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ปาริชาติ มูลทองชุน : ความทนตอแคดเมยีมของผักบุง Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica แปลงพนัธุที่มียนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. และ
ยีนซิสเตอนีซนิเตสจากขาว Oryza sativa L. (CADMIUM TOLERANCE OF  
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 ถายโอนยนีระบุรหัสเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสชนิดพลาสติดไอโซฟอรม (SAT1) จาก 
Arabidopsis thaliana L. และยีนระบุรหัสซิสเตอีนซินเตสชนิดไซโตโซลิกไอโซฟอรม (rcs1)  จากขาว 
Oryza sativa L. เขาสูผักบุง (Ipomoea aquatica Forsk var. aqutica) โดยการใช Agrobacterium 
tumefaciens EHA 101 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 จากใบเลี้ยงสวน
โคนพรอมกานใบ 4,175 ชิ้น ไดตนออนทีง่อกจากชิน้สวนของใบเลี้ยง 1,332 ตน มีเพียง 2 ตนที่
สามารถทนตอสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซนิ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การตรวจสอบโดยวิธ ีPCR ยืนยนัได
วา ผักบุงทั้ง 2 ตนนีม้ียนี SAT1 และ rcs1จริง เรียกผกับุง 2 พันธุที่ไดนี้วาผกับุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 แอกทิวติีของเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรส และแอกทิวิตขีองซสิเตอีนซินเตสในน้าํสกัดจากใบ
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 สูงกวาผกับุงพันธุเดิม 2.66, 2.89 เทา และ 1.62, 1.79 เทา 
ตามลําดับ ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ทนตอแคดเมียมไดมากกวาผักบุงพันธุเดิม เมื่อเจริญ ใน
สภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร  ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณ
กรดอะมิโนซีสเตอีน  และกลูตาไธโอน สูงกวาผักบุงพนัธุเดิม 1.50, 1.46 เทา และ 1.68, 1.50 เทา 
ตามลําดับ และมีความสูงของลําตนและความยาวของรากเพิม่ข้ึนมากกวาผักบุงพนัธุเดิม ผักบุงทุก
พันธุสะสมแคดเมียมในรากมากกวาในลําตนและใบ แตไมพบความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ
ระหวางปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของผักบุงแปลงพันธุและผักบุงพนัธุเดิม ดังนัน้
กลไกการทนตอแคดเมียมของผักบุงแปลงพนัธุที่ไดรับการถายโอนยีน SAT1และ rcs1 ที่เพิม่ข้ึน
นาจะเปนผลมาจากการเพิ่มข้ึนของการเตบิโต 
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 Arabidopsis  thaliana L. serine acetyltransferase gene, plastid isoform (SAT1), and 
Oryza  sativa L. cysteine synthase gene, cytosolic isoform (rcs1),  were transformed into 
Pakbung (Ipomoea aquatica Forsk var. aqutica) using Agrobacterium tumefaciens 
EHA101 harbouring recombinant plasmid pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1.From 4,137 cotyledon 
explants, 1,332 regenerated shoots were obtained and only 2 shoots were tolerated to 5 
ug/ml hygromycin. Confirmation for the existence of SAT1 and rcs1 genes in the genome 
of the two hygromycin resistant shoots, Tr1 and Tr2, was done by polymerase chain 
reaction.  Serine acetlytransferase activity and cysteine synthase activity in leaf extract of 
the transformants, Tr1 and Tr2 were 2.66, 2.89 and 1.62, 1.72 times higher than those of  
wild type, respectively. The transformants were more tolerant to cadmium than the wild 
type. When grown in medium containing 200 µM cadmium chloride, the transformants 
(Tr1, Tr2) contained cysteine and glutathione 1.50, 1.46 and 1.68, 1.50 times higher than 
those of the wild type, respectively and their shoot height and root length were more than 
the wild type. Cadmium was accumulated in roots more than in shoots, but there was no 
significant difference of cadmium content per dry weight of the transformants and wild 
type. This suggests that cadmium tolerance mechanism of the transgenic Pakbung 
containing SAT1 and rcs1 gene resulted from the increase in growth. 
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แคดเมียม (Cadmium) เปนโลหะทีพ่บไดในดิน เปนพษิตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ความเปนพษิสูง
กวาโลหะหนักชนิดอื่นๆ 2-20 เทา (Vassilev และคณะ, 1998) หากรางกายไดรับเขาไปทีละนอยจาก
การหายใจ กนิ ดื่ม ก็จะเกิดพิษเร้ือรังทีละนอย จนที่สุดอาจกอใหเกิดอาการ ระบบหายใจผิดปกติ, ไต
อักเสบ, ไตวาย, ขอเสื่อม, ถุงลมโปงพอง ความเขมขนเพียงเลก็นอยสามารถทาํใหเกิด มะเรง็ใน
อวัยวะไดหลายชนิด (Vido, 2001)  ความเขมขนทีย่อมใหมีไดในดินบริเวณที่อยูอาศัยคือ ไมเกนิ 1 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของดิน (Peterson และ Alloway, 1979) การปนเปอนของแคดเมียมใน
ส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหามลพิษที่สําคัญยิง่ ปจจุบันพบพืน้ดินที่มกีารปนเปอนของแคดเมียมเพิ่ม
มากขึ้น ทัง้นีเ้ปนผลมาจากกิจกรรมทางอตุสาหกรรมบางชนิดเชน การถลุงแร, อุตสาหกรรมผลิต
แบตเตอรี่  ตลอดจนการเพาะปลูก โดยเกิดจากการปนเปอนของแคดเมียมมากับปุยที่ใช นอกจากนี้
ยังพบการแพรกระจายของแคดเมียมจากดินลงสูน้ํา (McGrath และคณะ, 2001) การบําบัดดินและ
น้ําที่ปนเปอนดวยแคดเมียมทําไดหลายวธิี แตวิธ ี phytoremediation หรือวธิีการใชพืชที่มี
ความสามารถดูดซับแคดเมียมไปสะสมไวที่ลําตนและใบในปริมาณทีสู่งกวาพชืโดยทั่วไปนัน้เปนวธิีที่
งาย ราคาถูกและไมสูญเสียหนาดนิ (Raskin และ Ensley, 2000) พืชที่มีความเหมาะสมสาํหรับ 
phytoremediation นั้นตองสามารถดงึเอาโลหะหนักที่เกาะแนนอยูกบัอนุภาคของดินออกมาได ตอง
มีกลไลที่สามารถขนสงโลหะหนักจากรากสูตนและตองสามารถสะสมโลหะหนกัทีเ่ปนพิษไวใน
บริเวณซึ่งไมมผีลรบกวนการทํางานของกระบวนการตางๆของเซลลพืชได ถึงแมวาพืชทีม่ีการสะสม
ของแคดเมียมนั้นจะตองนํามากาํจัดแบบขยะอันตราย (hazardous waste) ภายหลัง แตเปนการลด
จํานวนขยะพษิที่ตองทําการกําจัดลงอยางมาก (Raskin และ Ensley, 2000) พืชในธรรมชาตหิลาย
ชนิด พบวาสามารถเจริญและสามารถสะสมแคดเมียมไวภายในเซลลไดสูงกวาพืชทัว่ไป พืชสามารถ
เจริญไดในบริเวณที่มีแคดเมยีมปนเปอนและสะสมแคดเมียมไวไดนัน้ เนื่องจากพชืมีกระบวนการลด
ความเปนพษิของแคดเมียมโดยการสรางสารไฟโตคีลาติน (phytochelatin) ซึ่งสามารถจับกับ
แคดเมียมไดเปนสารประกอบเชิงซอน  และสะสมสารประกอบเชิงซอนนี้ไวในแวคควิโอล (vacuole) 

เนื่องจากปริมาณของแคดเมียมทีพ่ืชในธรรมชาติสามารถดูดมาจากดินหรือน้าํทีเ่จริญยังไม
สูงเทาที่ตองการ การนํามาใชบําบัดแคดเมียมในสิง่แวดลอมโดยวิธกีาร Phytoremediation จึงตอง
ปลูกจํานวนหลายรอบ (crop) มาก ทาํใหระยะเวลาการบําบัดโดยวิธีนีน้านเกินไป (Raskin และ 
Ensley, 2000) ไฟโตคีลาตินเปนสารอนิทรยีที่มกีํามะถนัเปนองคประกอบ สังเคราะหมาจากกลูตาไธ
โอน (glutathionone)(Rauser, 1995) ซึ่งมีกรดอะมิโนซสิเตอีน (cysteine) เปนองคประกอบที่สําคัญ 
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ดังนัน้ การเพิม่ความสามารถของพืชในการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนนาจะทําใหพืชสามารถทน
และสะสมแคดเมียมไวในเซลลไดมากขึ้น เปนการเพิ่มศักยภาพของพืชที่จะนาํไปประยุกตใชเพือ่การ
บําบัดแคดเมียมในสิง่แวดลอม เนื่องจากการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน เปนการทํางานรวมกนั
ของเอมไซม 2 ชนิด คือ เซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตส จอมขวัญ มีรักษ (2547) 
รายงานวาผกับุงจีนแปลงพนัธุที่มียนีเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสซึง่ไมอยูภายใตการยับยัง้แบบ
ยอนกลับโดยกรดอะมิโนซีสเตอีนนจาก Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซิน
เตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1)  สามารถสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอน
ไดมากขึ้น ดวยเหตทุี่วาผักบุงไทย (Ipomoea aqutica Forsk var. aquatica)    เปนพืชน้ําหรือพชืที่
ข้ึนบริเวณชายน้ําไดดี เจรญิเติบโตเร็วไมตองการการดูแลเอาใจใสมาก ทนโรคและแมลงไดดีกวา
ผักบุงจนี (Ipomoea aqutica Forsk var. reptans) (Palada และ Crossman, 1999) งานวิจยันี้จงึมี
วัตถุประสงคทีจ่ะสรางผกับุงไทยแปลงพันธุโดยการถายโอนยนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก 
Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซนิเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) 
โดยวิธกีารใช Agrobacterium แลวเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียม และปรมิาณแคดเมียมที่
สะสมไวภายในเซลล กับผักบุงไทยพันธุเดมิ  

 
วัตถุประสงคของการวิจัย  

เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมและปรมิาณแคดเมียมที่สะสมในตนผักบุงไทยแปลงพนัธุ
ที่มียนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) รวมกับยีนซิสเตอีน
ซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) กับผักบุงไทยพันธุเดิม  

  
ขอบเขตของการวิจัย 
1. ถายโอนยนี SAT1 และยนี rcs1 เขาสูใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย โดยใช            

A. tumefaciens 
2. คัดเลือกตนผักบุงไทยที่คาดวามียนี  SAT1  และยีน rcs1 
3. ตรวจหายีน SAT1 และ ยีน  rcs1 ในผักบุงไทยที่คัดเลือกไดจากขอ 2 โดยวิธ ีPCR 
4. เปรียบเทยีบแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซนิเตสของผักบุงไทยแปลง

