่งเป็นสารสี
น้ าเงินสะสมอยู่ในกลีบของดอกกุหลาบ (Katsumoto et al., 2007)  

 
นอกจากการปรับปรุงพันธุ์ไม้ดอก ยังมีงานวิจัยที่น าเทคนิค RNAi มาใช้ปรับปรุงพันธุ์พืช

เศรษฐกิจเพื่อการเพิ่มคุณภาพทางการค้า เช่นการยับยั้งการแสดงออกของยีน CaMXMT1 ที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการสังเคราะห์สารคาเฟอีนในต้นกาแฟ (Coffea canephora) พบว่าปรมิาณการสะสม
คาเฟอีนลดลง เมื่อวิเคราะห์ด้วย HPLC (Ashihara et al., 2006) การเพิ่มคุณค่าทางอาหารในเมล็ดคา
โนล่า (Brassica napus) โดยยับยั้งการแสดงออกของยีน DE-ETIOLATED1 (DET1) ที่ควบคุมการ
ตอบสนองต่อแสงของพืช และมีผลต่อกระบวนการสร้างสารแคโรทีนอยด์และสารฟลาโวนอยด์ 
พบว่าในเมล็ดมีการสะสมสารแคโรทีนอยด์มากขึ้น และลดปริมาณ sinapate ester ท าให้มีคุณค่าทาง
อาหารมากขึ้น (Wei et al., 2009) 
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ในการปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจให้ต้านทานต่อโรคสามารถใช้เทคนิค RNAi ได้โดย 
Fahim et al. (2010) ถ่ายพลาสมิด hpRNA ที่มีส่วนของยีน nuclear inclusion protein 'a' (NIa) ของ
ไวรัส wheat streak mosaic virus (WSMV) ที่ก่อให้เกิดโรคในข้าวสาลี ท าให้สามารถต้านทานไวรัส
ได้ นอกจากนั้นยังมีการประยุกต์ใช้เทคนิคในการยับยั้งการสะสมของ patatin ที่มีอยู่มากในหัวมัน
ฝร่ัง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ และใช้หัวมันฝร่ังเป็นต้นแบบในการทดลองผลิตวัคซีนของมนุษย์ โดย
ช่วยลดขั้นตอนการสกัดโปรตีน ลดการปนเปื้อนจาก patatin เพื่อผลิตวัคซีนที่บริสุทธิ์ได้ (Kim et 
al., 2008)  
  
7.  การถ่ายยีนเข้าสู่พืชโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม 
 
 การถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม สามารถถ่ายเข้าสู่เนื้อเยื่อพืชได้หลายชนิด เช่น ใบ 
ใบเลี้ยง ชิ้นส่วนของล าต้น เซลล์แขวนลอย แคลลัส ต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเมล็ด เป็นต้น ซึ่งข้อดี
ของการถ่ายยีนแบบนี้คือท าได้ง่าย อุปกรณ์ที่ใช้มีน้อยและไม่ซับซ้อน และต้นพืชดัดแปลงพันธุ์ที่ได้
มีจ านวนชุดของยีนที่ถ่ายน้อย (Hansen and Wright, 1999) การถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม
ได้ผลดีในพืชใบเลี้ยงคู่ แต่ก็สามารถดัดแปลงเพื่อให้การถ่ายยีนมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในพืชใบเลี้ยง
เด่ียวได้ โดยการกระตุ้นด้วยสารฟีนอลิก เช่น acetosyringone (Curtis, 2010) 
 
 การถ่ายยีนเข้าสู่ขมิ้นและพืชในสกุลขมิ้น (Curcuma spp.) มีรายงานทั้งการถ่ายยีนโดยใช้ 
อะโกรแบคทีเรียม และการใช้เคร่ืองยิงอนุภาค (particle bombardment) ได้แก่ การถ่ายยีนเข้าสู่ปทุมมา 
(Curcuma alismatifolia Gagnep.) โดยผ่านแคลลัสที่ชักน าขึ้นจากเนื้อเยื่อส่วนโคนต้น โดยใช้ 
Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ LBA 4404 (pCAMBIA 1305.1) พบว่าเมื่อท าการบ่มแคลลัส
ร่วมกับอะโกรแบคทีเรียม เป็นเวลา 30 นาที สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธีการ 
GUS assay (กัลยา, 2550) และการถ่ายยีนเข้าสู่ส่วนยอดของปทุมมา (Curcuma alismatifolia  
Gagnep.) โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่มีเวคเตอร์ pCAMBIA 2301 
พบว่ามีการแสดงออกของยีน gus เกิดขึ้นที่ใบและรากของปทุมมา (กัญจนา และ สุเม, 2551) และ
พบการถ่ายยีนเข้าสู่ยอดปทุมมาโดยใช้ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ AGLO ที่มีเวคเตอร์ 
pBI121 หรือ pBI121-Ca-ACS1 เป็นเวลา 30 นาที ตรวจสอบประสิทธิภาพการถ่ายยีนด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส histochemical GUS assay และ southern blotting พบว่าสามารถผลิตต้นปทุมมาที่
ได้รับการถ่ายยีนภายในเวลา 3 เดือน และประสิทธิภาพในการถ่ายยีน มากกว่า 14 เปอร์เซ็นต์ 
(Mahadtanapuk et al., 2006) 
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 ในส่วนของขมิ้น (Curcuma longa L.) มีการถ่ายยีนโดยใช้วิธีการยิงอนุภาค โดยน าแคลลัส
ที่ได้จากส่วนยอดของต้นขมิ้นมาท าการยิงอนุภาคทองที่เคลือบด้วยพลาสมิด pAHC25 ที่มียีน bar 
และ gusA ควบคุมการแสดงออกของยีนด้วย ubiquitin promoter และคัดเลือกแคลลัสที่ได้รับการ
ถ่ายยีนดว้ยอาหารที่เติม glufosinate ซึ่งเป็นสารก าจัดวัชพืช พบว่ามีแคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีน 50 
เปอร์เซ็นต ์ที่สามารถเจริญบนอาหารที่มี glufosinate หลังจากนั้นน าแคลลัสที่ได้ไปชักน าให้เกิดยอด
และเพิ่มปริมาณยอดจนได้เป็นต้น น ามาทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส และ histochemical 
GUS assay เพือ่ตรวจสอบต้นที่ได้รับการถ่ายยีน พบว่าต้นขมิ้นสามารถต้านทานต่อสารก าจัดวัชพืช 
glufosinate ได้ (Shirgurkar et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 

 
1.  ตัวอย่างขมิ้นชัน (Curcuma  longa  L.) พันธุ์แดงสยาม ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก    

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วิเชียร  กีรตินิจกาล ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
 
2.  เชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 
 

วิธีการ 
 
1.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือขมิ้นชัน 
  

1.1  ฟอกฆ่าเชื้อ และเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นชัน 
 

เลือกยอดอ่อนที่งอกจากตาเหง้าขมิ้นชัน ขนาด 0.5-1.0 เซนติเมตร ตัดให้ติดส่วนโคน
ของตาเหง้าขมิ้นชันมาเล็กน้อย ลอกใบแก่และผิวเหง้าสีน้ าตาลออก ท าความสะอาดด้วยน้ าสบู่ 
จากนั้นน ามาฟอกในสารละลายเบตาดีน เป็นเวลา 30 นาที และแช่ในสารละลายเอธิลแอลกอฮอล์
ความเขม้ข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 วินาที แล้วฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 
(ไฮเตอร)์ ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ ที่เติมสารลดแรงตึงผิว (tween 20) จ านวน 2-3 หยด เขย่านาน 
10 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที จากนั้นลอกส่วนใบด้านนอกออกจน
เหลือตายอดขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าส่วนตายอดที่ปลอดเชื้อเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 
(Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม BA (N6-benzyladenine) ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
น้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และวุ้น 7.2 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่าง 5.6-5.8 เพาะเลี้ยงใน
ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส เพื่อเพิ่มจ านวนยอด และเตรียมส าหรับการถ่ายยีน 
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1.2  ชักน าให้เกิดเหง้าในขมิ้นชัน 
 

ทดสอบหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกิดเหง้าโดยน ายอดขมิ้นชันที่ได้
จากการเพิ่มจ านวนยอด เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัมต่อลิตร ที่เติมน้ าตาลซูโครส 30 และ 60 กรัมต่อลิตร เลี้ยงในที่ให้
แสง 8 และ 16 ชั่วโมงต่อวันตามงานวิจัยของ Hashemy et al. (2009) และทดลองเลี้ยงยอดขมิ้นชัน
ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมน้ าตาลซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่าง 5.7 
เพาะเลี้ยงบนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 100 รอบต่อนาที ในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
 
2.  การจัดท าพลาสมิดเพื่อถ่ายยีนเข้าสู่ขมิ้นชัน 

 
2.1  เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 
 

2.1.1  สกัดดีเอ็นเอขมิ้นชัน 
 

สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของขมิ้นชัน ตามวิธีของ Agrawal et al. (1992) โดยน าใบ
อ่อนขมิ้นชันประมาณ 0.5-1.0 กรัม ใส่ลงในโกร่ง เติมไนโตรเจนเหลวและบดให้ละเอียด แล้วน าผง
ใบบ่มใน extraction buffer [(2% CTAB (cethyl trimethyl ammonium bromide), 1.4 M NaCl, 20 
mM EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 8.0)] 0.7 มิลลิลิตร 
และ 2-mercaptoethanol 1.5 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที โดยกลับ
หลอดไปมา 2-3 คร้ังทุก 10 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform : 
isoamyl alcohol = 24:1) 0.7 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 11,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ 
เติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ล้างตะกอนด้วย washing 
buffer (10 mM sodium acetate pH 5.2, 70% ethanol) 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที คว่ าหลอดให้ตะกอนแห้ง ละลายตะกอนด้วย RNase 
buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM NaCl) 200 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ RNase A (10 mg/ml) 
4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน สกัดแยกเอนไซม์ RNase A และโปรตีนที่
เหลืออยู่ออกไปด้วยฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : chloroform : isoamyl 
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alcohol = 25:24:1) 200 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไปมา น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 
11,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แยกสารละลายส่วนบนมาเติม คลอโรฟอร์ม : 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x g เป็น
เวลา 5 นาที ดูดสารละลายใสส่วนบนเติมโซเดียมอะซิเตท ความเข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) 20 
ไมโครลิตร และเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์(absolute ethanol) 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที ล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปล่อยตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ละลายด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้ต่อไป 

 
2.1.2  ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน DCS และ CURS1 

 
ออกแบบไพรเมอร์ทั้งหมด 2 คู่ คือ DCS-F และ DCSi-R เพื่อสังเคราะห์ชิ้นส่วน 

ดีเอ็นเอของยีน DCS ขนาด 196 คู่เบส และไพรเมอร์ CURS1-F และ CURS1i-R เพื่อสังเคราะห์ชิ้น 
ส่วนดีเอ็นเอของยีน CURS1 ขนาด 229 คู่เบส จากฐานข้อมลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
โดยเลือกออกแบบจากส่วนแปลรหัส (coding sequences) ของยีน DCS (accession number : 
AB495006) และ CURS1 (accession number: AB495007) และตรวจสอบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม 
Fast PCR และ Oligo Calc: oligonucleotide properties calculator 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) โดยล าดับเบสของไพรเมอร์แต่ละ
ชนิด มีดังนี้ 

 
 DCS-F  5'-CAACAGCACGCCCCAGTCGA-3'  
 DCSi-R  5'-CCGAGCGATCCTGGACCAGG-3' 
 
 CURS1-F  5'-TCAGCTCATCCATCACGAAGTACAC-3' 
 CURS1i-R 5'-ATCATCGCCGACAACCTCGG-3' 
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2.1.3  เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
 

น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณส่วนของยีนทั้งสองชนิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลิเมอเรส โดยองค์ประกอบในปฏิกิริยา ได้แก่ ดีเอ็นเอขมิ้นชัน ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 2 ไมโครลิตร, forward primer และ reverse primer ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ อย่าง
ละ 1 ไมโครลิตร, dNTP ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 0.75 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 1.5 
ไมโครลิตร, MgCl2 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 0.75 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ความ
เข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร (Invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน้ ากลั่น 7.9 ไมโครลิตร 
เพื่อให้ได้ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร 

 
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยเร่ิมบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

3 นาที จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ โดยแต่ละรอบประกอบด้วยขั้นตอนบ่มที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาท,ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 วินาที สุดท้ายบ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิด
สมบูรณ์ ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร
ไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator 

 
2.2  เชื่อมต่อชิ้นส่วนยีนเข้ากับเวคเตอร์เพิ่มจ านวน และถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli 
 

2.2.1  เชื่อมต่อชิ้นส่วนยีนเข้ากับเวคเตอร์เพิ่มจ านวน 
 

เชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเข้ากับ
เวคเตอร์ pGEM®-T easy vector (Promega) โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา ได้แก่ 2X Rapid 
Ligation Buffer 5 ไมโครลิตร, pGEM®-T easy vector 1 ไมโครลิตร, สารละลายดีเอ็นเอ 3 
ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 

 
2.2.2  ถ่ายเวคเตอร์เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli 
 

ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α โดยน าคอมพิเทนท์เซลล์แช่แข็ง
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรมาละลายในน้ าแข็ง เติมสารละลายดีเอ็นเอที่ต่อเข้ากับพลาสมิด ปริมาณ 5 
ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้น heat shock โดยแช่ในอ่างน้ าควบคุม
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อุณหภูมิที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที แล้วแช่น้ าแข็งทันที เป็นเวลา 2 นาที เติมอาหารเหลว 
LB 500 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 250 รอบต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง เตรียม
อาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เกลี่ยด้วย IPTG 
(isopropyl-ß-D-thiogalactoside) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 40 ไมโครลิตร และ X-gal (5-bromo 
-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactopyranoside) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 40 ไมโครลิตร 
จากนั้นดูดเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่เตรียมไว้ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 
2.3  คัดเลือกโคลนที่ต้องการด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
 

ใช้ไม้จิ้มฟันเขี่ยโคโลนีแบคทีเรียสีขาวจุ่มในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ซึ่งมีน้ ากลั่นปริมาณ 
40 ไมโครลิตรเพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยองค์ประกอบปฏิกิริยา
ได้แก่ ดีเอ็นเอต้นแบบ 2.75 ไมโครลิตร, M13 forward primer และ M13 reverse primer ความ
เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ อย่างละ 0.75 ไมโครลิตร, dNTP ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 1.5 
ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 1.5 ไมโครลิตร, MgCl2 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 0.6 ไมโครลิตร, 
Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร (Invitrogen, USA) 0.08 ไมโครลิตร และ
เติมน้ ากลั่น 7.07 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร 

 
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยเร่ิมบ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 

จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ โดยแต่ละรอบประกอบด้วยขั้นตอนบ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท,ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 นาที สุดท้ายบ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ ตรวจ 
สอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจ 
สอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator 

 
2.4  สกัดพลาสมิดสายผสม และหาล าดับเบส 
 

เลี้ยงโคลนแบคทีเรียที่มีพลาสมิดสายผสมที่ต้องการในอาหารเหลว LB ที่มียา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นสกัดพลาสมิด
ด้วยชุด NucleoSpin® Plasmid น าเชื้อที่เลี้ยงในอาหารเหลวปั่นตกตะกอนเซลล์แบคทีเรีย ที่ความเร็ว 
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11,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย A1 buffer 250 ไมโครลิตร เติม 
A2 buffer 250 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการกลับหลอดไปมา และเติม A3 buffer 
300 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมา ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 10 นาที 
ดูดสารละลายใสส่วนบนลงใน NucleoSpin® plasmid column ที่อยู่บน collection tube ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ตกมาใน collection tube ทิ้ง เติม A4 buffer 
600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง น าไป
ปั่นเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 2 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง ย้าย column ลงใน
หลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม AE buffer 50 ไมโครลิตร วางไว้ในอุณหภูมิห้อง 1 นาที น าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสใน
เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV 
transilluminator และน าสารละลายพลาสมิดที่สกัดได้ ส่งเพื่อหาล าดับเบสต่อไป 

 
2.5  ย้ายชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้าสู่พลาสมิดส าหรับถ่ายยีน โดยอาศัย Gateway® recombination 

system 
 

2.5.1  จัดเตรียมพลาสมิด pENTR vector ที่มีชิ้นส่วนยีน 
 

2.5.1.1  น าพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ และพลาสมิด pENTRTM 1A 
vector (Invitrogen, USA) ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา ได้แก่ 
พลาสมิด 2 ไมโครลิตร, 10X NEBuffer 3 1 ไมโครลิตร, EcoRI ความเข้มข้น 10 ยูนิตต่อไมโครลิตร 
(BioLabs) 1 ไมโครลิตร และน้ ากลั่น 6 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 
2.5.1.2  ดึงหมู่ฟอสเฟตทีป่ลาย 5' ของพลาสมิด pENTRTM 1A vector ออกด้วย 

alkaline phosphatase เพื่อลดการเชื่อมต่อกันเองของพลาสมิด โดยเติมเอนไซม์ alkaline 
phosphatase ความเข้มข้น 10 ยูนิตต่อไมโครลิตร (BioLabs) 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

 
2.5.1.3  ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator  
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2.5.1.4  ตัดแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการออกจากเจลอะกาโรส โดยตัดชิ้นส่วน 
ดีเอ็นเอของยีน DCS และ CURS1 ขนาดประมาณ 200 และ 250 คู่เบสตามล าดับ ส าหรับพลาสมิด 
pENTRTM 1A vector เลือกตัดชิ้นพลาสมิดที่มีขนาดประมาณ 2.5 กิโลเบส 

 
2.5.1.5  สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจลอะกาโรสด้วยชุด FAVORGEN® gel 

purification โดยน าชิ้นเจลใส่ในหลอด (ชิ้นเจลที่ได้มีน้ าหนักมากกว่า 300 มิลลิกรัม) แล้วเติม 
FADF buffer 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที เมื่อชิ้นเจล 
หลอมจนหมด ดูดสารละลายใส่ลงใน FADF column ที่อยู่บน collection tube ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
11,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง เติม wash buffer 700 ไมโครลิตร ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่
ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 3 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง ย้าย column ลงในหลอดใหม่ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ชะดีเอ็นเอออกจาก column โดยเติม elution buffer 20-40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 3 นาที 
น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 2 นาที ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรี
ซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV 
transilluminator  

 
2.5.1.6  เชื่อมต่อพลาสมิด pENTRTM 1A vector เข้ากับชิ้นส่วนยีน โดยอาศัย

เอนไซม์ T4 DNA ligase โดยองค์ประกอบปฏิกิริยา ได้แก่ ชิ้นส่วนยีน 3 ไมโครลิตร, พลาสมิด 
pENTRTM 1A vector 1 ไมโครลิตร, 10X T4 DNA ligation buffer 1 ไมโครลิตร, T4 DNA ligase 
ความเข้มข้น 40 ยูนิตต่อไมโครลิตร (BioLabs) 0.5 ไมโครลิตร และน้ ากลั่น 4.5 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 

 
2.5.1.7  ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α (ดูข้อที ่2.2.2) 

แต่เลือกใช้อาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อคัดเลือก
โคลนที่มีพลาสมิด pENTR vector ที่มียีนต้านทานยาปฏิชีวนะกานามัยซิน น าโคลนแบคทีเรียที่ขึ้น
บนอาหารมาตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (ดูข้อที ่2.3) โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน และ 
pENTR reverse primer (5'-GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3') จากนั้นสกัดพลาสมิดสาย
ผสมจากโคลนแบคทีเรียที่ต้องการ (ดูข้อที่ 2.4) ส่งเพื่อหาล าดับเบสต่อไป 
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2.5.2  แลกเปลี่ยนชิ้นส่วนยีนกับพลาสมิด pSTARGATE RNAi Gateway vector โดย
อาศัย site-specific recombination 

 
เตรียมปฏิกิริยาแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนยีนโดยอาศัยปฏิกิริยา LR clonase 

องค์ประกอบในปฏิกิริยา ได้แก่ พลาสมิด pENTRTM 1A vector ที่มีชิ้นส่วนยีน 1 ไมโครลิตร,  
พลาสมิด pSTARGATE vector 1 ไมโครลิตร, LR clonase II (Invitrogen, USA) 2 ไมโครลิตร และ
น้ ากลั่น 6 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นเติมเอนไซม์ proteinase K 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายที่ได้ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ DH5α (ดูข้อที ่2.2.2) แตเ่ลือกใช้อาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะสเปกติโนมัยซิน 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คัดเลือกโคลนที่ต้องการด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (ดูข้อที่ 2.3) โดยใช้
ไพรเมอร์ของยีน DCS และ CURS1 และตรวจสอบทิศของยีนที่แทรกอยู่ในพลาสมิดด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากล าดับเบสที่อยู่บนพลาสมิด ได้แก่ไพรเมอร์ Star-
F (5'-GGCGTCTCGCATATCTCATT-3') และ Star-R (5'-TTCTGCAGGTCGACTCTAGA-3') 
ร่วมกับไพรเมอร์ของยีน DCS และ CURS1 ทั้ง forward และ reverse โดยตรวจสอบทีละคู่ไพรเมอร์ 
จากนั้นสกัดพลาสมิด (ดูข้อที่ 2.4) และเตรียมพลาสมิดส าหรับใช้ในการถ่ายยีน 
 
3.  การถ่ายยีนเข้าสู่ยอดขมิ้นชันโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
  
 3.1  เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียมส าหรับใช้ในการถ่ายยีน 
 

ถ่ายพลาสมิดสายผสมเข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 
โดยดูดสารละลายพลาสมิดลงในหลอดที่มีเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่เตรียมพร้อมส าหรับการรับ 
พลาสมิดเข้าสู่เซลล ์ทิ้งไว้ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจุ่มหลอดลงในไนโตรเจนเหลว เป็น
เวลา 30 วินาที น ามาละลายน้ าแข็งในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
แล้วเติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB ที่เติมยาปฏิชีวนะ 
สเปกติโนมัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไรแฟมพิซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไป
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ตรวจสอบโคลนที่ต้องการด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ
เมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 
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 3.2  ถ่ายยีนเข้าสู่ยอดขมิ้นชัน 
 

เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ตรวจสอบยีนแล้วในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่
เติมยาปฏิชีวนะสเปกติโนมัยซิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไรแฟมพิซิน 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นย้ายลงสู่อาหารเหลว LB ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร เพื่อเลี้ยงต่ออีก 1 วัน วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจาง
สารละลายอะโกรแบคทีเรียมด้วยน้ ากลั่นนึง่ฆ่าเชื้อ 50 มิลลิลิตร ให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.5-
0.6 จากนั้นเติมสาร acetosyringone (1 mM) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มสารละลายอะโกร
แบคทีเรียมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน ายอดอ่อนขมิ้นชันจากการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ตัดส่วนใบออกให้มีขนาด 0.5-1.0 เซนติเมตร มาเลี้ยงร่วมกับสารละลายอะโกร
แบคทีเรียม เป็นเวลา 30 นาที ในอ่างน้ าที่มีคลื่นเสียง sonicate จากนั้นน ายอดขมิ้นชันมาซับให้แห้ง
ด้วยกระดาษที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว เลี้ยงยอดขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA 
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ในที่มืด เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นฆ่าเชื้ออะโกรแบคทีเรียมส่วนเกิน
ออกโดยล้างยอดขมิ้นชันในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่เติมซีโฟแทกซิม 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ข้ามคืน แล้วจึงย้ายยอดขมิ้นชันเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA 
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ซีโฟแทกซิม 300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และไฮโกรมัยซิน 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 6-8 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห์ จากนั้นย้ายลงเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อเพิ่มจ านวนยอด 
 