พันธุ (ที่ไดจากขอ 3)  กับผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) 
5. เปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีและปริมาณกลตูาไธโอนของผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ได

จากขอ 3) ผักบุงไทยพันธุเดมิ 
6. เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุ

ที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจนีพันธุเดิม 
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7. เปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจนีแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มียนีเซอรีนแอซทีลิแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. 
(ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) ซึ่งทนตอแคดเมียมและ
สะสมแคดเมียมไวในเซลลไดสูง เพื่อใชเปนแนวทางในการสรางพชืชนิดอื่นที่มนษุยและสัตวไมกิน 
เจริญเร็ว ตานทานโรคและแมลงไดดี เพื่อนาํไปใชในการบําบัดดินหรือน้ําที่ปนเปอนดวยแคดเมียม
ตอไป 

 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
1. ถายโอนยนี SAT1 และยนี rcs1 เขาสูใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย โดยใช          

A. tumefaciens 
1.1 แชชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทยในสารแขวนลอยเซลล                   
A. tumefaciens EHA101ที่มีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 ซับใหแหงโดยวธิีปราศจาก
เชื้อ วางบนอาหารแข็ง MS ที่เติมอะซิโตไซริงโอน บมที่ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืด 3 วัน 
1.2 ลางเซลล A. tumefaciens EHA101 ออกจากใบเลีย้งสวนโคนพรอมกานใบดวยน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อที่เตมิสารละลายเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) แลวเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงสวนโคนพรอม
กานใบบนอาหารแข็ง MMS ที่เติมสารละลายไธเดียซูรอน   (thidiazuron)   เพื่อกระตุนการสราง
ตน  และเติมสารละลายเซฟโฟแทคซีม บมที่ 25 องศาเซลเซียสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วัน เปน
เวลา 1 ถึง 2  เดือน 
1.3 นําตนผักบุงทีไ่ดจากขอ 1.2 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ที่เติมสารละลายเซฟโฟแทคซีม บม
ที่ 25 องศาเซลเซียสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วันจนไดตนออนผักบุงทีส่มบูรณ 

2. คัดเลือกตนผักบุงไทยที่คาดวามียนี  SAT1  และยีน rcs1 
 นําตนผักบุงทีไ่ดจากขอ 1.3 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ที่เติมสารปฏิชวีนะเซพโฟเทคซีมและสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมที่ 25 องศาเซลเซยีสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วัน 
เปนเวลา 1 เดือน ตนที่ไมตายคาดวามียนี SAT1 และยีน rcs1   

3. ตรวจหายีน SAT1 และ ยีน  rcs1 ในผักบุงไทยที่คัดเลือกไดจากขอ 2 โดยวิธ ีPCR 
3.1 นําตนผักบุงทีค่าดวามยีีน SAT1 และยีน rcs1 มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Edward และ
คณะ (1991) 
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3.2 ทําปฏิกิริยา PCR โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดไดจาก ขอ 3.1 เปนดีเอ็นเอแมแบบใชดีเอ็นเอไพร
เมอรเพื่อเพิม่ยีน SAT1 และยีน rcs1 
3.3 เปรียบเทยีบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.2 กับดีเอ็นเอที่ไดเมือ่ใชยีน SAT1 และยีน rcs1 
เปนดีเอ็นเอแมแบบ โดยวธิอีะกาโรสเจลอเิล็กโทรโฟเรซสิ 

4. เปรียบเทยีบแอกทิวิตีของเซอรีนแอซทีิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซนิเตสของผักบุงไทยแปลง
พันธุ (ที่ไดจากขอ 3)  กับผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) 
เตรียมน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยแปลงพนัธุที่ไดจากขอ 3 ผักบุงไทยพนัธุเดิม วเิคราะหแอกทวิิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสตามวิธีของ Kredich และคณะ (1980) และวิเคราะหแอกทวิิตี
ของซิสเตอีนซนิเตสตามวิธีของ Youssefian และคณะ (1993) 

5. เปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีและปริมาณกลตูาไธโอนในผกับุงไทยแปลงพันธุ (ที่ได
จากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจนีพันธุเดิม 
เตรียมน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยแปลงพนัธุที่ไดจากขอ 3 ผักบุงไทยพันธุเดิม วิเคราะหปริมาณ
กรดอะมิโนซิสเตอีนและปริมาณกลูตาไธโอนตามวิธีของ Noctor และ Foyer (1998)  

6. เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุ
ที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1 ผักบุงไทยและผักบุงจนีพนัธุเดิม 
ปลูกตนผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1 ผักบุงจนีแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และ
ยีน rcs1 ผักบุงไทยและผกับุงจีนพนัธุเดมิบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมความเขมขนตางๆ 
เปนเวลา 2 สัปดาห เปรียบเทียบความทนตอแคดเมยีมของผักบุงไทยและจนีแปลงพนัธุ ผักบุง
ไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม โดยการเปรียบเทียบความสงูของลําตน และความยาวของราก  

7. เปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมของผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจนีแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 
แยกสวนที่เปนลําตนและใบกับสวนที่เปนรากของตนผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ3) 
ผักบุงจีนแปลงพันธุที่มียีน SAT1 และยีน rcs1 ผักบุงไทยและผักบุงจีนพันธุเดิมที่เจริญบน
อาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 2 สัปดาหออกจาก
กัน ทําใหแหงที่ 90 องศาเซลเซียสขามคืน ยอยดวยกรดไนตริกเขมขน แลววิเคราะหปริมาณ
แคดเมียมในรากและในลําตนและใบ ตามวิธีของ Lahner และคณะ 2003 

 
 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 

แคดเมียมเปนโลหะหนกั มีสีขาว ฟา วาว มีลักษณะเนื้อออน มีการนํามาใชในอุตสาหกรรม
หลายชนิด เชน แบตเตอรี่อัลคาไลน โลหะผสมส ี พลาสติก ยาฆาแมลง การหลอมโลหะ การนํา
แคดเมียมมาใชทําใหมีการปนเปอนของแคดเมียมในสิง่แวดลอม คือ อากาศ น้ํา ดิน และมผีล
ตอเนื่องถงึอาหาร เมื่อมีการปนเปอนของแคดเมยีมในสิง่แวดลอมมากๆจะเกดิการสะสมของ
แคดเมียมซึ่งเปนพษิในรางกายของมนษุยและสัตวซึ่งเปนอันตรายอยางยิ่ง 

พืชในธรรมชาติหลายชนิดสามารถเจริญและสะสมแคดเมียมไวภายในตนไดสูงกวาพชืทั่วไป 
พบวาการที่พชืสามารถเจริญในบริเวณทีม่ีแคดเมียมปนเปอนและสะสมแคดเมียมไวไดนั้นเนื่องจาก
พืชดูดซัลเฟตจากภายนอกเซลลและนํามาสังเคราะหเปนกรดอะมิโนซสิเตอีนดวยกระบวนการที่
เรียกวา sulfate assimilation (ภาพที ่ 2.1) จากนั้นกรดอะมิโนซิสเตอีนจะถกูนาํไปสังเคราะหเปน
กรดอะมิโน และสารเมแทบอไลตอ่ืนๆที่มกีํามะถันเปนองคประกอบ เชน เมทไธโอนีน (methionine) 
กลูตาไธโอน (glutathione)  เปนตน (Saito, 2000) หากในสภาวะทีพ่ืชเจริญมีโลหะหนัก เชน 
แคดเมียม (cadmium), ทองแดง (copper), เงิน (silver), สังกะส ี(zinc) ปนเปอนพชืจะนํา 
 
                                        SO4

2-(Extracellular)                                                              
          sulfate transporter  enzyme                                                                                 
    SO4

2-(Intracellular)                                                               
          ATP sulfurylase                                                                                    
    APS   (Adenosine phosphosulfate)                                                                                  
          APS reductase                                                                                 
    SO3

2-                                  Acetyl-CoA       
          sulfite reductase                   serine acetyltransferase       
    S 2-                        OAS                           Ser 
                     (O-acetyl-L-serine) 
          cysteine synthase 
   Cysteine 

 
ภาพที ่2.1 กระบวนการ sulfate assimilation ของพืช และเอนไซมควบคุม (Saito, 2000) 
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กลูตาไธโอนมาสังเคราะหเปนไฟโตคีลาตนิ (phytochelatin) (ภาพที ่ 2.2) เพื่อมาจบักับโลหะหนักได
เปนสารประกอบเชิงซอนแลวสะสมสารประกอบเชิงซอนในแวคคิวโอล (vacuole) เปนกลไกลดความ
เปนพษิของโลหะหนัก ทําใหพืชสามารถทนพิษของโลหะหนกัได (Cobbett, 2000)  

เนื่องจากไฟโตคีลาตินเปนสารอินทรียทีม่ีกํามะถนัเปนองคประกอบ สูตรโครงสรางทัว่ไปคือ 
(γ-Glu-Cys)n-Gly (n = 2-11) ไฟโตคีลาตินสังเคราะหมาจากกลูตาไธโอน (glutathione) ซึ่งมีสูตร
โครงสรางคือ (γ-Glu-Cys-Gly) (Rauser, 1995)  และกลูตาไธโอนสังเคราะหมาจากกรดอะมโินซิส
เตอีน (cysteine) ดังนั้นปริมาณกรดอะมโินซิสเตอีนภายในเซลลจงึควบคุมกระบวนการสงัเคราะห 
กลูตาไธโอน (Strohm และคณะ, 1995) และเปนปจจัยจาํกัด (limiting factor) ของปริมาณ 
ไฟโตคีลาติน ซึ่งสงผลถึงความทนตอโลหะหนกัของพืชนั่นเอง (Kawashima และคณะ, 2004) 
 

 

  
 

ภาพที ่2.2 โครงสรางของไฟโตคีลาติน 
 
การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน เปนการทํางานรวมกันของเอมไซม 2 ชนิด คือ เซอรีนแอ

ซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตส (Saito, 2000) ดังสมการ 
                        

                                     Serine acetyltransferase (SAT1) 
Serine + Acetyl-CoA                                                 O-acetyl-L-serine (OAS) 

 
                        Cysteine  synthase (CS) /  
                O-acetylserine (thiol) lyase (OASTL) 

                OAS + Sulfide                                                          Cysteine 
   

Ruffet และคณะ (1994) รายงานวา เซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส มปีริมาณและแอกทิวิตีต่ํา
กวาซีสเตอีนซนิเตสอยางมาก ดังนัน้ โออะซิติล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
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ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส จึงนาจะเปนปจจัยจํากัด (limiting factor) ของการสงัเคราะห
กรดอะมิโนซิสเตอีน และเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสนาจะเปนเอนไซมที่ทาํหนาที่ควบคุมกระบวน 
การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน 

 
Noji และคณะ (1998) รายงานวา Arabidopsis thaliana มเีซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 3 

ไอโซฟอรมคือ plastid, mitochondrial   และ cytosolic isoform แอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนส
เฟอเรส ชนิด mitochondrial และ cytosolic isoform ถูกยับยัง้ดวยกรดอะมิโนซิสเตอีนที่สรางขึ้น 
ในขณะที่ชนิด plastid isoform ซึ่งแปลรหัสจาก ยนี SAT1 ไมอยูภายใตการควบคุมแบบยอนกลับ 
(feedback inhibition) โดยกรดอะมิโนซิสเตอีน 

 
Nakamura และคณะ (1999) โคลน cDNA ซึ่งระบุรหสัซิสเตอีนซินเตส 4 ไอโซฟอรมจาก

ขาว Oryza sativa cv. Nipponbare คือ rcs1 rcs2 rcs3 rcs4 รายงานวา ยีน rcs1 ซึ่งระบุรหัสซิส
เตอีนซินเตสไอโซฟอรมทีพ่บในไซโตพลาซึมที่โคลนไดถอดรหัสไดในทกุสวนของขาว  

  
Howarth และคณะ (2003) ศึกษาการแสดงออกและการถกูควบคุมการแสดงออกโดย

แคดเมียมของยีนในกลุมเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรสใน  A. thaliana  พบวา ยีน  SAT ทัง้หมด 
(Sat-5, Sat-1, Sat-52 และ Sat-106) มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนในสภาวะทีม่ีแคดเมียมคลอไรด   50 
 ไมโครโมลาร Sat-5 ถูกชกันําใหมกีารแสดงออกมากขึ้นบริเวณราก (root)  คอรเทกชของลาํตน 
(stem cortex)  แผนใบ (leaf lamella) และที่ขน trichome (trichome) ในภาวะที่ไมมีโลหะหนักเมื่อ
ตรวจสอบดวย northern analysis พบการแสดงออกของ Sat-1 และ  Sat-5 สูงมากในใบ  พบการ
แสดงออก Sat-1 Sat-52  Sat-5 และ Sat-106 บริเวณเนื้อเยื่อลําตน โดย Sat-52 มีการแสดงออกสูง
ที่สุด เมื่อพืชถกูเลี้ยงในสภาวะทีม่ีแคดเมียม Sat-1 Sat-52 และ Sat-5 ถูกชักนาํใหมีการแสดงออก
มากขึ้นในเนื้อเยื่อใบ ราก และลําตน สวน Sat-106 นั้นการชักนาํใหมกีารเพิม่การแสดงออกดวย
แคดเมียมยังไมชัดเจนนัก ในสภาวะที่มีแคดเมียมพบวา  SAT และ O-acetylserine มีสวนเกีย่วของ
ในการควบคุมกระบวนการ sulphate reduction และการผลติกรดอะมิโนซสีเตอีน (cysteine 
biosynthesis) ในพืช คาดวา SAT แตละ isoforms ที่มกีารแสดงออกจําเพาะในเนื้อเยื่อแตละชนิดมี
หนาที่เพิ่มการสรางกรดอะมโินซีสเตอีนภายใตสภาวะทีม่ีโลหะหนัก เปนผลใหมกีารสรางกลูตาไธโอน 
และไฟโตคีลาตินเพื่อลดความเปนพิษของโลหะหนักในพชื (Dominguez-Solis และคณะ, 2001)    

 
 Harada (2001) ถายโอนยีนระบุรหัสซสิเตอีนซินเตส (rcs1) ทีพ่บในไซโตซอลของขาว 
(Oryza sativa L.) เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) และทดสอบความไวตอแคดเมียมของ
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ตนยาสูบแปลงพนัธุที่ได พบวาพืชแปลงพันธุมีแอกทวิติีของซิสเตอีนซินเตสเพิม่ข้ึน 3 เทาเมื่อเทียบ
กับพืชพันธุเดิม และพืชแปลงพนัธุสามารถทนตอแคดเมียมไดเนื่องจากมีการเติบโตที่ดีกวาพชืพันธุ
เดิม พบมปีริมาณไฟโตคีลาตินมากกวาพืชพนัธุเดิมเมือ่เจริญในสภาวะทีม่ีแคดเมียม สันนิษฐานวา
แคดเมียมเปนตัวชักนาํใหพชืสรางไฟโตคลีาตนิและการที่พืชแปลงพนัธุเจริญเร็วนัน้เปนผลใหความ
เขมขนของแคดเมียมตอกรัมของน้ําหนักเปยกของตนต่าํกวาพืชพันธุเดิม 20% อีกดวย 
 
 Dominguez-Solis และคณะ (2004) ศึกษาการทนและการสะสมแคดเมียมของ 
Arabidopsis thaliana แปลงพนัธุ ที่มยีีน Atcys-3A ซึ่งระบุรหัส cytosolic O-acetylserine (thiol) 
lyase (OASTL) หรือ ซิสเตอีนซินเตส และศึกษาการผลิตกรดอะมิโนซิสเตอีน ภายใตสภาวะที่มโีลหะ
หนกั พบวาในสภาวะที่ไมมีโลหะหนัก (standard condition) พืชแปลงพนัธุมีปริมาณกรดอะมโินซิส
เตอีน และกลตูาไธโอนเทากบัพืชพนัธุเดิม แตในสภาวะที่มีแคดเมียมพืชแปลงพันธุมีปริมาณกรดอะ
มิโนซิสเตอนี และกลูตาไธโอนมากกวาพชืพันธุเดิม นอกจากนี้ยงัพบวาพชืแปลงพนัธุสามารถอยูรอด
ไดในอาหารทีม่ีแคดเมียมเขมขน 400 ไมโครโมลารโดยมีการสะสมแคดเมียมในใบ  เมื่อศึกษาผิว
ชั้นนอกของใบ (epidermal leaf surface) พบวาแคดเมียมสวนใหญถูกสะสมไวที่ขน trichome ของ
ใบดังนัน้การเพิ่มการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนใหมากข้ึนนั้นจําเปนสําหรับการเพิ่มความ 
สามารถในการทนตอแคดเมียมและการสะสมแคดเมียมไวที่ขนของใบพืช 
 

เมื่อศึกษาการทนตอโลหะหนัก ไดแก แคดเมียม ซิลิเนียม นิกเกลิ ฯลฯ ของตนยาสูบ 
(tobacco) (Nicotiana tabacum L.)  แปลงพนัธุซึง่ไดทําใหกระบวนการถอดรหัสของยีนซีสเตอีนซิน
เตสเพิ่มข้ึนในไซโตซอล, คลอโรพลาสต และทั้งไซโตซอลและคลอโรพลาสต พบวานอกจากมีผลทํา
ใหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึนแลว (Noji และคณะ, 2001) ยังทาํใหสามารถ
ทนตอแคดเมยีมที่ความเขมขนซึ่งเปนพษิและมีปริมาณแคดเมียมสะสมอยูในตนสงูขึ้นเมื่อเปรียบ 
เทียบกบัตนยาสูบพนัธุเดิม (Kawashima และคณะ, 2004) โดยคาดวาปริมาณกลูตาไธโอนที่เพิม่ข้ึน
เปนผลใหพืชสรางสารไฟโตคีลาตินซึ่งจับกับแคดเมียมไดเปนสารประกอบเชิงซอนเพิ่มข้ึนและสะสม
สารประกอบเชิงซอนนี้ไวในแวคคิวโอล (vacuole) ดังนั้นการเพิม่การสังเคราะหกรดอะมิโนซีสเตอีน
จะทําใหพืชทนตอแคดเมียมไดมากขึ้นและสามารถนาํไปใชบําบัดแคดเมียมจากดนิที่ปนเปอนได 

 
Sun และคณะ (2005) รายงานวา ตนขาวสาล ี(Triticum aestivum L.) ที่เจริญในสภาวะที่มี

แคดเมียมมีปริมาณกลูตาไธโอนและไฟโตคีลาตินเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากแคดเมียมกระตุนแอกทวิิตขีอง
ไฟโตคีลาตินซนิเตสและแอกทิวิตีของไฟโตคีลาตินซินเตสในรากสงูกวาในตน ทําใหไฟโตคีลาตินเพิ่ม
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ในรากมากกวาในตน แคดเมียมกระตุนการแสดงออกของยีนซึ่งเปนรหัสของเอมไซมในกระบวนการ
สังเคราะหกลตูาไธโอนทําใหปริมาณของกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึนอีกดวย  

 
Meerak และคณะ (2006) ถายโอนยีนเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสซึ่งไมอยูภายใตการ

ควบคุมแบบยอนกลับโดยกรดอะมิโนซิสเตอีนจาก Arabidopsis thaliana L.  (ยีน SAT1) และยีน
ซิสเตอีนซินเตสจากขาว Oryza sativa L. (ยีน  rcs1)  เขาสูผกบุงจนี     ผักบุงจนีแปลงพนัธุที่ไดมี
แอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสและเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสสูงกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 3 และ 2 เทา 
ตามลําดับ การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนสงูกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 6 และ 2 เทา 
ตามลําดับ และประสทิธิภาพการดดูซับซัลเฟตตอกรัมน้ําหนักสดของผักบุงมากกวาผกับุงจีนพันธุ
เดิม 5 เทา และพบวาผกับุงจนีแปลงพนัธุมีขนาดใบใหญกวาผักบุงจีนพนัธุเดมิและมีน้าํหนกัสด
เพิ่มข้ึน 20 เปอรเซ็นตมากกวาผกับุงจนีพันธุเดิมเมื่อปลูกในอาหารเหลวสูตร Hoagland แอกทิวิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตสที่เพิ่มข้ึนไมเพียงแตทําใหการดูดซับซัลเฟตของ
ผักบุงแปลงพนัธุเพิ่มมากขึน้ยังมีผลทาํใหน้าํหนักมวลของผักบุงแปลงพนัธุเพิ่มข้ึนดวย 