4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน DCS และ CURS1 
 

4.1  ตรวจสอบการได้รับการถ่ายยีนโดยเพิ่มปริมาณยีนเคร่ืองหมายด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ
เมอเรส 

 
สกัดดีเอ็นเอจากต้นขมิ้นชันที่รอดชีวิตจากการคัดเลือกบนอาหารสูตร MS ที่เติมยา

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธีของ Agrawal et al. (1992) 
(ดูข้อที่ 2.1.1) จากนั้นตรวจสอบการมีอยู่ของยีนเคร่ืองหมาย hygromycin phosphotransferase (hpt) 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยออกแบบคูไ่พรเมอร์ดังนี้ 

 
HPT-F  5'-ATGTCCTGCGGGTAAATAGC-3' 
HPT-R  5'-GCCTCCAGAAGAAGATGTTG-3' 
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น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณส่วนของยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยเร่ิม
บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ โดยแต่ละ
รอบประกอบด้วยขั้นตอนบ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที สุดท้ายบ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 
เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator 
 
 4.2 ตรวจสอบการแสดงออกโดยวิเคราะห์ปริมาณอาร์เอ็นเอของยีน DCS และ CURS1 
 

4.2.1  สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างขมิ้นชัน 
 
น าส่วนของใบและโคนต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน สกัดอาร์เอ็นเอตามวิธี

ของ Yu and Goh (2000) โดยน าตัวอย่างปริมาณ 0.5 กรัม บดให้ละเอียดในโกร่ง ใส่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตรที่มี extraction buffer 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลาย
ส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform : isoamyl 
alcohol = 24:1) ปรมิาตรเท่ากับสารละลาย ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ สกัดด้วย
สารละลายคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อัตราส่วน 24:1 ตามขั้นตอนเดิมอีก 2 คร้ัง 
จากนั้นเติม LiCl ความเข้มข้น 10 โมลาร์ ปริมาตร 1/3 เท่าของสารละลาย ผสมโดยการกลับหลอด
ไปมา บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เพื่อให้อาร์เอ็นเอตกตะกอน หลังจากนั้นน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เทสารละลายทิ้ง ล้าง
ตะกอนด้วย LiCl ความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิง้ แล้วล้างตะกอนด้วยเอธานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ในน้ า DEPC 800 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนแห้งในอากาศ จากนั้นละลายตะกอน
ด้วยน้ า DEPC 30 ไมโครลิตร เก็บตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอ โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 

OD260, OD260/280 และ OD260/230 และตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสใน
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เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV 
transilluminator 

 
4.2.2  ท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ของอาร์เอ็นเอ 
 

น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 4.2.1 มาท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน     
พีซีอาร์ (RT-PCR) ของอาร์เอ็นเอ โดยใช้ชุด One-Step RT-PCR (Life Technologies) โดยชุด
ปฏิกิริยา ประกอบด้วย อาร์เอ็นเอ (ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 2X 
Reaction Mix 10 ไมโครลิตร, forward primer และ reverse primer ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 
อย่างละ 1 ไมโครลิตร, RT/PLATINUM taq Mix 1 ไมโครลิตร และเติมน้ ากลั่น 5 ไมโครลิตร 
เพื่อให้ได้ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร 

 
ท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันและปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยเร่ิมบ่มที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และบ่มต่อที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
นาที จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ โดยแต่ละรอบประกอบด้วยขั้นตอนบ่มที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาท,ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 วินาที สุดท้ายบ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิด
สมบูรณ์ ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียม  
โบรไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator 

 
4.2.3  ท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-

quantitative RT-PCR) 
 

น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ มาท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน และปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน 18S rRNA ขนาด 101 คู่เบส เพื่อใช้เป็นยีนอ้างอิงใน
การปรับให้ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอต้นแบบของทุกๆ ตัวอย่างมีค่าเท่ากัน โดยออกแบบคู ่      
ไพรเมอร์ดังนี้ 

 
18S rRNA-F 5'-CCTTCCTCTAAATGATAAGGTTCAATGG-3' 
18S rRNA-R 5'-GATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTT-3' 
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ท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ของอาร์เอ็นเอดังข้อที่ 4.2.2 โดยใช้
ไพรเมอร์ของยีน DCS และ CURS1 และท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส จ านวน 15, 20, 25, 30 และ 
40 รอบ ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร
ไมด์ และตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV transilluminator 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ผลและวิจารณ์ 
 

1.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือขมิ้นชัน 
 

1.1  ฟอกฆ่าเชื้อ และเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นชัน 
 

น ายอดอ่อนจากเหง้าของขมิ้นชันมาล้างด้วยน้ าสะอาด ฟอกฆ่าเชื้อด้วยเบตาดีน เป็น
เวลา 30 นาที หลังจากนั้นจุ่มในเอธิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 วินาที และ
ฟอกในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ไฮเตอร)์ ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ นาน 10 นาที เลี้ยง
ชิ้นส่วนยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
สามารถเพิ่มจ านวนยอดและรากได้ โดยมีจ านวนยอด 2-5 ยอด จ านวนราก 1-2 ราก (ภาพที่ 1)  

 
  

 
 
 
 

 
ภาพท่ี 1  ยอดอ่อนที่งอกจากตาเหง้าขมิ้นชัน และยอดขมิ้นชันที่ฟอกฆ่าเชื้อและเลี้ยงบนอาหารสูตร  

 MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
 

การเจริญพัฒนาของเน้ือเยื่อพืชไปเป็นยอดนั้นต้องอาศัยสารควบคุมการเจริญเติบโต
กลุ่มออกซินและไซโตไคนินในอัตราส่วนที่เหมาะสม พบว่างานวิจัยเกี่ยวกับการขยายพันธุ์ขมิ้นชัน
ด้วยการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อส่วนใหญ่มีการเติมสารกลุ่มไซโตไคนินเพียงอย่างเดียวโดยไม่เติมออกซิน
ก็สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ านวนยอดได้ดี เนื่องจากเน้ือเยื่อขมิ้นชันสามารถสร้างสารออกซินได้เอง
ในปริมาณที่เพียงพอจึงไม่ต้องการออกซินเพิ่มจากอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ก็สามารถชักน าให้
เกิดยอดได้ โดยสารไซโตไคนินที่น ามาใช้ส่วนใหญ่เป็นสารสังเคราะห์ ได้แก่ BA (6-
benzylaminopurine), kinetin และ TDZ (thidiazuron) สารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมใน
การเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นชันมากที่สุด คือ TDZ ซึ่งเป็นสารกลุ่มไซโตไคนินที่มีประสิทธิภาพสูง มี
ฤทธิ์แรงจึงใช้ความเข้มข้นในระดับต่ า ก็สามารถเพิ่มจ านวนยอดได้ปริมาณมาก (Prathanturarug    
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et al., 2003) เน่ืองจาก TDZ เป็นสารที่มีราคาค่อนข้างสูง จึงนิยมใช้ BA ในการชักน ายอดมากที่สุด 
โดยความเข้มข้นของ BA ที่มากขึ้น สามารถเพิ่มจ านวนยอดเพิ่มขึ้น แต่จะลดความยาวยอดลง พบว่า
ความเข้มข้นที่เหมาะสมในการเพิ่มจ านวนยอดขมิ้นชัน ได้แก่ ความเข้มข้น 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (วัชรินทร์, 2548; Naz et al., 2009; Rahman et al., 2004) 

 
 1.2  ชักน าให้เกิดเหง้าในขมิ้นชัน 
 

ทดสอบสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้เกิดเหง้าในขมิ้นชัน โดยทดลองใช้สูตร
อาหารตามงานวิจัยของ Hashemy et al. (2009) โดยเลี้ยงยอดขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ที่เติม
น้ าตาลซูโครส 30 และ 60 กรัมต่อลิตร เลี้ยงในที่ให้แสง 8 และ 16 ชั่วโมงต่อวัน พบว่าในทุกสูตร
อาหารมีการแตกยอดใหม่ 1-2 ยอด มีความยาวยอดเพิ่มขึ้น ส่วนโคนของยอดมีลักษณะอวบ พบการ
สะสมสารเคอร์คูมินอยด์ที่มีสีเหลืองบริเวณโคนยอด และพบว่ามีรากเกิดขึ้นจ านวนมาก โดยรากที่
เกิดขึ้นมีลักษณะเป็นสีขาวและเขียว มีขนาดใหญ่ อวบ มีขนรากจ านวนมาก แต่ไม่พบการสะสมสาร
สีเหลืองเกิดขึ้น (ภาพที่ 2) 

 
                  16 h light          8 h light  
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
ภาพท่ี 2  ยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ  

 kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เติมน้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และให้แสง   
 8 และ 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ (A) บริเวณโคนต้นที่มีการสะสมของสาร 
 เคอรค์ูมินอยด์ 

(A) (A) 
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ยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ าตาลซูโครส 30 และ 60 กรัมต่อลิตร พบว่ายอดที่
เลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตรมีการเจริญเติบโตมากกว่ายอดที่เลี้ยงบนอาหารที่
เติมน้ าตาลซูโครสปริมาณ 60 กรัมต่อลิตร 
 

ส าหรับยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงในที่ให้แสง 8 และ 16 ชั่วโมงต่อวัน พบว่ายอดขมิ้นชันที่
เลี้ยงในที่ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวันมีจ านวนยอดและความยาวยอด จ านวนรากและความยาวราก
มากกว่า แต่ไม่พบการสร้างเหง้าเกิดขึ้น (ภาพที่ 3)  

 
 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3  ยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  

 ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เติมน้ าตาลซูโครส 30 และ 60 กรัม    
 ต่อลิตร เลี้ยงในที่ให้แสง 8 และ 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
น้ าตาลเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนให้แก่พืช โดยพืชจะดูดซึมน้ าตาลไปใช้

ในกระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ และถูกเก็บสะสมอยู่ในเนื้อเยื่อที่เป็นบริเวณสะสมอาหารของ
พืชหลายชนิด นอกจากนั้นน้ าตาลยังมีผลต่อค่า osmotic potential ภายในเซลล์พืช ดังนั้นยอดที่เลี้ยง
บนอาหารที่มีความเข้มข้นน้ าตาลที่สูง น้ าตาลจะถูกสะสมอยู่ในเนื้อเยื่อสูง ท าให้ค่า osmotic 

sucrose 30 g/l              sucrose 60 g/l sucrose 30 g/l             sucrose 60 g/l 