  
การปรับปรุงพนัธุพชืโดยวธิีทางพันธวุิศวกรรมอาจทาํไดโดยการถายโอนยนีโดยตรง เชน 

วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) วิธีการใชเข็มฉีด (microinjection) หรือวิธีการใชเครื่องยิง
อนุภาค (microprojectile bombardment) และทําการถายโอนยนีโดยวิธีการใช Agrobacterium ซึ่ง
วิธีการใช Agrobacterium นี้ใชไดดีกับพืชใบเลี้ยงคู (dicotyledon) และเปนวิธทีี่นยิมใชมากที่สุด 
Agrobacterium tumefaciens เปนแบคทีเรียกรัมลบอาศัยอยูในดนิ สามารถเขาสูเซลลพืชไดทาง
บาดแผลทําใหพืชมีลักษณะเปนปุมปม เรียกวา crown gall disease (Sahi และคณะ, 1994) ทั้งนี้
เพราะ A. tumefaciens สามารถถายโอนยนีสวน T-DNA เขาสูโครโมโซมของพืช ยีนสวน T-DNA มี
ยีนซึง่ระบุรหัสโปรตีนในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมนพืชชนิดออกซนิ (auxin) และไซโตไคนิน 
(cytokinins) จึงทําใหเซลลพชืแบงตัวอยางรวดเร็วและไมจํากัดเกิดเปนปุมปมหรือกอนเนื้องอก 
หลักการถายโอนยีนเขาสูเซลลพืชโดยวิธีการใช Agrobacterium ทาํโดยการกาํจัดยนีระบุรหัสโปรตีน
ในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมนพืชออกจากยนีสวนT-DNAแลวนํายนีที่ตองการถายโอนเขามา
สอดแทรกแทน เมื่อยนีสวน T-DNA สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของพืช ยนีที่ตองการถายโอนก็จะ
ถูกนาํเขาไปดวย Jameและคณะ (1993) รายงานวาอะซิโตไซริงโอน (acetosyringone) สามารถเรง
การถายโอนยนีเขาสูเซลลพชืโดยวิธกีารใช A. tumefaciens 
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Hood และคณะ (1986) ไดสรางพลาสมดิชนิดไบนารปีระกอบดวยพลาสมิดสาํหรับสราง 
พลาสมิดรีคอมบิแนนทซึง่มยีีนสวน T-DNA และในบริเวณยีนสวน T-DNA มียีนตานตอสารปฏิชีวนะ
และพลาสมิดดัดแปลง  Ti  ซึ่งมีกลุมยนี vir  เรียกพลาสมิดชนิดนี้วา  pEHA101  และเรียก             
A. tumefaciens  ที่มพีลาสมิด pEHA101 นี้วา A. tumefaciens EHA101 ตอมา Kimura และคณะ 
(1993)  ไดสรางพลาสมิด   pBIH1-IG   ซึ่งเปนพลาสมิดชนิดไบนารีชนิดทีม่ียนีตานสารปฏิชวีนะ 
ไฮโกรมัยซินและกานามยัซนิอยูในบริเวณ T-DNA พลาสมิดรีคอมบิแนนทที่สรางจาก pBIH1-IG เมื่อ
นํามาถายโอนเขาสู A. tumefaciens EHA101 พบวาทรานสฟอรแมนท A. tumefaciens EHA101 
ที่ไดมีประสิทธิภาพสงูในการถายโอนยนีสอดแทรกเขาสูโครโมโซมของ Arabidopsis thaliana L. 
และขาว (Hiei และคณะ, 1994) 

 
Akaracharanya และคณะ (2001) ศึกษาการเจริญเปนตนใหม (shoot regeneration) ของ

ผักบุงจนี พบวาชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบสามารถงอกเปนตนใหมไดในปริมาณสงูถงึ 75 
เปอรเซ็นต เมือ่ใชตนออนอายุ 7 วัน และใชไธเดียซูรอน (thidiazuron) ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 
ในการเรงการพัฒนาเปนตนออน และตนออนของผักบุงจีนที่ไดสามารถงอกรากไดเองโดยไมจําเปน 
ตองใชสารเรงการงอกราก  

 
Frame และคณะ (2002) รายงานวาการถายโอนยนีเขาสูขาวโพดโดยใช Agrobacterium 

tumefaciens EHA101 ที่มพีลาสมิดชนิดไบนารีเปนวิธกีารถายโอนยนีที่ดีกวาการใชเครื่องยิงอนภุาค 
เนื่องจากมคีวามเสถยีร (stable) ประสิทธภิาพสูงและสามารถถายโอนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญได 

 
 
 

 
 

 
  
 
 
 



บทที่ 3 
 

เครื่องมือ เคมีภัณฑ จุลินทรีย และพืชทดลอง  
 
3.1 เครื่องมือ 
 

3.1.1 เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 
USA. 
 

3.1.2 ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis equipment) 
ของบริษัทMupid, Japan. 
 

3.1.3 เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transillumination) รุน Universal Hood ของบริษัท 
Bio-Rad Laboratories Ltd., USA. 
 

3.1.4 อุปกรณสําหรบัถายภาพ 
กลองระบบดจิิตอล รุน C-5060WZ ของบริษัท Olympus, Japan. 
กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polaroid, USA. 
ฟลมโพลารอยด ความไวแสง 3000  (ISO 3000) 
gel documentation รุน Universal Hood และโปรแกรม Quantity one version 4.4.1  
ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
 
เครื่องเขยา (shaker) 3.1.5
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิเขยาแบบรีซิโปรคอล รุน Gyromax TM737 ของบริษัท 
Amerex Instrument, USA.  
เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (water bath shaker) เขยาแบบรีซโิปรคอล รุน 
1068 ของบริษัท Gesellschaft fuer lobortechnik (GEL)., Germany; รุน SS40-D ของ
บริษัท Grant Instrument (Combridge) Ltd., England. 
 

3.1.6 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน BE600 ของบริษัท  Memmert, Germany. 
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3.1.7

3.1.8

เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS325 ของบริษัท Tomy Seiko, Japan. 
 
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน PP-50 ของบริษัท Mettler, Switzerland 
 

3.1.9 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) 
เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge)  รุน 1920 ของบริษัท 
Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวีย่ง (roter) ขนาดเล็ก รุน RA 50J 
- หัวปนเหวีย่งขนาดใหญ รุน RA 228J 

 
3.1.10 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน UV 1604 ของบริษัท 

Shimadzu, Japan. 
 

3.1.11 เครื่องชั่งรุน PB3002 และ AG204 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
 

3.1.12
 
ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน H2 ของบริษัท Lab service, Thailand. 
 

3.1.13 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน MDF-U332 ของบริษัท Sunyo, Japan. 
 

3.1.14 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส รุนULT 1786 ของบริษัท Forma Scientific, USA. 
 

3.1.15 ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน Schutzart ของบริษัท  Memmert , Germany. 
 

3.1.16 หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขมแสง 
3000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั 
 

3.1.17 อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) ของบริษัท Kottermenn, Germany. 
 

3.1.18 เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
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3.1.19 ตูบมควบคุมแสง และอุณหภูมิ (plant growth chamber) รุน EYELA  FLI-301N ของ
บริษัทTokyo Rikakikai, Japan. 
 

3.2 สารเคมี 
 
3.2.1 สารเคมี 

สารเคมีทุกชนดิที่ใชในการวจิัยนี้เปนระดับเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
 

3.2.2 ชุดทําปฏิกิริยา พซีีอาร (พีซอีาร reagent Kit) ของบริษทั Takara Bio Inc., Japan. 
 

3.2.3 ชุดสกัดพลาสมิด (QIAprep spin miniprep kit) ของบริษัท QIAGEN Inc, USA. และของ
บริษัท Sigma-Aldrich Co, USA. 
 

3.2.4 ชุดแยกแถบดีเอนเอออกจากเจล (QIAquick gel extraction kit) ของบริษัท QIAGEN Inc, 
USA. 
 

3.3 จุลินทรีย  พลาสมิด และโอลิโกนวิคลีโอไทด 
 

3.3.1 จุลินทรยี  
      Agrobacterium tumefaciens สายพนัธุ EHA101 ที่มีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-
rcs1 (จอมขวญั มีรักษ, 2547) 
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          3. 3.2 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอ
ไทดไพรเมอร 

ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) รายการอางอิง 

rcs1-1 5’ TGTCAGATCGATTCCTGACG 3’  (60°C) Nara Institute of 
Science and 
Technology, Japan. 

rcs1-2 5’ TGATGGACTGGAAGAGCACC 3’ (62°C) Nara Institute of 
Science and 
Technology, Japan. 

        JSAT5 5’-CTACGCTTCGATCACATCTCA-3’ (60°C) Meerak และคณะ,2006 
        JSAT6 5’-ATCACATAATCAGACCACTCGG-3’ (64°C) Meerak และคณะ,2006 

 
3.4 พืชทดลอง 
 

พืชทดลอง จีโนไทป/ฟโนไทป รายการอางอิง 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 

(Ipomoea aquatica 
Forsk var. aquqtica) 

ผักบุงไทยพนัธุเดิมที่ไมไดรับการถายโอนยีน 
 

อําเภอ พนมไพ จงัหวัด 
รอยเอ็ด, ประเทศไทย 

Transgenic 1 
(Tr1) 

ผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

สรางในการทดลองนี ้

Transgenic 2 
(Tr2) 

ผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

สรางในการทดลองนี ้

 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 

(Ipomoea aquatica 
Forsk var. reptans) 

ผักบุงจนีพนัธุเดิมที่ไมไดรับการถายโอนยีน บริษัทเจียไต จํากัด, 
ประเทศไทย 

SR10 ผักบุงจนีที่ไดรับการถายโอนยีน SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

จอมขวัญ มีรักษ, 2547 

 
 



บทที่ 5 
 

ผลการทดลอง 
 

5.1 ถายโอนยีน SAT1 รวมกบัยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย (Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica) 

 
ผลการถายโอนยนี SAT1 รวมกับยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย โดยวธิีการใช A. tumefaciens 

EHA101 ที่มีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 พบวาชิน้สวนใบเลีย้งสวนโคนพรอมกานใบ 
4,175   ชิน้ สามารถงอกเปนตนใหม (regenerated shoot ) (ภาพที ่5.1)  1,332  ตน คิดเปน 31.90 
เปอรเซ็นต 

  
 
 
 

 
 

ภาพที ่5.1  ชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ ซึ่งมตีนออนของผกับุงเจริญขึ้นมา 
 

5.2  ทดสอบความตานทานตอสารปฏชิีวนะไฮโกรมัยซินของผกับุงไทยพันธุเดิม (wild type)  
เพื่อใชในการคัดเลือกผักบุงไทยทีไ่ดรบัการถายโอนยีน 
  
 ผลการปลูกตนออนผักบุงไทยพันธุเดิมทีม่ีความสงู  1.5  เซนติเมตรลงบนอาหารแข็ง MS  ที่
มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บม
ในหองควบคมุอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซยีส  ใหแสงสขีาวความเขม 3,000 ลักซ  ระยะเวลาการให
แสง 16 ชั่วโมง/วนั 7 วัน พบวาตนผกับุงซึ่งเจริญในสภาวะที่มีสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินมีการเตบิโต



 
 

34

ต่ํากวาในสภาวะที่ไมมีสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินอยางชดัเจนเมื่อความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินสงูขึ้น (ภาพที ่5.2) เลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที ่5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ในการคัดเลือกตนผักบุงไทยแปลงพนัธุทีค่าดวานาจะไดรับการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่5.2  ผลการเจริญของผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) บนอาหารที่มีสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน
ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
5.3 คัดเลือกตนออนผักบุงไทยที่ตานตอสารปฎิชวีนะไฮโกรมยัซิน 
 

ผลการยายตนออนของผกับุงที่เจริญจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ จํานวน 
1,332 ตน (ผลจากขอ 5.1) มาเลีย้งบนอาหารแข็ง MS ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน
สุดทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเติมสารปฏิชีวนะเซฟโฟแทคซิมความเขมขนสุดทาย 300 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมในหองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซยีส ใหแสงสขีาวความเขมแสง 
3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน เปนเวลา 1 เดือน พบวามีตนออนผักบุงที่สามารถ
ทนตอสาร  ปฎิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรได 2 ตน (ภาพที ่5.3)  คิดเปน 
0.15 เปอรเซ็นตของตนออนทั้งหมดทีท่ดสอบ 
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ภาพที ่5.3  ตนออนผักบุงไทยซึง่ทนตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรที่ได 
 
5.4 ตรวจหายีน  SAT1 และยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงไทยทีส่ามารถตานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินโดยวิธ ีPCR 

 
 การตรวจหายนี SAT1 และยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงที่สามารถตานตอสารปฏิชีวนะไฮ
โกรมัยซนิโดยวิธ ี PCR ทําโดยนาํดีเอน็เอที่สกัดจากผักบุงไทยที่สามารถเจริญบนอาหารทีเ่ติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 1 เดือน มาใชเปนดีเอ็นเอ
แมแบบในกระบวนการ PCR ใชดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT5 และ JSAT6 สําหรับการตรวจหายนี SAT1 
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบวาไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
700 คูเบส ซึ่งเปนขนาดของดีเอ็นเอที่จะไดเมื่อใชยีน SAT1 เปนดีเอ็นเอแมแบบ (ภาพที ่5.4) และใช
ดีเอ็นเอไพรเมอร  rcs1-1  และ  rcs1-2  สําหรับการตรวจหายีน rcs1  วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดย
วิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบวา
ไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1 กิโลเบส ซึ่งเปนขนาดของดีเอ็นเอทีจ่ะไดเมื่อใชยนี  rcs 1 เปนดีเอ็น
เอแมแบบ (ภาพที่ 5.5) แสดงวาตนผักบุงทั้ง 2 พันธุทีท่ดสอบไดรับการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 
จากพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 เรียกตนผกับุงทัง้ 2 พนัธุนี้วาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 เมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจากผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดเีอ็นเอแมแบบไมไดแถบดีเอ็นเอ
ใดๆ 
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ภาพที ่ 5.4 ผลิตภัณฑ
ตานตอสารปฏิชีวนะไ
M หมายถงึ ดเีอ็นเอแล
ชองวิง่ที ่1 หมายถงึ ใ
ชองวิง่ที ่ 2 และ 3 ใช
แมแบบ 
ชองวิง่ที ่4 หมายถงึ ใ
ชองวิง่ที ่5 หมายถงึ ช
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

700 bp
 PCR ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนยนี SAT1 จากดีเอ็นเอของผกับุงไทยที่สามารถ
ฮโกรมัยซินโดยวธิ ีPCR ดวยไพรเมอร JSAT5 และ JSAT6 
ดเดอรขนาดตั้งแต 0.5-10 กิโลเบส 
ชพลาสมิด pGEM-SAT1 เปนดีเอน็เอแมแบบ (ชุดควบคุมบวก) 
ดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ตามลาํดับ เปนดีเอน็เอ

ชดีเอน็เอที่สกัดจากผกับุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดีเอ็นเอแมแบบ 
ุดควบคุมไมใสดีเอ็นเอแมแบบ (ชุดควบคุมลบ) 
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ภาพที่  5.5   ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการเพิ่มจาํนวนยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงไทยที่สามารถ
ตานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินโดยวธิ ีPCR ดวยไพรเมอร rcs1-1 และ rcs1-2 
M หมายถงึ ดเีอ็นเอแลดเดอรขนาดตั้งแต 0.5 -10 กิโลเบส 
ชองวิง่ที ่1 หมายถงึ ใช rcs1 เปนดีเอน็เอแมแบบ (ชุดควบคุมบวก) 
ชองวิง่ที ่ 2 และ 3 ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ตามลาํดับ เปนดีเอน็เอ
แมแบบ 
ชองวิง่ที ่4 หมายถงึ ใชดีเอน็เอที่สกัดจากผกับุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดีเอ็นเอแมแบบ 
ชองวิง่ที ่5 หมายถงึ ชุดควบคุมไมใสดีเอ็นเอแมแบบ (ชุดควบคุมลบ) 
 
5.5 วิเคราะหแอกทิวิตีของซิสเตอีนซินเตสในผักบุงไทยตามวิธขีอง Youssifian และคณะ 
(1993) 
 

ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของซิสเตอีนซนิเตสในน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยซึง่เจริญในอาหาร
เหลว Hoagland พบวาผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (ผักบุงแปลงพนัธุ Tr1และ 
Tr2) มีแอกทวิิตีของซิสเตอนีซินเตสสูงกวาผักบุงไทยพนัธุเดิม (ภาพที่ 5.6 และตารางที่ 5.1) ผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 มีแอกทวิิตีจําเพาะของซิสเตอีนซินเตส 1.18 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน และTr2 
มีแอกทิวิตีจาํเพาะของซิสเตอีนซินเตส 1.31 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งสงูกวาผักบุงไทยพนัธุ
เดิม 1.62 และ 1.79 เทาตามลําดับ 
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ภาพที ่5.6  การเปรียบเทยีบสีของปฎิกิริยาซึง่เกิดจากแอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสในผักบุงไทย 
 แถวบน   หมายถึงหลอดซึ่งเติมน้ําสกัดจากใบผักบุงแตหยุดปฏิกิริยาทันทีทีเ่วลา 0 นาท ี
 แถวลาง  หมายถึงหลอดซึ่งเติมน้ําสกัดจากใบผักบุงแตหยุดปฏิกิริยาหลังเวลา 15 นาท ี
 หลอดที่ 1  คือ ชุดควบคุมเตมิเอ็กแทรกชัน่บัฟเฟอรแทนน้ําสกัดจากใบผักบุง 

หลอดที่ 2  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงพันธุเดิม 
หลอดที่ 3  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (Tr1) 
หลอดที่ 4  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (Tr2) 

 
ตารางที่ 5.1  การเปรียบเทยีบแอกทวิิตีจําเพาะของซิสเตอีนซินเตสในใบผักบุงไทย 

 
ผักบุง แอกทิวิตีจาํเพาะของซิสเตอนีซินเตส 

(หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน) 
ปริมาณที่เพิ่มข้ึน 

(เทา) 
พันธุเดิม 0.73 ±0.047 1 

แปลงพนัธุ  Tr1 1.18±0.084 1.62 
แปลงพนัธุ  Tr2 1.31±0.046 1.79 

 
 



 
 

39

5.6 วิเคราะหแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในผักบุงไทยตามวธิีของ  
Kredich และTomkins (1966) 
 

ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของเซอรีนแอซีทลิแทรนสเฟอเรสในน้ําสกัดจากใบของผักบุงไทย
เจริญในอาหารเหลว Hoagland โดยการวัดปริมาณโคเอนไซมเอ (Co-A SH) ที่เกิดขึ้น พบวาผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีแอกทิวิตีจาํเพาะของเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสสงูกวาผกับุงไทยพันธุ
เดิม (ตารางที ่ 5.2) ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และTr 2 มีแอกทวิิตีจาํเพาะของเซอรีนแอซีทิลแทรนส
เฟอเรส 3.09 และ 3.36 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีนซึ่งสูงกวาผักบุงไทยพันธุเดิม 2.66 และ 2.89 
เทา ตามลาํดบั  

 
ตารางที่ 5.2  การเปรียบเทยีบแอกทวิิตีจําเพาะของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในใบผักบุงไทย 
 

ผักบุง แอกทิวิตีจาํเพาะของเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 
(หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน) 

ปริมาณที่เพิ่มข้ึน 
(เทา) 

พันธุเดิม 1.16 ±0.015 1 
แปลงพนัธุ  Tr1 3.09 ± 0.062 2.66 
แปลงพนัธุ  Tr2 3.36 ±0.018 2.89 

 
 
5.7 วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในผักบุงไทยโดยวิธ ีHPLC ตาม

วิธขีอง Noctor และ Foyer (1998) 
 

ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบผักบุงไทย
เจริญในอาหารเหลว Hoagland พบวาในน้ําสกัดที่ไดจากใบ 1 กรัม ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มี
กรดอะมิโนซิสเตอีน 0.81 ไมโครโมลและ 0.71 ไมโครโมล ตามลาํดับ ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับปริมาณทีพ่บในน้าํสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม ซึง่มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนี 0.74 
ไมโครโมล ในน้ําสกัดจากใบของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 1 กรัม พบวาปรมิาณกลูตาไธโอน
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 เทากับ 29.50 ไมโครโมลและ 23.34 ไมโครโมล ตามลําดบั สูง
กวาปริมาณทีพ่บในน้ําสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม 1.48 เทาและ 1.17 เทา ตามลําดับ (ตารางที ่
5.3)   
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ตารางที่ 5.3 การเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้าํสกัดจากใบผกับุง
ไทย 
 

ผักบุงไทย ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(ไมโครโมล/ใบ 1 กรัม) 

เทา ปริมาณกลูตาไธโอน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา 

พันธุเดิม 0.74 1 19.97 1 
แปลงพนัธุ  Tr1 0.81 1.09 29.50 1.48 
แปลงพนัธุ  Tr2 0.71 0.95 23.34 1.17 

  
5.8 ทดสอบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยพันธุเดิม 

 
ผลการปลูกตนออนผักบุงไทยพันธุเดิมที่มีความสูง  1.5  เซ็นติเมตรบนอาหารแข็ง MS ที่มี

แคดเมียมคลอไรด  พบวาการเติบโตของผักบุงที่เจริญในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดต่ํากวาใน
สภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด โดยพบวาในอาหารที่มีความเขมขนของแคดเมียมคลอไรด 200 ไม
โครโมลาร ความสูงของตนและจํานวนรากลดลงอยางชัดเจน ( ภาพที่5.7) จึงเลือกความเขมขนของ
แคดเมียมคลอไรดที่ 200 ไมโครโมลาร ในการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทย
แปลงพันธุและผักบุงไทยพันธุเดิม    

 
 
 
 

  
 
ภาพที ่5.7 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงไทยพันธุเดมิบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  
ความเขมขนตางๆ คือ 0, 100, 200 และ 300 ไมโครโมลาร 
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5.9 ทดสอบความทนตอแคดเมี่ยมของผักบุงจีนพันธุเดิม 
  