16 h light 8 h light 
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potential ภายในเซลล์ลดลง กระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ ของพืชท างานได้ลดลง ท าให้การ
เจริญเติบโตของพืชลดลงด้วย (Fuentes et al., 2005; Jo et al., 2009) ความเข้มข้นน้ าตาลซูโครสที่
มากขึ้นท าให้น้ าหนักสดของพืชลดลง แต่น้ าหนักแห้งจะเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากมีการสะสมของ
โปรตีน proline และคาร์โบไฮเดรตภายในเซลล์มากเน่ืองจาก osmotic stress (Javed and Ikram, 
2008) มีงานวิจัยเกี่ยวข้องกับการทดสอบหาความเข้มข้นน้ าตาลที่เหมาะสมในการชักน าให้เกิดเหง้า
ในขมิ้นชันมากมาย โดยความเข้มข้นน้ าตาลที่เหมาะสมในการเกิดเหง้ามีตั้งแต่ความเข้มข้นปกติ คือ 
30 กรัมต่อลิตร จนถึงความเข้มข้น 90 กรัมต่อลิตร การทดลองนี้ได้ใช้ความเข้มข้นน้ าตาล 30 และ 
60 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นที่ใช้อาจยังไม่เหมาะสมที่พืชจะน าไปสะสมจนเกิดเป็นเหง้าได้ จากงาน 
วิจัยของ Hashemy et al. (2009) พบว่าสามารถชักน าให้เกิดเหง้าได้ในอาหารสูตร MS ที่เติม NAA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี้ยงในที่ให้แสง 
10 ชั่วโมงต่อวัน เมื่อท าการทดลองเลี้ยงขมิ้นชันบนสูตรอาหารดังกล่าว ไม่สามารถชักน าให้เกิด
เหง้าได้ อาจเป็นเพราะพันธุกรรมของต้นพันธุ์ที่ใช้และสภาพแวดล้อมยังไม่เหมาะสม โดยความเข้ม
แสงมีผลต่อการชักน าเหง้าในขมิ้นชัน พบว่ามีการเลี้ยงขมิ้นชันเพื่อให้เกิดเหง้าในที่มืด หรือเลี้ยงใน
ที่ให้แสงตั้งแต่ 4 ชั่วโมงต่อวันจนถึงให้แสงปกติ 16 ชั่วโมงต่อวัน จากการทดลอง พบว่าการให้แสง 
8 ชั่วโมงต่อวัน พืชจะมีการเจริญเติบโตน้อยกว่าพืชที่ได้รับแสงปกติ 16 ชั่วโมงต่อวัน เนื่องจากพืช
ต้องใช้แสงในการเกิดกระบวนการสังเคราะห์แสง หากพืชได้รับแสงน้อยลง ท าให้กระบวนการ    
เมแทบอลิซึมเกิดน้อยลง น้ าตาลจึงถูกสะสมไว้ในบริเวณที่เป็นเนื้อเยื่อสะสมอาหาร อย่างไรก็ตาม
งานวิจัยของ Hashemy et al. (2009) กล่าวว่าเปอร์เซ็นต์การเกิดเหง้าในขมิ้นชันที่เลี้ยงในที่ให้แสง 8 
ชั่วโมงต่อวัน และ 16 ชั่วโมงต่อวัน มีความแตกต่างกันไม่ชัดเจน และโอกาสที่พบการเกิดเหง้ามี
น้อย คิดเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ของจ านวนพืชที่ทดลองทั้งหมด จึงต้องทดลองหาสูตรอาหารและ
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อไป 

 
ในการทดลองคร้ังนี้ ยังได้เลี้ยงยอดขมิ้นชันในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมน้ าตาล

ซูโครส 60 กรัมต่อลิตร บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 100 รอบต่อนาที ในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ให้แสง 16 
ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าต้นขมิ้นชันที่ได้มีการแตกยอดมาก ยอดมีสีเขียว ขนาดใหญ่
ยาว แตกใบสีเขียวยาว ส่วนโคนของยอดมีลักษณะอวบ พบการสะสมสารเคอร์คูมินอยด์ที่มีสีเหลือง
บริเวณโคนยอด และมีรากเกิดขึ้นจ านวนมาก มีลักษณะเป็นสีขาวและเขียว มีขนาดใหญ่ อวบ มีขน
รากจ านวนมาก ไม่พบการสะสมสารสีเหลืองเกิดขึ้นบริเวณราก (ภาพที่ 4) 
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ภาพท่ี 4  ยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมน้ าตาลซูโครส 60 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา  

 8 สัปดาห์ (A) บรเิวณโคนต้นที่มีการสะสมของสารเคอร์คูมินอยด์ 
 

จากผลการทดลองพบว่ามีการสะสมสารเคอร์คูมินอยด์ในส่วนโคนต้นของขมิ้นชัน
เหมือนกับการทดลองที่ใช้สูตรอาหารตามงานวิจัยของ Hashemy et al. (2009) บริเวณโคนต้นที่มี
การสะสมสารสีเหลือง อาจเป็นส่วนของ primary microrhizome ที่เกิดขึ้น สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Adelberg and Cousins (2007) พบว่าเกิด primary rhizome ในขมิ้นชันมีลักษณะเป็นรูปโคน
หรือรูปไข่ที่บริเวณโคนต้น ใน 4-6 สัปดาห์ และเมื่อเลี้ยงขมิ้นชันในอาหารเหลวที่มีความเข้มข้น
น้ าตาลซูโครสที่สูงเป็นเวลาต่อเน่ือง 15-24 สัปดาห์ จะพบ secondary rhizome มีลักษณะรูปแท่ง
คล้ายนิ้ว ยื่นออกมาจากโคน มีส่วนของข้อและตาเหมือนกับเหง้าขมิ้นชันที่พบตามธรรมชาติ และ
ดังงานวิจัยของอนุพันธ์ และ วีระชน (2005) เหง้าที่ชักน าได้ คือบริเวณโคนต้นที่มีการสะสมสาร
เคอร์คูมินอยด์ เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 90 กรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 16 สัปดาห์ ดังนั้นการทดลองนี้จึงต้องใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงมากขึ้น และควบคุมปริมาณ
ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสในอาหารเพาะเลี้ยงให้ได้ค่าเหมาะสมคงที่ตลอดเวลา จึงจะสามารถ
ชักน าเหง้าได้ 

 
 
 
 
 
 

(A) 
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500 bp 

100 bp 

2.  การโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิดส าหรับถ่ายยีน 
 
 2.1  การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีน DCS และ CURS1 
 
 เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีน DCS และ CURS1 จากดีเอ็นเอของขมิ้นชันขนาด 196 และ 
229 คู่เบส ตามล าดับ (ภาพที่ 5) จากนั้นเชื่อมต่อกับพลาสมิด pGEM®-T easy vector เพิ่มจ านวน
และหาล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ของขมิ้นชันดังภาพที่ 6 เมื่อน าไปเปรียบเทียบ
กับล าดับเบสในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม BlastN 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_ TYPE=BlastHome) พบว่าล าดับเบส
ที่ได้ ตรงกับล าดับเบสของยีน DCS และ CURS1 ของขมิ้นชันที่มีในฐานข้อมูล และมีความคล้ายกับ
ล าดับเบสของยีน chalcone synthase ในขิง (Zingiber officinale) คิดเป็น 97 เปอร์เซ็นต์ และ 84 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

 
                                                                M         (1)        (2)   
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 5  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากการ 

 เพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสจากดีเอ็นเอของขมิ้นชัน 
 (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
 (1) ชิ้นดีเอ็นเอ DCS 
 (2) ชิ้นดีเอ็นเอ CURS1 
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>DCS: 196 bp 
CCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGCTCGGACTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGCGACGCGGCACGTACT
CAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGCTGTTCATCCTGGACGAGATGCGGAACCGCTCGGCTGCGGA
GGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGACTGGGGCGTGCTGTTG 
 
>CURS1: 229 bp 
ATCATCGCCGACAACCTCGGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGCGCCGCTGGGGGTGAGGGAGTGGAACGACGTC
TTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATTGACGCCATCGAAGCCAAGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGC
TCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCACAGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTCGTGATGGATGAGCT
GA 

 
ภาพท่ี 6  แสดงล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ของขมิ้นชัน 
 
 2.2  การสร้างพลาสมิด RNAi vector ที่มีชิ้นส่วนของยีนหันในทิศตรงข้าม (inverted 
repeat) 

 
น าพลาสมิด pENTRTM 1A vector ขนาด 2,717 คู่เบส (ภาพที่ 7) ตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ EcoRI ซึ่งจะได้พลาสมิดขนาดประมาณ 2,500 คู่เบส และส่วนที่มียีน ccdB ขนาดประมาณ 
450 คูเ่บส (ภาพที่ 8) น ามาดึงหมู่ฟอสเฟตที่ปลาย 5' ออกด้วย alkaline phosphatase เพื่อป้องกันการ
กลับมาจับกันเองของพลาสมิด หลังจากนั้นตัดชิ้นพลาสมิดขนาดที่ต้องการและสกัดออกจากอะกา
โรสเจล 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 7  แผนที่พลาสมิด pENTRTM 1A vector 
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1000 bp 

100 bp 

3000 bp 

                  (1)     M 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 8  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากการ 
 ตัดพลาสมิด pENTRTM 1A vector ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 
 (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
 (1) พลาสมิด pENTRTM 1A vector ตัดด้วย EcoRI 

 
จากโคลนของยีน DCS และ CURS1 ในข้อ 2.1 เลือกโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอแทรกอยู่

ในพลาสมิด pGEM®-T easy vector ในทิศทางเดียวกันของแต่ละยีน ตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ EcoRI (ภาพที่ 9) หลังจากนั้นตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน DCS ขนาดประมาณ 200 คูเ่บส 
และยีน CURS1 ขนาดประมาณ 250 คู่เบส และสกัดออกจากอะกาโรสเจล 
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1000 bp 

100 bp 

3000 bp 

               (1)      M     (2) 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพท่ี 9  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากการ 

 ตัดชิ้นดีเอ็นเอออกจากพลาสมิด pGEM®-T easy vector ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 
 (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
 (1) พลาสมิด pGEM®-T easy vector ที่มีชิ้นส่วนยีน DCS ตัดด้วย EcoRI 
 (2) พลาสมิด pGEM®-T easy vector ที่มีชิ้นส่วนยีน CURS1 ตัดด้วย EcoRI 

 
น าชิ้นดีเอ็นเอส่วนของยีน DCS และ CURS1 ที่ได้มาเชื่อมกับพลาสมิด pENTRTM 1A 

vector และถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli คัดเลือกโคลนด้วยยาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอ
เรส โดยใช้ไพรเมอร์ reverse ที่อยู่บนพลาสมิด pENTRTM 1A vector (ภาพที่ 10) กับไพรเมอร์ของ
ยีนแต่ละยีน คือ DCS-F และ CURS1-F ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 คู่เบส จากขนาดของ
ชิ้นส่วนยีนประมาณ 200 คู่เบสรวมกับชิ้นส่วนพลาสมิดตั้งแต่ไพรเมอร์ reverse อีกประมาณ 200 คู่
เบส (ภาพที่ 11) จากนั้นเลี้ยงเชื้อเพื่อสกัดพลาสมิดจากโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ ส่งเพื่อหา
ล าดับเบสได้ดังภาพที่ 12 จะเห็นว่าชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ในพลาสมิด pENTRTM 1A vector จะมีส่วนของ
บริเวณที่เป็น recombination site คือ attL1 และ attL2 อยู่ที่ปลายทั้งสองข้างของชิ้นดีเอ็นเอ เพื่อให้
สามารถเกิดปฏิกิริยาแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนกับพลาสมิดอ่ืนที่มีบริเวณดังกล่าวที่เหมาะสมกันได้ 
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reverse primer 5'-GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3' 

 
ภาพท่ี 10  แสดงบริเวณ multiple cloning site และบริเวณที่ออกแบบไพรเมอร์ reverse บนพลาสมิด  

   pENTRTM 1A vector 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 11  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบโคลนที่ได้จากการถ่ายยีนด้วย
    ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ reverse กับไพรเมอร์ของยีน คือ DCS-F และ 
    CURS1-F 

   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) โคลนที่มีชิ้นส่วนยีน DCS  (2) โคลนที่มีชิ้นส่วนยีน CURS1 

 
 
 
 
 
 

(1) M M (2) 