ผลการปลูกตนออนผักบุงจีนพันธุเดิมที่มีความสูง  1.5  เซ็นติเมตรลงบนอาหารแข็ง MS  ที่
มีแคดเมียมคลอไรด พบวาการเติบโตของผักบุงในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดต่ํากวาในสภาวะที่ไม
มีแคดเมียมคลอไรด ในอาหารที่มีความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดสูงขึ้น ความสูงของลําตนตน 
(ภาพที่5.8) เลือกความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดที่ 200 ไมโครโมลาร ในการเปรียบเทียบความ
ทนตอแคดเมียมของผักบุงจีนแปลงพันธุและผักบุงจีนพันธุเดิม  

  
 
 
 

 
 
ภาพที่ 5.8 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงจีนพันธุเดิมบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  
ความเขมขนตางๆ คือ 0,100, 200 และ 300 ไมโครโมลาร 
 
5.10 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุและผักบุงไทยพันธุเดิม 
 

ผลการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยโดยวัดจากความสูงของลําตน และ
ความยาวของรากที่เพิ่มข้ึนเมื่อเจริญบนอาหารแข็ง MS ที่มีและไมมีแคดเมียมคลอไรดเขมขน   200      
ไมโครโมลาร พบวาในสภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด   ความสูงของลําตนและความยาวของราก
ผักบุงแปลงพันธุ (Tr1, Tr2) และผักบุงไทยพันธุเดิม คือ ลําตนผักบุงแปลงพันธุ Tr1และ Tr2 สูงขึ้น 
4.6 และ 5.4 เซนติเมตร ลําตนผักบุงไทยพันธุเดิมสูงขึ้น 4.5 เซนติเมตร รากผักบุงแปลงพันธุ Tr1 
และ Tr2 ยาวขึ้น 2.4 และ 3.3 เซนติเมตร รากของผักบุงไทยพันธุเดิมยาวขึ้น 2.1 เซนติเมตร แต ใน
สภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครลารที่ทดสอบ   ผักบุงไทยพันธุเดิมลําตนจะเตี้ยและรากจะ
ส้ันกวาผักบุงไทยแปลงพันธุอยางมาก ผักบุงไทยพันธุเดิมลําตนสูงขึ้นเพียง 1.4  เซนติเมตร และราก
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ยาวขึ้นเพียง 1.6 เซนติเมตรเทานั้นในขณะที่ลําตันผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และTr2 สูงขึ้น 4.6 และ 5.1 
เซนติเมตร รากผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ยาวขึ้น 2.3 และ 2.7 เซนติเมตร ซึ่งถือผักบุงแปลง
พันธุ (Tr1, Tr2) และผักบุงไทยพันธุเดิมมีการเติบโตของตนภายใน 14 วันมีความแตกตางทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) (ตารางที่ 5.4 และภาพ
ที่ 5.9) และพบวาผักบุงแปลงพันธุ Tr1 มีการเติบโตของทั้งลําตนและรากในสภาวะที่มีแคดเมียม
คลอไรดดีที่สุด เนื่องจากการเติบโตของทั้งลําตนและรากในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดไมแตกตาง
กับในสภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรดเมื่อวิเคราะหทางสถิติแบบ T-test (ภาคผนวก ง) 
 
ตารางที่ 5.4 การเปรียบเทียบการเจริญของตนผักบุงไทยบนอาหารแข็ง MS ท่ีเติมแคดเมียมคลอไรด 
เขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วัน 
           

การเติบโตของตนภายใน 14 วัน (ซม) 
ไมมีแคดเมียมคลอไรด มีแคดเมียมคลอไรด สายพนัธุ 
ลําตน ราก ลําตน ราก 

พันธุเดิม 4.5PPa 2.1a 1.4 a 1.6 a

แปลงพนัธุ  Tr 1 4.6a 2.4 a 4.6 b 2.3 b

แปลงพนัธุ  Tr 2 5.4b 3.3 b 5.1 b 2.7 c

  
ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมอืนกนัตามแนวตั้งไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) 
 
5.11 วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลตูาไธโอนในผักบุงไทยที่เจริญในสภาวะที่
มีแคดเมียมคลอไรดโดยวิธี HPLC ตามวิธขีอง Noctor และ Foyer (1998) 
  
 ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน และกลูตาไธโอนในน้าํสกดัจากใบ
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมที่เจริญบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียม
คลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วัน โดยวิธ ีHPLC พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในใบสูงกวาผักบุงไทยพันธุเดิม โดยน้าํสกัดจาก
ใบ 1 กรัมของผักบุงไทยพนัธุเดิมมีกรดอะมิโนซิสเตอนี  1.29 ไมโครโมลและ กลูตาไธโอน 27.87 ไม
โครโมลในขณะทีน่้ําสกัดจากใบ 1 กรัมของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเต
อีน 1.93 ไมโครโมลและ 1.88 ไมโครโมล ซึ่งสงูกวาผักบุงไทยพันธุเดมิ 1.50 เทา  และ1.46 เทา 
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ตามลําดับ และมีปริมาณกลูตาไธโอน 46.84  ไมโครโมลและ 41.75 ไมโครโมล ซึ่งสูงกวาผักบุงไทย
พันธุเดิม 1.68 เทา และ1.50 เทา ตามลําดบั (ตารางที่ 5.5) 
 
ตารางที่ 5.5 การเปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้าํสกดัจากใบผักบุง
ไทยเมื่อปลูกบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมคลอไรด เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ผักบุงไทย ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา ปริมาณกลูตาไธโอน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา 

พันธุเดิม 1.29 1 27.87 1 
แปลงพนัธุ  Tr 1 1.93 1.50 46.84 1.68 
แปลงพนัธุ  Tr 2 1.88 1.45 41.75 1.50 
 
5.12 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1 
กับผักบุงจนีแปลงพันธุทีม่ียีน SAT1 และยีน rcs1 และผักบุงพนัธุเดิม 
 

จอมขวัญ มีรักษ, 2547 ไดสรางผักบุงจีนแปลงพันธุที่มียีน SAT1 และ rcs1 (SR10) ไว แต
ยังไมไดศึกษาความทนตอแคดเมียมของผักบุงจีนแปลงพันธุที่สรางขึ้น จึงถูกนํามาเปรียบเทียบ
ความทนตอแคดเมียมและปริมาณแคดเมียมที่สะสมกับผักบุงไทยแปลงพันธุที่ไดรับการถายโอนยีน
ชุดเดียวกัน 
 ผลการปลูกผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1  (Tr1 และ Tr2)  ผักบุงจีนแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1 (SR 10) และผักบุงพันธุเดิม (wild type)บนอาหารแข็ง MS ที่มี
แคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วนั ดังแสดงในตารางที่ 5.6 ในสภาวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลารลําตนผักบุงไทยพันธุเดมิสูงขึ้น 1.4 เซนติเมตร รากยาว
ข้ึน 1.6 เซนติเมตร และผักบุงจีนพันธุเดิมลาํตนสูงขึน้ 0.9 เซนติเมตร และรากยาวขึน้ 1.7 เซนติเมตร 
ในขณะที่ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีความสูงของลําตนเพิ่มข้ึน 4.6 เซนตเิมตร และ 5.1 
เซนติเมตร ตามลําดับ และมีความยาวของรากเพิ่มข้ึน 2.2 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ สวน
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 มีความสงูของลําตนเพิ่มข้ึน 4.7 เซนติเมตร และมีความยาวของราก
เพิ่มข้ึน 2.5  เซนติเมตร (ตารางที ่5.6 และภาพที ่5.9) 
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ตารางที่ 5.6 เปรียบเทียบการเติบโตของตนผักบุงไทยและผักบุงจีนบนอาหารแข็ง MS ที่เติม
แคดเมียมคลอไรด  เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

การเติบโตของตนภายใน 14 วัน (ซม) 
ไมมีแคดเมียมคลอไรด มีแคดเมียมคลอไรด สายพนัธุ 
ลําตน ราก ลําตน ราก 

ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 a 2.3 a 0.9 a 1.7 a 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุSR10 4.7 a 3.0 b 4.7 b 2.5 c 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5a 2.1a 1.4 a 1.6 a

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ  Tr 1 4.6a 2.4 a 4.6 b 2.3 b

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ  Tr 2 5.4b 3.3 b 5.1 b 2.7 c

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมอืนกนัตามแนวตั้งไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

45

 
 

 
 
 

ก 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

ข 
 

ภาพที่ 5.9 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงพันธุตางๆบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร (ก) และ บนอาหารแข็ง MS ที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด (ชุดควบคุม) 
(ข) เปนเวลา 14 วัน 
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5.13 การวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมในผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน 
SAT1และยีน rcs1 กับผักบุงจีนแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยนี  rcs1 และผักบุงพันธุเดิม 
 
 ผลการปลูกตนผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และยีน rcs1  ผักบุงจนีแปลงพันธุที่มยีีน 
SAT1 และยีน  rcs1 และผักบุงพันธุเดิมบนอาหารแข็ง  MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  200 ไมโครโม
ลาร เปนเวลา 14 วนั พบวา ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2  ผักบุงจนีแปลงพันธุ SR10 ผักบุง
ไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิมมปีริมาณแคดเมียมสะสม/กรัมน้ําหนักแหงของตน (whole plant คือ ลํา
ตน ใบและราก) ไมมีความแตกตางกนั ทัง้ผักบุงไทยและผักบุงจนีมีปริมาณแคดเมียมที่สะสมในราก
มากกวาในลําตนและใบ ผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมมีแคดเมยีม
สะสมในราก 1.48, 1.58 และ 1.38 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลาํดับ มีแคดเมยีมสะสมในลาํตน
และใบ 0.37, 0.47 และ 0.56 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ ผักบุงจีนแปลงพันธุและ
ผักบุงจนีพนัธุเดิมมีแคดเมียมสะสมในราก 1.55 และ 1.49 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนกัแหง และมี
แคดเมียมสะสมในลําตนและใบ  0.47 และ 0.49 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง 
 
ตารางที่ 5.7 การเปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุง 
 

ปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุง  
(มิลลิกรัมแคดเมียม/กรัมน้าํหนกัแหงของผักบุง) 

 
 
ตัวอยาง ผักบุงจนี 

พันธุเดิม 
ผักบุงจนีแปลง
พันธุ SR 10 

ผักบุงไทย 
พันธุเดิม 

ผักบุงไทย 
แปลงพนัธุ 

Tr 1 

ผักบุงไทย 
แปลงพนัธุ 

Tr 2 
ราก 1.49±0.00139 1.55±0.00057 1.38±0.00089 1.48±0.00135 1.58±0.00148 
ลําตน
และใบ 0.49±0.00086 0.47±0.00073 0.56±0.00104 0.37±0.00053 0.47±0.00039 