500 bp 

100 bp 

500 bp 

100 bp 
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>DCS       attL2   
CAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATAAGCAATGCTTTCTTATAATGCCAA
CTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGATATCTCGAGTGCGGCCGCGAATTCGATTCAACAGCACGCCCCAGTCGAGC
CCCTCGCCGGTGGTGGCGTGGCCCTCCGCAGCCGAGCGGTTCCGCATCTCGTCCAGGATGAACAGCACCGTGGCGC
TCTGCATGTTGCCGTACTCGCTGAGTACGTGCCGCGTCGCGGCGAGCCGGCCCTTCTCCAGTCCGAGCCGCGCCTCC
ACCTGGTCCAGGATCGCTCGGAATCACTAGTGAATTCGGTACCGGATCCAGTCGACTGAATTGGTTCCTTTAAAGCC
TGCTTTTTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTC
AAAATAAAATCATTATTTG 
       attL1 
 
>CURS1       attL2 
CAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATAAGCAATGCTTTCTTATAATGCCAA
CTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGATATCTCGAGTGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATATCATCGCCGACAACCTC
GGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGCGCCGCTGGGGGTGAGGGAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCG
GGCAACTGGGCCATCATGGACGCCATCGAAGCCAAGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCAC
GTCTTCACAGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTCGTGATGGATGAGCTGAATCGAATTCGGTACC
GGATCCAGTCGACTGAATTGGTTCCTTTAAAGCCTGCTTTTTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGCTTA
TCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTG 
                                           attL1 

 
ภาพท่ี 12  ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ที่แทรกอยู่ในพลาสมิด pENTRTM 1A  

vector ตัวอักษรสีฟ้า คือ ล าดับเบสต าแหน่ง attL1 และ attL2 ตัวอักษรสีด า คือ multiple     
cloning site และตัวอักษรสีแดง คือ ล าดับเบสของยีน DCS และ CURS1  

 
2.3  การแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนยีนเข้าสู่พลาสมิด pSTARGATE vector ด้วยปฏิกิริยา LR 

clonase 
 
พลาสมิด pSTARGATE vector ขนาด 18,147 คู่เบส (ภาพที่ 13) จะมีส่วนที่เป็น 

recombination site คือ attR1 และ attR2 อยู่ที่ปลายทั้งสองข้างของชิ้นส่วนยีน ccdB ทั้งสองยีนที่หัน
ในทิศตรงข้าม เอนไซม์ LR clonase จะชักน าให้เกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง
ต าแหน่ง recombination site ของทั้งสองพลาสมิด โดยชิ้นส่วนยีนที่อยู่ในพลาสมิด pENTRTM 1A 
vector จะย้ายมาอยู่แทนที่ชิ้นส่วนยีน ccdB ในทิศตรงข้าม เกิดเป็น inverted repeat  

 
หลังจากนั้นถ่ายพลาสมิดที่ได้เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli คัดเลือกโคลนด้วยยาปฏิชีวนะ 

สเปกติโนมัยซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
ต้องการด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีนแต่ละยีน ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 196 
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และ 229 คู่เบสตามล าดับ (ภาพที่ 14) แสดงว่าชิ้นดีเอ็นเอของยีน DCS และ CURS1 ได้แทรกอยู่ใน 
พลาสมิด pSTARGATE vector เรียบร้อยแล้ว ตรวจสอบทิศของยีนที่แทรกอยู่ในพลาสมิดด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากล าดับเบสที่อยู่บนพลาสมิด ได้แก่     
ไพรเมอร์ Star-F ที่ออกแบบอยู่ทางด้านปลาย 5' และ Star-R ที่ออกแบบไว้ทางด้านปลาย 3' จับคู่กับ
ไพรเมอรข์องยีน DCS และ CURS1 ทั้ง forward และ reverse ได้ดังนี้ คู่ Star-F กับ forward primer 
ของยีน, Star-F กับ reverse primer ของยีน, Star-R กับ forward primer ของยีน และ Star-R กับ 
reverse primer ของยีน โดยตรวจสอบทีละคู่ไพรเมอร์ จะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 คู่เบส 
จากขนาดของชิ้นส่วนยีนที่แทรกอยู่ประมาณ 200 คู่เบส รวมกับความยาวจากไพรเมอร์ Star จนถึง
ต าแหน่งที่ยีนแทรกอยู่อีกประมาณ 200 คู่เบส โดยจะต้องพบแถบดีเอ็นเอจากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 2 ใน 4 คู่ไพรเมอร์ เน่ืองจากมีชิ้นส่วนยีนแทรกอยู่สองข้าง และหันใน
ทิศตรงข้ามกัน ดังนั้นจึงต้องพบแถบดีเอ็นเอทั้งสองข้างของแต่ละยีน โดยหันในทิศใด ตรวจสอบ
ได้จากไพรเมอร์ของยีนในคู่ที่พบแถบดีเอ็นเอ ส าหรับยีน DCS พบแถบดีเอ็นเอในคู่ไพรเมอร์ Star-
F กับ DCS-F และคู่ไพรเมอร์ Star-R กับ DCS-F แสดงว่าชิ้นส่วนยีนหันในทิศเส้นลบตามด้วย     
อินทรอนและชิ้นส่วนยีนที่หันในทิศเส้นบวก และยีน CURS1 พบแถบดีเอ็นเอในคู่ไพรเมอร์ Star-F 
กับ CURS1i-R และคู่ไพรเมอร์ Star-R กับ CURS1i-R แสดงว่าชิ้นส่วนยีนหันในทิศเส้นบวกตาม
ด้วยอินทรอนและชิ้นส่วนยีนหันในทิศเส้นลบตามล าดับ (ภาพที่ 15 และภาพที่ 16) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 13  แผนที่พลาสมิด pSTARGATE vector 
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100 bp 

500 bp 

   M            (1)                     (2)                     (3)                    (4) 

100 bp 

500 bp 

        M                  (1)        (2) 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 14  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 

โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน คือ DCS-F กับ DCSi-R และ CURS1-F กับ 
CURS1i-R 

   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) โคลนที่มีชิ้นส่วนยีน DCS 
   (2) โคลนที่มีชิ้นส่วนยีน CURS1 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 15  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 

   โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน คือ DCS-F, DCSi-R, Star-F และ Star-R 
   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-F กับ DCS-F 
   (2) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-F กับ DCSi-R  
   (3) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-R กับ DCS-F 
   (4) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-R กับ DCSi-R 
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100 bp 

500 bp 

   M                (1)                     (2)                      (3)                    (4)  
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 16  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบโคลนที่ได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 

   โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน คือ CURS1-F, CURS1i-R, Star-F และ Star-R 
   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-F กับ CURS1-F  
   (2) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-F กับ CURSi1-R  
   (3) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-R กับ CURS1-F  
   (4) แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยไพรเมอร์ Star-R กับ CURSi1-R  

 
3.  การถ่ายยีนเข้าสู่ยอดขมิ้นชัน 
 

3.1  ผลของยาปฏิชีวนะซีโฟแทกซิมต่อการเจริญเติบโตของขมิ้นชัน 
 

น ายอดขมิ้นชันเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และเติมยาปฏิชีวนะซีโฟแทกซิม ความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400 หรือ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ายอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารที่เติมซีโฟแทกซิมมีความยาวยอด
เพิ่มขึ้นและสามารถเพิ่มจ านวนยอดได้เหมือนกับยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารปกติที่ไม่เติมยา
ปฏิชีวนะซีโฟแทกซิม พบว่ายอดขมิ้นชันมีสีเขียว ยาว ใบแผ่ออก ส่วนของยอดที่แตกใหม่ มีจ านวน 
2-5 ยอด (ภาพที่ 17) ดังนั้นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่น ามาใช้ในการฆ่าเชื้ออะโกรแบคทีเรียมส่วน 
เกินที่ติดอยู่บนชิ้นยอดนั้น จะเลือกใช้ความเข้มข้นสูงที่สุดที่ต้นพืชสามารถเจริญเติบโตได้ จึงเลือก 
ใช้ยาปฏิชีวนะซีโฟแทกซิมความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อฆ่าเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
หลังจากเลี้ยงเชื้อร่วมกับยอดขมิ้นชัน และเลือกใช้ซีโฟแทกซิมความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เพื่อฆ่าเชื้ออะโกรแบคทีเรียมที่ยังหลงเหลืออยู่บนชิ้นเนื้อเยื่อเมื่อน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร
คัดเลือก โดยที่ยอดขมิ้นชันสามารถเจริญเติบโตแตกยอดใหม่ได้ตามปกติ ซึ่งผลการทดลองที่ได้
สอดคล้องกับงานวิจัยของกัลยา (2550) ที่พบว่าการเติมซีโฟแทกซิมความเข้มข้น 300 ไมโครกรัม
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ต่อมิลลิลิตรลงในอาหารเพาะเลี้ยงปทุมมา สามารถใช้ในการก าจัด Agrobacterium tumefaciens 
หลังได้รับการถ่ายยีนโดยไม่มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของแคลลัสปทุมมา 

 
 
 
 
 
 

                 0                                         100                                       200             
 
 
 
 
 
   300                                  400               500             

 
ภาพท่ี 17  ยอดขมิ้นชันเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร  

   และเติมซีโฟแทกซิมความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลานาน 4 สัปดาห์ 
 

3.2  ผลของยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินต่อการเจริญเติบโตของขมิ้นชัน 
 

เพาะเลี้ยงยอดขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และเติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10, 15 หรือ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ายอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเข้มข้น 
2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการยืดของใบน้อยกว่ายอดที่เลี้ยงบนอาหารที่ไม่เติมยาปฏิชีวนะ 
ไฮโกรมัยซิน รวมทั้งใบมีสีเขียวอ่อน ปลายใบเหลือง แต่ยังสามารถชักน าให้มีการเพิ่มปริมาณยอด
ได้ จ านวน 1-2 ยอด ในขณะที่ยอดขมิ้นชันที่เลี้ยงบนอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน ความเข้มข้นตั้งแต่ 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรขึ้นไป ไม่พบการแตกยอดใหม่ของขมิ้นชัน และชิ้นส่วนยอดไม่มีการยืดยาว
ของใบ ใบเหลืองซีด จนค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลและตาย (ภาพที่ 18) ดังนั้นความเข้มข้นที่
เหมาะสมในการคัดเลือกยอดขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีนที่สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะไฮโกรมัย
ซินได้ จะเลือกใช้ความเข้มข้นต่ าที่สุดที่ท าให้ต้นพืชตาย 100 เปอร์เซ็นต์ คือ ความเข้มข้น 10 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการคัดเลือกยอดขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน ในขณะที่งานวิจัยของกัลยา 
(2550) แคลลัสของปทุมมาสามารถเจริญเติบโตบนอาหารที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความ
เข้มข้น 50-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับพืชใบเลี้ยง
เด่ียวชนิดอ่ืนที่มีความสามารถในการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะแตกต่างกัน ได้แก่ หญ้าเนเปียร์แคระ 
กล้วย และข้าว โดยเลือกใช้ยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 10, 30 และ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ (ปาริสัชชา, 2547; Ozawa, 2008; Subramanyam et al., 2011) 
 
 
 
 
 
 

                 0                                           2.5                                         5             
 
 
 
 
 
    10                                   15               20             

 
ภาพท่ี 18  ยอดขมิ้นชันเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร  

   และเติมไฮโกรมัยซินความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลานาน 4 สัปดาห์ 
 
 3.3  ถ่ายพลาสมิด RNAi vector เข้าสู่ต้นขมิ้นชัน 
 

เลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ EHA105 ที่มีพลาสมดิ pSTARGATE vector และ
ชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ในอาหารเหลวเป็นเวลา 2 วัน จากนั้นย้ายมาเลี้ยงในอาหารเหลวอีก 1 
วัน จนมีค่า OD600 = 0.5-0.6 จึงตกตะกอนเชื้อ และละลายตะกอนในน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ น ายอดขมิ้นชันขนาด 0.5-1.0 เซนติเมตร จ านวน 50 ยอด 
เลี้ยงในสารละลายอะโกรแบคทีเรียมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติม acetosyringone ความเข้มข้น 200 
ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที โดยอาศัยคลื่นเสียง sonicate ท าให้เกิดบาดแผลบนชิ้นเนื้อเยื่อ จาก 
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นั้นเลี้ยงเชื้อร่วมกับชิ้นส่วนยอดในที่มืดเป็นเวลา 2 วัน ฆ่าเชื้ออะโกรแบคทีเรียมด้วยน้ ากลั่นที่เติม
ซีโฟแทกซิม ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นจึงเลี้ยงชิ้นส่วนยอด
ขมิ้นชันบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และยาปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซิน ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และซีโฟแทกซิม 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ พบว่าในชุดทดลองถ่ายยีน DCS จากจ านวนต้นที่ถ่ายยีนทั้งหมด 500 ต้น พบต้นที่
สามารถแตกยอดใหม่เจริญเติบโตได้บนอาหารที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน จ านวน 3 ต้น คิดเป็น 
0.6 เปอร์เซ็นต์ และชุดทดลองถ่ายยีน CURS1 จากจ านวนต้นที่ถ่ายยีนทั้งหมด 500 ต้น พบต้นที่
สามารถแตกยอดใหม่บนอาหารคัดเลือกที่เติมยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน จ านวน 4 ต้น คิดเป็น 0.8 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นจึงน ายอดที่ได้รับการถ่ายยีนเลี้ยงบนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดต่อไป 
 

จากผลการทดลองถ่ายยีนเข้าสู่ต้นขมิ้นชันโดยอาศัยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม พบต้นที่
สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกจ านวนน้อย อาจเนื่องจากชิ้นส่วนยอดที่ใช้ในการทดลองยัง
ไม่เหมาะสมส าหรับการถ่ายยีน ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพการถ่ายยีน ได้แก่ อายุ ขนาด 
ชิ้นส่วนที่น ามาใช้ในการถ่ายยีน (Hansen and Wright, 1999) นอกจากนั้นการเข้าบุกรุกของเชื้อ    
อะโกรแบคทีเรียมเป็นไปแบบสุ่ม เชื้ออาจเข้าไปบุกรุกบริเวณอ่ืนที่ไม่ใช่ส่วนก าเนิดยอดใหม่ ท าให้
ไม่สามารถเกิดยอดที่เจริญบนอาหารคัดเลือกได้ และอีกสาเหตุหนึ่งเนื่องจากการถ่ายยีนโดยอาศัย
เชื้ออะโกรแบคทีเรียมนั้น มักใช้ในพืชใบเลี้ยงคู่ประสบผลส าเร็จได้ดีกว่าพืชใบเลี้ยงเด่ียว เพราะการ
ส่งสัญญาณกระตุ้นให้ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย้าย T-DNA เข้าสู่เซลล์พืชใบเลี้ยงเด่ียวมีน้อย ดังนั้นการ
เติมสารประกอบพวก phenolic เช่น acetosyringone ความเข้มข้นที่เหมาะสมสามารถกระตุ้นการ
เกิดการย้ายส่วน T-DNA เข้าสู่เซลล์พืชได้ดี (Curtis, 2010) และการขนส่ง T-DNA จ าเป็นต้องมีการ
แสดงออกของยีน virG และยีน virE มากกว่าปกติ (over-expression) (Gelvin, 2003) ซึ่งสามารถท า
ได้โดยการเพิ่มจ านวนชุดของยีนดังกล่าว หรือท าให้เกิดการกลายของยีน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
การแสดงออก (Hansen and Wright, 1999) 
 
4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
 

 4.1  ตรวจสอบการมีอยู่ของยีน 
 

น าต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีนมาสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีของ Agrawal et al. (1992) น า
ดีเอ็นเอที่ได้มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ HPT-F กับ HPT-R เพื่อตรวจสอบการ
มีอยู่ของยีนเคร่ืองหมาย hygromycin phosphotransferase (hpt) จะได้แถบดีเอ็นเอขนาด 763 คู่เบส 
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100 bp 

500 bp 

   M         (1)         (2)        (3)         (4) 

1000 bp 

จากชุดทดลองถ่ายยีน DCS ที่พบยอดขมิ้นชันสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือก จ านวน 3 ต้น
นั้น มีต้นที่ได้รับการถ่ายยีนหนึ่งต้นที่เกิดการปนเปื้อน จึงไม่สามารถน ามาตรวจสอบการแสดง 
ออกของยีนได้ เมื่อน าต้นที่ได้รับการถ่ายยีนที่เหลือมาตรวจสอบ พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS 
ทั้งหมด 2 ต้น มีต้นหนึ่งที่พบแถบดีเอ็นเอ ส่วนอีกต้นหน่ึงไม่พบแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น (ภาพที่ 19) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 19  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS  

   ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีนเคร่ืองหมาย hygromycin    
   phosphotransferase (hpt) คือ HPT-F และ HPT-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 763 คู่เบส 
   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) พลาสมิด pSTARGATE vector 
   (2) ต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (3) และ (4) ต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS 

 
ส าหรับต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 พบว่ายอดที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหาร

คัดเลือก เมื่อตรวจสอบการมีอยู่ของยีนเคร่ืองหมาย พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 ทั้ง 4 ต้น
พบแถบดีเอ็นเอของยีนเคร่ืองหมาย hygromycin phosphotransferase (hpt) เกิดขึ้น (ภาพที่ 20) 
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500 bp 

  M          (1)         (2)          (3)         (4)         (5)         (6) 

1000 bp 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 20  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1  

   ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ของยีนเคร่ืองหมาย hygromycin    
   phosphotransferase (hpt) คือ HPT-F และ HPT-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 763 คู่เบส 
   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) พลาสมิด pSTARGATE vector 
   (2) ต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (3), (4), (5) และ (6) ต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 

 
จากต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ทั้งหมด 2 ต้น ตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอของยีน 

hygromycin phosphotransferase (hpt) เพียง 1 ต้น อาจเน่ืองมาจากยอดขมิ้นชันมีการกลายพันธุ์จาก
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ (somaclonal variation) ท าให้สามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกที่มียา
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินได้ (นิตย์ศร,ี 2551; สมพร, 2552) เมื่อน ามาสกัดดีเอ็นเอ และท าปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส จึงไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีนเคร่ืองหมาย นอกจากนั้นการเข้าบุกรุกของเชื้อ      
อะโกรแบคทีเรียมเป็นไปอย่างสุ่มในชิ้นส่วนตายอดที่น ามาถ่ายยีน เมื่อตายอดมีการพัฒนาสร้างยอด
ใหม่ขึ้นมา ยอดใหม่ที่เกิดขึ้นอาจไม่ได้ก าเนิดมาจากเซลล์ต้นก าเนิดเดียวกัน ท าให้ยอดที่เกิดขึ้น
ใหม่ บางยอดอาจมีและไม่มียีนที่ถ่ายเข้าไป เป็นสาเหตุที่ท าให้การตรวจสอบการถ่ายยีนด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแล้วไม่พบยีนดังกล่าว ส าหรับต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 พบแถบ    
ดีเอ็นเอของยีนเคร่ืองหมายในทุกต้น แสดงว่าสามารถถ่ายยีนเข้าสู่ยอดขมิ้นชันได้ 

 

4.2  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
 
สกัดอาร์เอ็นเอจากส่วนใบและโคนต้นของขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ตามวิธี

ของ Yu and Goh (2000) ท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ (RT-PCR) ของอาร์เอ็นเอ โดย
ใช้ไพรเมอร์ของยีน ได้แก่ DCS-F และ DCSi-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 196 คู่เบสในทุกตัวอย่าง และ
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ใบ โคนตน้ 

100 bp 

   M       (1)      (2)     (3)      (1)      (2)      (3) 
500 bp 

แถบดีเอ็นเอมีความหนาเท่ากัน และพบว่าอาร์เอ็นเอที่สกัดจากส่วนโคนต้นขมิ้นชันและส่วนใบของ
ขมิ้นชัน แถบดีเอ็นเอที่ได้ไม่มีความแตกต่างกัน (ภาพที่ 20)  

 
  
 

  
  
 
 

 
ภาพท่ี 21  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน 

ของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ด้วยปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ (RT-PCR)      
โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 196 คู่เบส 

   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (2) และ (3) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS 

 
สกัดอาร์เอ็นเอจากต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 และเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน CURS1 

ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 229 คู่เบสในทุกตัวอย่าง ทั้งส่วนโคนต้นและใบมีปริมาณความเข้มของแถบดี
เอ็นเอไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 22) 
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โคนตน้ ใบ 

100 bp 

   M       (1)     (2)      (3)      (4)     (5)      (1)     (2)     (3)      (4)     (5) 
500 bp 

 
 

 
 
 

 
ภาพท่ี 22  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน 

ของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 ด้วยปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ (RT-   
PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ของยีน ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 229 คู่เบส 

   (M) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA Ladder 
   (1) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (2), (3), (4) และ (5) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 
 

จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชัน
พีซีอาร์ (RT-PCR) ของอาร์เอ็นเอแบบปกติ ไม่สามารถบอกได้ว่าระดับการแสดงออกของยีนในต้น
ปกติกับต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมีความแตกต่างกันหรือไม่ จึงทดสอบโดยการท าปฏิกิริยารีเวอร์ส 
ทรานสคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-quantitative RT-PCR) เมื่อท าปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลิเมอเรสจ านวน 15, 20, 25, 30 และ 40 รอบ เมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีน DCS พบความ
แตกต่างของความเข้มของแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นในการท าปฏิกิริยาจ านวน 30 รอบ โดยในต้นขมิ้นชัน
ที่ได้รับการถ่ายยีน ที่ตรวจพบการมีอยู่ของยีนต้านทานยาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน คือ ต้นขมิ้นชัน
หมายเลข (3) มีความเข้มของแถบดีเอ็นเอน้อยกว่าในต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ทั้งในส่วนโคนต้น
และใบของขมิ้นชัน (ภาพที่ 23) 
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ใบ โคนตน้ 

18S rRNA 

30 รอบ 

 (1)        (2)       (3)        (1)        (2)       (3) 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 23  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน 

   ของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS ด้วยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอารแ์บบ
    กึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-quantitative RT-PCR) 

   (1) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (2) และ (3) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS 

 
เมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีน CURS1 พบความแตกต่างของความเข้มของแถบ  

ดีเอ็นเอเกิดขึ้นในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสจ านวน 27 รอบ โดยต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่าย
ยีนหมายเลข (4) และ (5) มีความเข้มของแถบดีเอ็นเอน้อยกว่าในต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ทั้งใน
ส่วนโคนต้นและส่วนใบ และพบว่าส่วนใบของต้นขมิ้นชันหมายเลข (3) มีความเข้มของแถบดีเอ็น
เอน้อยกว่าต้นปกติเช่นกัน (ภาพที่ 24) 
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ภาพท่ี 24  แสดงการใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน 

   ของต้นที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 ด้วยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์
    แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณ (semi-quantitative RT-PCR) 

   (1) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
   (2), (3), (4) และ (5) อาร์เอ็นเอที่สกัดจากต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 

 
จากผลการทดลอง แสดงว่าต้นขมิ้นชันหมายเลข (3) ที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และต้น

ขมิ้นชันหมายเลข (4) และ (5) ที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 นั้น ชิ้นส่วนยีนที่ถ่ายได้แทรกเข้าสู่จีโนม
ของพืช เมื่อเกิดกระบวนการถอดรหัส ได้เป็นอาร์เอ็นเอ ชิ้นส่วนของยีนที่หันในทิศตรงข้าม 
(inverted repeat) เข้าคู่สมกันเป็น hairpin RNA และเกิดกระบวนการ RNA interference อาร์เอ็นเอ
สายคู่ถูกตัดเป็นชิ้นส่วนอาร์เอ็นเอขนาดเล็ก ซึ่งสามารถจับคู่กับเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนที่เป็นบริเวณที่
มีเบสคู่สมกัน ก่อให้เกิดการท าลายเอ็มอาร์เอ็นเอ ซึ่งจะท าให้ไม่สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนหรือ
เอนไซม์ได้ นอกจากนั้นการใช้โปรโมเตอร์ ubiquitin ที่อยู่ในพลาสมิด pSTARGATE vector เป็น
ตัวควบคุมการท างานของยีน สามารถเกิดกระบวนการถอดรหัสของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการได้ 
ดังเช่นงานวิจัยของ Han et al. (2010) ตรวจสอบการแสดงออกของยีน PgSQE1 ในโสม (Panax 
ginseng) ด้วยการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีน แสดงว่าเมื่อ

18S rRNA 

27 รอบ 

 (1)        (2)       (3)        (4)       (5)       

18S rRNA 

โคนตน้ 

ใบ 

 (1)       (2)       (3)       (4)       (5)       

27 รอบ 
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เกิดกระบวนการถอดรหัส เอ็มอาร์เอ็นเอของยีน PgSQE1 ถูกยับยั้งการแสดงออกในระดับอาร์เอ็นเอ
ทั้งหมดจากกระบวนการ RNA interference 
 

จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน DCS ในระดับอาร์เอ็นเอ เมื่อน าผลิตผลจาก
การท าปฏิกิริยารีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณ วิเคราะห์ปริมาณความ
เข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอพบว่า ในต้นขมิ้นชันหมายเลข (3) มีปริมาณความเข้มข้นสารละลาย 
ดีเอ็นเอน้อยกว่าในตัวอย่างขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน แสดงว่าปริมาณอาร์เอ็นเอของยีน DCS ที่
สกัดได้ และน ามาใช้เป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับต้นที่
ไม่ได้รับการถ่ายยีน ท าให้ได้ความเข้มข้นดีเอ็นเอจากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสลดลงไป
ด้วย (ตารางที่ 1)  

 
ตารางท่ี 1  ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากผลิตผลจากการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทราน 
     สคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณของยีน DCS จ านวน 30 รอบ 

 
หมายเหตุ  (1) ต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
     (2) ต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และไม่พบการมีอยู่ของยีน hpt 
     (3) ต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และพบการมีอยู่ของยีน hpt 
 

ส าหรับต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 เมื่อน าผลิตผลที่ได้จากการท าปฏิกิริยา 
รีเวอร์สทรานสคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณ มาวัดปริมาณความเข้มข้นของสารละลาย   
ดีเอ็นเอ พบว่าในต้นขมิ้นชันหมายเลข (4) และ (5) มีปริมาณความเข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอน้อย
กว่าในตัวอย่างขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน แสดงว่าปริมาณอาร์เอ็นเอของยีน CURS1 ที่สกัดได้ 

 
ชิ้นส่วนพืช 

ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
ต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน ต้นที่ได้รับการถ่ายยีน 

(1) (2) (3) 
 

โคนต้น 
 

 
235.3 

 
238.9 

 
117.0 

ใบ 
 

199.6 124.0 161.7 
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และน ามาใช้เป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับต้นที่ไม่ได้รับ
การถ่ายยีน (ตารางที่ 2)  
 
ตารางท่ี 2  ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากผลิตผลจากการท าปฏิกิริยารีเวอร์สทราน 
     สคริปชันพีซีอาร์แบบกึ่งตรวจวัดปริมาณของยีน CURS1 จ านวน 27 รอบ 

 

 
หมายเหตุ  (1) ต้นขมิ้นชันที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 
     (2), (3), (4) และ (5) ต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีน CURS1 และพบการมีอยู่ของยีน hpt 
 

จากผลการทดลองพบว่าต้นขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีนหมายเลข (5) มีปริมาณความ
เข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอลดลงมากกว่าต้นขมิ้นชันต้นอ่ืน สาเหตุที่การยับยั้งการแสดงออกของยีน
ในแต่ละต้นแตกต่างกันนี้ เน่ืองจากการถ่ายยีนเข้าสู่พืชโดยอาศัยเชื้อ Agrobacterium tumefaciens 
เป็นไปอย่างสุ่ม ยีนที่ถ่ายเข้าไปอาจแทรกอยู่ในต าแหน่งที่ต่างกัน และจ านวนชุดของยีนที่แทรกเข้า
สู่จีโนมพืชแต่ละต้นอาจมีจ านวนแตกต่างกัน จึงมีการยับยั้งการแสดงออกของยีนได้ต่างกัน ดัง
งานวิจัยของเบญจวรรณ (2552) ได้ถ่ายยีน antisense ACO เข้าสู่ต้นกล้วยไม้หวายพันธุ์ปอมปาดัวร์ 
พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมีจ านวนชุดของยีนแตกต่างกัน ตั้งแต่ 1-4 ชุด โดยพบว่าต้นที่ได้รับการ
ถ่ายยีนที่มีจ านวนชุดยีน antisense มาก สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน ACO ได้มากกว่าต้นที่มี
จ านวนชุดของยีน antisense น้อย ทั้งนี้เมื่อยอดขมิ้นชันที่ได้รับการถ่ายยีนมีจ านวนชุดของยีน RNAi 
แทรกเข้าสู่จีโนมของพืชมาก เมื่อเกิดกระบวนการถอดรหัส จึงมีจ านวน hpRNA มากเช่นกัน จึงเกิด
การยับยั้งแสดงออกของยีนได้มากกว่า 

 
ชิ้นส่วนพืช 

ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
ต้นที่ไม่ได้รับ
การถ่ายยีน 

ต้นที่ได้รับการถ่ายยีน 

(1) (2) (3) (4) (5) 
 

โคนต้น 
 

 
343.1 

 
382.1 

 
352.5 

 
306.1 

 
211.7 

ใบ 
 

405.3 365.5 417.1 277.0 210.0 
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ส่วนใบในต้นขมิ้นชันหมายเลข (3) ที่พบว่ามีความเข้มของแถบดีเอ็นเอลดลงเมื่อ
เทียบกับต้นปกตินั้น เมื่อน ามาวัดปริมาณความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอพบว่ามีปริมาณความ
เข้มข้นไม่แตกต่างจากต้นปกติ อาจเน่ืองจากในขั้นตอนการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส อาจดูดผลิตผลปฏิกิริยามาหยอดลงบนอะกาโรสเจลน้อย จึงเห็นความเข้มแถบ
ดีเอ็นเอลดลงเมื่อเทียบกับตัวอย่างอื่นๆ 
 

ปริมาณความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอที่วัดได้จากตัวอย่างที่สกัดอาร์เอ็นเอจาก
ส่วนโคนต้นมีปริมาณมากกว่าตัวอย่างที่สกัดจากส่วนใบของขมิ้นชัน ดังงานวิจัยของ Katsuyama et 
al. (2009b) พบว่ามีการแสดงออกของยีนในส่วนเหง้ามากกว่าส่วนใบ เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้น
ของสารละลายดีเอ็นเอของต้นที่ได้รับการถ่ายยีนที่สกัดจากส่วนโคนต้น มีความเข้มข้นลดลงอย่าง
เห็นได้ชัดกว่าในส่วนของใบ อาจเนื่องจากยีนมีการแสดงออกมากในส่วนเหง้า หรือโคนต้น เมื่อ
เกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนบริเวณดังกล่าว จึงเห็นความแตกต่างจากต้นปกติได้ชัดเจน 
อย่างไรก็ตาม การถ่ายยีนโดยใช้เทคนิค RNA interference ในครั้งนี้ประสบผลส าเร็จ สามารถถ่าย
ยีนเข้าสู่ขมิ้นชันได้ และต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมีการแสดงออกของยีนลดลงกว่าปกติ 

 
จากงานวิจัยของ Katsuyama et al. (2009a, b) กล่าวว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ

สังเคราะห์สารเคอร์คูมินอยด์ในขมิ้นชันที่ส าคัญ ได้แก่ ยีน diketide-CoA synthase (DCS) และ 
curcumin synthase (CURS) จากผลการทดลองนี้พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีน DCS และ 
CURS1 ท าให้ยีนมีการแสดงออกลดลง อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถสรุปได้ว่าการยับยั้งยีนทั้งสอง
ชนิด มีผลต่อกระบวนการสังเคราะห์สารเคอร์คูมินอยด์ในขมิ้นชันหรือไม่ จึงควรท าการศึกษา
ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 1.  การน าเหง้าขมิ้นชันที่เร่ิมงอกมาเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อโดยการฟอกฆ่าเชื้อยอดอ่อนที่งอกจาก
ตาเหง้าขมิ้นชันด้วยสารละลายเบตาดีน เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจุ่มในเอธิลแอลกอฮอล์ 70 
เปอร์เซ็นต์ นาน 30 วินาที และฟอกฆ่าเชื้อบริเวณผิวด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 15 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที สามารถได้ตายอดขมิ้นชันปลอดเชื้อ หลังจากนั้นเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
ยอดอ่อนของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 
สัปดาห์ สามารถเพิ่มจ านวนยอดได้ 2-5 ยอด ส าหรับงานวิจัยนี้ยังไม่สามารถชักน าให้เกิดเหง้า
ขมิ้นชันได้ ปัจจัยที่มีผลต่อการชักน าเหง้าที่ควรศึกษาต่อไป ได้แก่ อายุ พันธุกรรมต้นขมิ้นชัน สูตร
อาหารที่เหมาะสม ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง และสภาพแวดล้อมที่เพาะเลี้ยง เป็นต้น 
 

2.  น าชิ้นส่วนยีน DCS และ CURS1 ขนาด 196 และ 229 คู่เบส แทรกในพลาสมิด 
pENTRY vector เพื่อท าการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนกับ pSTARGATE vector โดยอาศัย Gateway® 
recombination ได้พลาสมิดที่มีชิ้นส่วนยีนหันในทิศทางตรงข้าม (inverted repeat)  
 

3.  ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ Agrobacterium tumefaciens และเลี้ยงเชื้อร่วมกับชิ้นส่วนยอดเป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร     
ซีโฟแทกซิมความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไฮโกรมัยซินความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบยอดที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และ CURS1 เจริญบนอาหารคัดเลือกได้ 
จ านวน 3 และ 4 ยอด คิดเป็น 0.6 และ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
 

4.  ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส พบแถบดีเอ็นเอของยีน 
hygromycin phosphotransferease (hpt) ในต้นที่ได้รับการถ่ายยีน DCS และ CURS1 จ านวน 1 และ 
4 ต้น ตามล าดับ จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ พบว่าต้นที่ได้รับการ
ถ่ายยีน มีการแสดงออกของยีนลดลงเมื่อเทียบกับต้นปกติ แสดงว่าสามารถยับยั้งการแสดงออกของ
ยีนได้ส าเร็จ ทั้งนี้ยังไม่สามารถตรวจสอบได้ว่ายีนทั้งสองชนิดมีผลต่อกระบวนการสังเคราะห์สาร
เคอร์คูมินอยด์ในขมิ้นชัน เน่ืองจากตัวอย่างขมิ้นชันมีปริมาณน้อย ไม่สามารถน าไปวิเคราะห์
ปริมาณสารเคอร์คูมินอยด์ได้ ควรหาวิธีตรวจสอบที่เหมาะสมต่อไป 
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>gi|226371522|dbj|AB495006.1| Curcuma longa DCS mRNA for diketide CoA synthase, 

complete cds 

ATGGAAGCGAACGGCTACCGCATAACTCACAGCGCCGACGGGCCGGCGACGATCTTGGCCATCGGCACCGCCAACCCCACCAACGT

CGTCGATCAGAACGCTTATCCCGACTTCTATTTCCGGGTCACCAACTCCGAGTATCTGCAGGAACTCAAAGCCAAGTTTAGGCGCA

TCTGTGAGAAAGCGGCCATCAGGAAGAGGCACTTGTACTTGACTGAGGAGATTTTGCGGGAGAATCCTAGCTTGCTGGCTCCCATG

GCGCCGTCGTTCGACGCGCGGCAGGCGATCGTGGTGGAGGCGGTGCCGAAGCTGGCGAAGGAGGCGGCGGAGAAGGCGATCAAGGA

GTGGGGCCGCCCCAAATCGGACATCACGCACCTCGTCTTCTGCTCCGCGAGCGGAATCGACATGCCCGGCTCCGACCTGCAGCTTC

TCAAGCTGCTCGGGCTCCCGCCGAGCGTCAATCGCGTCATGCTCTACAACGTCGGGTGCCACGCCGGTGGCACCGCCCTCCGCGTC

GCCAAGGACCTCGCGGAGAACAACCGCGGCGCGCGGGTGCTCGCCGTCTGCTCCGAGGTCACCGTGCTCTCCTACCGCGGCCCCCA

CCCCGCCCACATCGAGAGCCTCTTCGTCCAAGCTCTGTTTGGCGACGGCGCCGCCGCGCTCGTGGTCGGGTCCGACCCCGTCGATG

GCGTCGAGCGCCCCATCTTCGAAATCGCCTCGGCATCCCAAGTGATGCTTCCGGAGAGCGCAGAGGCGGTGGGCGGCCACCTCCGC

GAAATTGGGCTGACCTTCCACCTCAAGAGCCAGCTTCCGTCGATCATCGCGAGCAACATCGAGCAGAGCCTGACGACTGCGTGCTC

GCCGCTGGGGCTGTCGGACTGGAACCAGCTGTTCTGGGCGGTTCACCCCGGCGGCCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGC

TCGGACTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGCGACGCGGCACGTACTCAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGCTGTTCATC

CTGGACGAGATGCGGAACCGCTCGGCTGCGGAGGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGACTGGGGCGTGCTGTTGGGCTTCGG

CCCGGGACTCTCCATCGAGACCGTCGTCCTCCATAGTTGCAGACTGAACTAG 

 

>gi|226371524|dbj|AB495007.1| Curcuma longa CURS1 mRNA for curcumin synthase, complete 

cds 

ATGGCCAACCTCCACGCGTTGCGCAGGGAGCAGAGGGCTCAAGGTCCTGCCACCATCATGGCCATCGGGACCGCCACCCCTCCCAA

CCTCTACGAGCAGAGCACCTTCCCGGACTTCTACTTCCGCGTCACCAACTCCGACGACAAGCAGGAGCTCAAGAAAAAGTTCCGCC

GCATGTGCGAGAAGACGATGGTGAAGAAGCGGTACCTGCACTTGACCGAGGAGATCCTGAAGGAGAGGCCCAAGCTCTGCTCCTAC

AAGGAGGCGTCGTTCGACGACCGGCAGGACATCGTGGTGGAGGAGATACCGAGATTGGCTAAGGAAGCGGCGGAGAAGGCCATCAA

GGAGTGGGGGCGGCCCAAATCGGAGATCACCCACCTGGTCTTCTGCTCCATCAGCGGGATCGACATGCCCGGCGCCGACTACCGCC

TCGCCACGCTCCTCGGGCTCCCTCTCACCGTCAACCGCCTCATGATCTACAGCCAGGCCTGCCACATGGGCGCCGCCATGCTCCGC

ATCGCCAAGGACCTCGCCGAGAACAACAGGGGCGCGCGCGTGCTGGTGGTCGCCTGCGAGATCACCGTGCTCAGCTTCCGCGGCCC

GAACGAGGGCGACTTCGAGGCGCTCGCGGGGCAGGCCGGCTTCGGCGACGGCGCGGGGGCCGTCGTCGTCGGGGCCGACCCGCTGG

AAGGAATTGAAAAACCCATCTACGAGATCGCGGCGGCGATGCAGGAGACGGTGGCGGAGAGCCAGGGGGCGGTGGGCGGCCACCTG

CGGGCCTTCGGCTGGACGTTCTACTTCCTGAACCAGCTGCCGGCGATCATCGCCGACAACCTCGGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTT

GGCGCCGCTGGGGGTGAGGGAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATTGACGCCATCGAAGCCA

AGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCACAGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTC

GTGATGGATGAGCTGAGGAAGCGGTCGGCGGTGGAGGGGCGGAGCACCACCGGCGACGGCTTGCAGTGGGGAGTTCTCCTCGGTTT

TGGGCCGGGCCTCAGCATCGAGACCGTTGTACTGCGCAGTATGCCACTGTAG 

 
ภาพผนวกท่ี 1  บริเวณที่ออกแบบไพรเมอร์ของยีน DCS และ CURS1 จากฐานข้อมูล (                     
  = ไพรเมอร์ฟอร์เวอร์ด,                    = ไพรเมอร์รีเวอร์ส) 
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dbj|AB495006.1|  Curcuma longa DCS mRNA for diketide CoA synthase, complete cds 

Length=1170 

 

 Score =  363 bits (196),  Expect = 3e-97 

 Identities = 196/196 (100%), Gaps = 0/196 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1     CCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGCTCGGACTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGC  60 

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

Sbjct  915   CCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGCTCGGACTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGC  974 

 

Query  61    GACGCGGCACGTACTCAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGCTGTTCATCCT  120 

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

Sbjct  975   GACGCGGCACGTACTCAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGCTGTTCATCCT  1034 

 

Query  121   GGACGAGATGCGGAACCGCTCGGCTGCGGAGGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGA  180 

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

Sbjct  1035  GGACGAGATGCGGAACCGCTCGGCTGCGGAGGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGA  1094 

 

Query  181   CTGGGGCGTGCTGTTG  196 

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

Sbjct  1095  CTGGGGCGTGCTGTTG  1110 

 
 
gb|AY873969.1|  Zingiber officinale chalcone synthase mRNA, partial cds 

Length=793 

 

 Score =  329 bits (178),  Expect = 3e-87 

 Identities = 190/196 (97%), Gaps = 0/196 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    CCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGCTCGGACTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGC  60 

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

Sbjct  403  CCGAGCGATCCTGGACCAGGTGGAGGCGCGGCTCGGGCTGGAGAAGGACCGGCTCGCCGC  462 

 

Query  61   GACGCGGCACGTACTCAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGCTGTTCATCCT  120 

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

Sbjct  463  GACGCGGCACGTACTCAGCGAGTACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGCTGTTCATCCT  522 

 

Query  121  GGACGAGATGCGGAACCGCTCGGCTGCGGAGGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGA  180 

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

Sbjct  523  GGACGAGATGCGGAAACGCTCGGCCGCGGACGGCCACGCCACCACCGGCGAGGGGCTCGA  582 

 

Query  181  CTGGGGCGTGCTGTTG  196 

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

Sbjct  583  CTGGGGCGTGCTTTTG  598 

 
ภาพผนวกท่ี 2  แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน DCS ขนาด 196 คู่เบส กับฐานข้อมูล 
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dbj|AB495007.1|  Curcuma longa CURS1 mRNA for curcumin synthase, complete cds 

Length=1170 

 

 Score =  424 bits (229),  Expect = 2e-115 

 Identities = 229/229 (100%), Gaps = 0/229 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1     ATCATCGCCGACAACCTCGGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGCGCCGCTGGGGGTGAGG  60 

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

Sbjct  820   ATCATCGCCGACAACCTCGGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGCGCCGCTGGGGGTGAGG  879 

 

Query  61    GAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATTGACGCCATC  120 

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

Sbjct  880   GAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATTGACGCCATC  939 

 

Query  121   GAAGCCAAGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCACAGAG  180 

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

Sbjct  940   GAAGCCAAGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCACAGAG  999 

 

Query  181   TACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTCGTGATGGATGAGCTGA  229 

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

Sbjct  1000  TACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTCGTGATGGATGAGCTGA  1048 

 

 

gb|JN017185.1|  Curcuma longa chalcone synthase-like protein (ClPKS10) mRNA,  

complete cds 

Length=1452 

 

 Score =  363 bits (196),  Expect = 4e-97 

 Identities = 219/230 (95%), Gaps = 2/230 (1%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1     ATCATCGCCGACAACCTCGGGAGGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGCGCCGCTGGGGGTGAGG  60 

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

Sbjct  931   ATCATCTCCAACAACATCGGGAAGAGCCTGGAGCGGGCGTTGGTGCCGCTGGGGGTGAGG  990 

 

Query  61    GAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATTGACGCCATC  120 

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

Sbjct  991   GAGTGGAACGACGTCTTCTGGGTGGCGCACCCGGGCAACTGGGCCATCATGGACGCCATC  1050 

 

Query  121   GAAGCCAAGCTGCAGCTGAGCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCA-CAGA  179 

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

Sbjct  1051  GAAGCCAAGCTGCAGCTGACCCCGGACAAGCTCAGCACCGCCCGCCACGTCTTCAGC-GA  1109 

 

Query  180   GTACGGCAACATGCAGAGCGCCACCGTGTACTTCGTGATGGATGAGCTGA  229 

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

Sbjct  1110  GTACGGCAACATGCAGAGCGCCACGGTGTACTTCGTGATGGACGAGCTGA  1159 

 

 
ภาพผนวกท่ี 3  แสดงการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน CURS1 ขนาด 229 คู่เบส กับฐานข้อมูล 
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ภาพผนวกท่ี 4  แผนที่พลาสมิด pGEM®-T Easy vector  
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สูตรอาหารท่ีใช้เพาะเลี้ยงเชื้อ  
 

สูตรอาหาร LB 
 

Tryptone    10   กรัม 
Yeast extract     5   กรัม 
NaCl    10   กรัม 
 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1 ลิตร หากต้องการเตรียมอาหารแข็ง ให้เติม

ผงวุ้นปริมาณ 1.5 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรทั้งหมด แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ  
   
วิธีเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 

Hao buffer 
        

CTAB   1 กรัม    
1 M Tris-HCl pH 7.5 5 มิลลิลิตร   
0.5 M EDTA  2 มิลลิลิตร  
5 M  NaCl   20  มิลลิลิตร 
DEPC-water  26 มิลลิลิตร 

 
ก่อนใช้ เติม PVP-90 ปริมาณ 0.5 กรัม และ mercaptoethanol จ านวน 1 มิลลิลิตร 

ส าหรับปริมาตรรวม 50 มิลลลิิตร 
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การเตรียม competent cell 
  

1.  น าเชื้อ E. coli มา streak ลงบนอาหารแข็ง LB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืน 
 

2.  เขี่ยโคโลนีของเชื้อ E. coli มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยง
แบบเขย่า ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 
 
 3.  ดูดสารละลายเชื้อ E. coli ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เลี้ยงแบบเขย่า ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     
จนวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ได้ประมาณ 0.4-0.6 
 
 4.  น าสารละลายเชื้อเทใส่หลอดขนาด 50 มิลลิลิตร แช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 10 นาที 
 
 5.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 6.  เทส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 100 mM NaCl ที่เย็น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
แช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 10 นาที 
 
 7.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 8.  เทส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 100 mM CaCl2 ที่เย็น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
แช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
 
 9.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 10.  เทส่วนใสทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 100 mM CaCl2 ที่เย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม glycerol ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แช่น้ าแข็ง เป็นเวลา 10 
นาที 
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 11.  แบ่งสารละลายเชื้อใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตรหลอดละ 100 
ไมโครลิตร แช่ในไนโตรเจนเหลว เก็บเซลล์ไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ต่อไป 
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