 
5.14 การศึกษาลกัษณะทีป่รากฎ (phenotype) ของผักบุง 
 
 ผลการปลูกผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมในอาหารเหลวสูตร 
Hoagland พบวาผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 มีขนาดของใบที่ใหญกวาใบของผักบุงไทยพันธุเดิมอยาง
ชัดเจน 
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WT         Tr1         Tr2 
 

ภาพที ่5.10 ลักษณะทีป่รากฏ (phenotype) ของตนผักบุงไทยที่เจริญในอาหารเหลวสูตร Hoagland 

 WT   หมายถึง  ผักบุงไทยพนัธุเดิม 

 Tr1   หมายถึง  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 

 Tr2   หมายถึง  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 
 
 
 
 



บทที่ 6 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 ผลการถายโอนยนี SAT1 รวมกับยนี rcs1 ซึ่งระบรุหัสเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรสชนิด
พลาสติกไอโซฟอรม จาก Arabidopsis thaliana L. และซิสเตอีนซินเตสไอโซฟอรมทีพ่บในไซโต 
พลาสซึมจากขาวเขาสูผักบุงไทยโดยวิธกีารใช Agrobacterium tumefaciens โดยแชชิ้นสวนใบเลี้ยง
สวนโคนพรอมกานใบ ของผักบุงอายุ 7 วัน ในอาหารเหลว MS ที่มีเซลล A. tumefaciens EHA101 
ซึ่งมีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 มีอะซิโตไซริงโอน (aectosyringone) เขมขน 50 ไมโครโม
ลาร เพื่อเปนการชักนําใหเกิดการถายโอนยนีจาก A. tumefaciens EHA101 เขาสูผักบุง บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสบนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 ชัว่โมง นาํชิน้สวนใบ
เลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง MS ที่มีอะซโิตไซริงโอนความเขมขนเดิม บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสในที่มืด เปนเวลา 3 วัน ลางชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบดวยสาร
ปฏิชีวนะเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) ความเขมขน 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเพื่อกําจัด A.  
tumefaciens EHA101 ออก ซับใหแหงแลวนาํไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง MMS ที่มีไธเดียซรูอน
(thidiazuron) เขมขน10 ไมโครโมลารเปนสารเรงการงอกเปนตนใหมและสารปฎิชีวนะเซฟโฟแทคซีม 
ความเขมขนเดิม บมในตูควบคุมอุณหภมูิและควบคุมแสงที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส แสงสขีาว
ความเขมแสง 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั เปนเวลา 2 สัปดาห ผลการถายโอน
ยีนเขาสูผักบุงไทย พบวาชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ 4,175 ชิ้น มีการงอกเปนตนใหม 
1,332 ตน  คิดเปน 31.90 เปอรเซ็นต ซึ่งมากกวาที่ Meerak และคณะ (2006) ไดเคยรายงานไววา
ผลการงอกเปนตนใหมของผักบุงจนีจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ เทากับ 10.01 
เปอรเซ็นต แตนอยกวาที ่Akaracharanya และคณะ (2001) ไดเคยรายงานไววาผล การงอกเปนตน
ใหมของผักบุงจีนจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ มีคาเทากับ 75 เปอรเซ็นต ทัง้นี้เนื่องจาก
ผักบุงที ่Akaracharanya และคณะ (2001)ใชตางสายพันธุกับการทดลองนี้ และชิน้สวนใบเลี้ยงสวน
โคนพรอมกานใบไมไดรับการเลี้ยงรวมกนักับ A. tumefaciens EHA101 
 เมื่อยายตนออนผักบุงไทยที่ไดมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ซึ่งเติมสารปฏชิีวนะไฮโกรมยัซิน 
ความเขมขนสดุทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเติมสารปฎิชีวนะเซฟโฟแทคซิมความเขมขนสุดทาย 
300 ไมโครกรัม/มิลลิลัตร บมเปนเวลา 1 เดือน พบวามตีนออนผักบุงไทยที่สามารถทนตอสาร 
ปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินไดเพยีง 2 ตน คดิเปน 0.15 เปอรเซ็นต ซึ่งต่าํกวาที่  Meerak และคณะ (2006)  
เคยรายงานไววา ตนออนของผักบุงจนีที่ไดรับการถายโอนพลาสมดิ pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1  
เชนเดียวกับในการทดลองนี้ สามารถทนตอสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินคิดเปน 0.61 เปอรเซ็นต เมื่อ
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ยายตนผักบุงดังกลาวมาปลูกบนอาหารแข็ง MS ที่ปราศจากสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน เพื่อให
สามารถเจริญไดอยางรวดเรว็และเจริญเปนตนที่สมบูรณ แลวนาํตนผักบุงที่ไดมาสกัดดีเอ็นเอเพื่อใช
เปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR ตรวจสอบยีน SAT1 และ ยนี rcs 1 ในผักบุงแปลงพนัธุ
ดวยวิธ ีPCR พบวาผักบุงแปลงพนัธุมยีีน SAT1 และ ยนี rcs 1 สอดแทรกอยูบนโครโมโซมจริง เรียก
ตนผักบุงทัง้สองตนนี้วาผกับุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2  
 การวิเคราะหแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในน้าํสกัดจากใบของผักบุงแปลง
พันธุ Tr1 และTr2 โดยวธิีการวัดปริมาณโคเอนไซมเอ (CoA-SH) ที่เกดิขึ้นพบวาผักบุงแปลงพันธุ Tr1 
และTr2 มีแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีติลแทรนสเฟอเรสสงูกวาผกับุงพันธุเดิม ผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ
Tr2 มีแอกทวิติีของเซอรีนแอซีติลแทรนสเฟอเรส 3.09 และ 3.36 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีน สูง
กวาผกับุงพันธุเดิม 2.66 และ 2.89 เทา ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของซิสเตอีนซนิเตสในน้ําสกัดจาก
ใบของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 เทยีบกับผักบุงไทยพันธุเดิม พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 มีแอกทวิติีของซิสเตอีนซินเตส 1.18 และ 1.31 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ ซึง่สูง
กวาผกับุงพันธุเดิม 1.62 เทา และ 1.79 เทาตามลําดบั Meerak และคณะ (2006) ไดถายโอนยีน 
SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงจีน และรายงานวา  ผักบุงจนีแปลงพันธุ SR3 และ SR10 ที่ไดมีแอกทวิิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 4.99 และ 3.69 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน และมีแอกทวิิตีของ
ซิสเตอีนซินเตส 3.47 และ 2.89 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ ซึ่งสงูกวาในการทดลองนี ้
ทั้งนี้ตําแหนงการสอดแทรกของยีน SAT1 และ rcs1 บนโครโมโซมที่ตําแหนงตางกนัมีผลตอการ
แสดงออกของยีนที่ตางกัน  
 ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบของผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 น้ําหนกั 1 กรัมซึง่เจริญในอาหาร Hoagland เปนเวลา 14 วนั โดยวิธ ีHPLC 
พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณกรดอะมโินซิสเตอีน 0.81 และ 0.71 ไมโครโมล ผักบุง
ไทยพนัธุเดิมมปีริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 0.74 ไมโครโมล และผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ม ี
กลูตาไธโอน 29.50 และ 23.34 ไมโครโมล คิดเปน 1.48 และ 1.17 เทา ของปริมาณทีพ่บในผักบุง
พันธุเดิม ตามลําดับ ผลการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงไทย พบวาปรมิาณกรดอะมโิน
ซิสเตอีนและกลูตาไธโอนของผักบุงแปลงพันธุไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญกับผักบุงพันธุเดิม แมวา
แอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและแอกทิวติีของซิสเตอีนซินเตสจะสงูขึ้น ซึ่งตางจาก
งานวิจยัของ จอมขวัญ มีรักษ (2547) ซึ่งถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงจีน และรายงานวา 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR3 และ SR10 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีมากกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 8 และ 
7 เทา และมีกลูตาไธโอนมากกวาผักบุงจนีพนัธุเดิม 1.4 และ 3 เทา ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
สภาวะการปลกูที่แตกตางกนั จอมขวัญ มีรักษ (2547) ปลูกผักบุงจีนทีท่ดลองในดิน ซึ่งอาจเปน
สภาวะที่มีโลหะหนักปนเปอนอยู  
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 ผลการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยพนัธุเดิมและผักบุงจนีพันธุเดิม 
พบวาเทากนั คือความสงูของลําตนและความยาวของรากลดลงอยางชัดเจนเมื่อเจริญในอาหารที่มี
แคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครโมลาร ผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ทนตอแคดเมียมไดมากกวา
ผักบุงไทยพนัธุเดิมอยางมนียัสําคัญเมื่อวเิคราะหทางสถติิโดยวิธี DMRT เมื่อเจริญในสภวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลารลําตนผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 สูงขึ้น 4.6 และ 
5.1 เซนติเมต ตามลําดับ ในขณะที่ลําตนผักบุงไทยพนัธุเดิมสงูขึ้นเพียง 1.4 เซนติเมตร รากของ
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ยาวขึ้น 2.3 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ รากของผักบุงไทย
พันธุเดิมยาวขึน้เพยีง 1.6 เซนติเมตร พบวาผักบุงไทยและผักบุงจนีแปลงพนัธุทีม่ยีีน SAT1 และ 
rcs1 ทนตอแคดเมียมไดใกลเคียงกนั ลําตนผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 สูงขึ้น 4.7 เซนติเมตร และราก
ของผักบุงจนีแปลงพนัธุยาวขึ้น 2.5 เซนตเิมตร เมื่อเจริญในสภวะทีม่แีคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 
ไมโครโมลาร  

ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบน้าํหนกั 1 
กรัม พบวาน้าํสกัดจากใบของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ที่เจริญบนอาหาร MS ที่เติมแคดเมียม
คลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 1.93 และ 1.88 ไมโครโมล สูงกวา
ปริมาณทีพ่บในน้าํสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม 1.50 เทา และ1.46 เทา ตามลําดับ และมี
ปริมาณกลูตาไธโอน 46.84 และ 41.75 ไมโครโมล สูงกวาปริมาณทีพ่บในน้ําสกัดจากใบของผักบุง
ไทยพนัธุเดิม 1.68 เทา และ1.50 เทา ตามลําดับ  

ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Dominguez-Solis และคณะ (2004) ซึ่ง
รายงานวา Arabidopsis thaliana แปลงพันธุที่มกีารแสดงออกของ  Atcys-3A cDNA  ซึ่งระบรุหัส 
cytosolic O-acetylserine (thiol) lyase (OASTL) เมื่อเจริญในสภาวะที่มีโลหะหนกัมีปริมาณกรดอะ
มิโนซิสเตอนีและกลูตาไธโอนเทากับพืชพนัธุเดิม แตเมือ่เจริญในสภาวะทีม่ีแคดเมียม 400 ไมโคโม
ลารมีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนมากกวาพืชพนัธุเดมิ และสอดคลองกับผลการ
ทดลองของ Harada และคณะ (2001) ซึ่งรายงานวา ตนยาสบู (Nicotiana tabaccum) แปลงพนัธุ  
TRCS2 และ TRCS3 ที่มกีารแสดงออกของยีนซิสเตอีนซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) มีปริมาณ
กรดอะมิโนซิสเตอีน 10 และ 20 นาโนโมล และกลูตาไธโอน 60 และ 100 นาโนโมล เมื่อเจริญใน
สภาวะที่เติมแคดเมียมคลอไรดเขมขน 100 ไมโครโมลาร 3 สัปดาห และสอดคลองกับผลการทดลอง 
Howarth และคณะ (2003) ซึ่งรายงานวา Arabidopsis thaliana ซึ่งเจริญภายใตสภาวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 50 ไมโครโมล/ลิตร สรางกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มมากขึ้น 
ทั้งนี้ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนที่เพิ่มข้ึนนัน้สงผลใหพืชทนตอแคดเมียมไดมากขึ้น 
เพราะกลไกการลดความเปนพิษของแคดเมียมและโลหะหนักบางชนดิของพืชเกิดจากพชืสังเคราะห 
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กลูตาไธโอนจากกรดอะมิโนซีสเตอีน และนํากลูตาไธโอนไปสังเคราะหเปนไฟโตคีลาติน
(phytochelatin) ซึ่งสามารถจับกับโลหะหนักเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนแลวสะสมสารประกอบ
เชิงซอนในแวคคิวโอล (vacuole) (Saito, 2000) นอกจากนี้ยงัพบวาแคดเมียมสามารถชกันาํใหพืช
สรางกรดอะมโินซิสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มมากขึ้น (Peterson และคณะ,1979)  Sun และคณะ 
(2005) รายงานวาตนขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ทีเ่จริญในสภาวะที่มีแคดเมียมมีปริมาณ 
กลูตาไธโอน และไฟโตคีลาตินเพิ่มสูงขึ้น โดยไฟโตคีลาตินจะเพิ่มในรากมากกวาในตน นอกจากนี้ยัง
รายงานวาแคดเมียมกระตุนการแสดงออกของยีนซึง่ระบรุหัสในกระบวนการสงัเคราะหกลูตาไธโอน
จึงทาํใหปริมาณของกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึน  

เมื่อนําผกับุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ที่เจริญในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรด มาวิเคราะห
ปริมาณแคดเมียมที่สะสมไวในตน (whole plant คือ ลําตน ใบและราก) พบวามแีคดเมียมสะสมใน
รากมากกวาในลําตนและใบ แตปริมาณแคดเมียมทีถู่กสะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของทัง้รากและลํา
ตนและใบผักบุงแปลงพันธุไมแตกตางกับของผักบุงพันธุเดิม ดังนั้นความทนตอแคดเมียมของผกับุง
แปลงพนัธุทีม่ากกวาผกับุงพันธุเดิม จึงเปนผลมาจากการที่ผักบุงแปลงพนัธุมีการเติบโตที่สูงกวา
ผักบุงพันธุเดิม เมื่อเปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของทัง้รากและลําตน
และใบของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 และผักบุงพนัธุเดิมพบวาไมมี
ความแตกตางกัน 

ผลการปลูกผกับุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมในอาหารเหลวสูตร 
Hoagland พบวา ผักบุงแปลงพนัธุ Tr2 มขีนาดใบใหญกวาผกับุงไทยพันธุเดิมอยางชัดเจน  
 จากผลการทดลองทัง้หมดสรุปไดวา การถายโอนยนี SAT1 และยีน rcs1 เขาสูผักบุงทาํให
ผักบุงทนตอแคดเมียมไดมากข้ึน พบปริมาณแคดเมียมสะสมในรากมากกวาในลําตนและใบ แตไม
พบความแตกตางของปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของผักบุงแปลงพันธุและผักบุง
พันธุเดิม ดงันั้นความสามารถในการทนตอแคดเมียมไดมากกวาของผักบุงแปลงพนัธุนาจะเกิดจาก
ความสามารถในการเพิ่มการเติบโตเพื่อควบคุมใหปริมาณแคดเมียมสะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงมี
คาคงทีท่ี่ความเขมขนซึ่งผกับุงสามารถทนได 
 

 
 
 
 
 

 



บทที่ 4 
 

วิธีการทดลอง 
 

4.1 การถายโอนยีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย (Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica) 

 
 4.1.1 การเตรียมชิ้นสวนใบเลี้ยง (cotyledon explant) ของผักบุงไทย 

 
นําเมล็ดผักบุงไทยประมาณ 300 เมล็ดหรือประมาณ 20 กรัมมาคัดเลือกเอาเฉพาะเมล็ดที่

เปลือกไมมีรอยแตกราว ลางดวยน้าํสบูใหสะอาดแลวใสในหลอดพลาสติกฝาเกลียวความจ ุ 50 
มิลลิลิตร ลางดวยสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 70 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 40  
มิลลิลิตร เขยาโดยการเอียงหลอดไปมา 5 นาที เทสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลทิ้ง จากนั้นลางดวย
สารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 95 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ตามวิธเีดิม ทําซ้าํ 2 คร้ัง 
หลังจากนั้นลางดวยสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรดเขมขน 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 20 
นาที ทาํซ้ํา 3 คร้ัง แลวจึงลางดวยน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 15 นาท ีทําซ้าํ 3 คร้ัง แชเมลด็ผักบุงที่ไดในน้ํา
กลั่นปลอดเชือ้ 16–18 ชั่วโมง หรือจนเมล็ดผักบุงพองตัวขึ้น นําเมล็ดผักบุงทีพ่องตัวดีแลว 7 เมล็ด 
วางบนอาหารแข็ง MS (ภาคผนวก ก ขอ 2) 20 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอยูในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
ขนาดความจ ุ 240 มิลลิลิตรโดยวิธีปราศจากเชื้อ  บมในหองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซียส  
ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ  ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั 7 วัน นาํตนออนที่ไดมาตัด
เอาใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ (ภาพที่ 4.1) โดยวิธปีราศจากเชื้อ 
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ภาพที ่4.1 การเตรียมชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย 
    ก. ลักษณะตนออนของผกับุงไทย 
    ข. ลักษณะตนผักบุงไทยที่อาย ุ7 วัน 
    ค. วิธกีารตดัใบเลี้ยงเพื่อใหไดชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ ซึ่งใชในกระบวนการ

ถายโอนยนี 
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4.1.2 การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของผกับุงไทยพันธุเดมิ (wild 
type) เพื่อใชในการคัดเลือกผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี 

 
นําตนออนของผักบุงไทยที่มคีวามยาว 1.5 เซ็นติเมตร ปลูกลงบนอาหารแข็ง MS (ภาพที่ 

4.2) ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
บมในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ ระยะเวลาการให
แสง 16 ชั่วโมง/วนั   7 วัน  ชุดการทดลองละ 3 ซ้าํ 

 
 
 
 

 
 

ภาพที ่ 4.2 วธิีการทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของผักบุงไทยพันธุเดิม (wild 
type) ที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
 4.1.3 การเตรียมสารแขวนลอยเซลล A. tumefaciens EHA101 ที่มพีลาสมิด pBIH1-
IG(SX)-SAT1-rcs1  
 
 พลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 (จอมขวัญ มีรักษ, 2547) (ภาคผนวก ค ขอ1) เปน 
พลาสมิดที่มียนีระบุรหัสซิสเตอีนซินเตสของขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) ยีนระบุรหัสเซอรีนแอ
ซีทิลแทรนสเฟอเรสของ Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) ยีนตานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน
และยีนตานตอกานามยัซินในบริเวณ T-DNA 

ปลูกโคโลนีเดีย่วของ A. tumefaciens EHA101 ซึ่งมพีลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 
ซึ่งเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YEP (ภาคผนวก ก ขอ 1) ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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(ภาคผนวก ข ขอ 1) ความเขมขนสุดทาย 50 มลิลิกรัม/ลิตร บมในที่มืดที ่ 28 องศาเซลเซยีส 48 
ชั่วโมง ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดเดิมที่เติมสารปฏิชวีนะชนิดและความเขมขนเดิม 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 125  มิลลิลิตร บมที่  28 องศาเซลเซยีส  บนเครื่องเขยาความเร็ว   200 
รอบ/นาที ในที่มืด 18 ชั่วโมง จะไดสารแขวนลอยเซลล A. tumefaciens EHA101 ซ่ึงมีพลาสมิด 
pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 จํานวน 2.7 x 108 เซลล/มลิลิลิตร (Khamwan และคณะ, 2003) นํามา
ทําใหเจือจาง 20 เทาในอาหารเหลว MS ทีเ่ติมอะซิโตไซริงโอน (acetosyringone; 3’,5’-Dimethoxy-
4-hydroxy-acetophenone) ความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครโมลาร (ภาคผนวก ข ขอ 2) 
  

4.1.4 วิธีการทาํทรานสฟอรเมชันของผกับุง 
 

นําชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงประมาณ 200 ชิ้น (ที่ไดจากขอ 4.1.1) มา
แชในสารแขวนลอยเซลล A. tumefaciens EHA101 ทีม่ีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1  20  
มิลลิลิตร (ที่ไดจากขอ 4.1.3) ซึ่งบรรจุอยูในหลอดพลาสติกฝาเกลยีวขนาด 50 มิลลิลิตร (ภาพที ่4.3) 
บมที่ 28 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบ/นาที  2 ชั่วโมงในที่มืด ซบัช้ินสวนใบเลีย้ง
สวนโคนพรอมกานใบใหแหงดวยกระดาษกรองโดยวิธปีราศจากเชื้อ    นําไปวางบนอาหารแข็ง MS  
ที่เติมอะซิโตไซริงโอนความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครโมลาร 25 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอยูในจานเพาะเชื้อ
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร ความหนา 2 เซนติเมตร จํานวน 20 ชิ้นตอ 1 จานเพาะเชื้อ  
บมที่ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืด 3 วัน แลวนาํ ชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบมาลางโดยการ
แชในสารละลายเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) เขมขน 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 3)  
50  มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาไปมา 15 นาที แลวเทสารละลายเซฟโฟแท
คซีมทิ้ง ทาํซ้าํ  2 คร้ัง  ลางในน้าํกลัน่ปราศจากเชื้อโดยวิธีเดียวกนั 5 นาที ทําซ้าํ 2 คร้ัง  ซับช้ินสวน
ใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบใหแหงดวยกระดาษกรองโดยวิธีปราศจากเชื้อ แลววางบนอาหารแข็ง 
MMS (ภาคผนวก ก ขอ 3) จํานวน 25 มิลลิลิตรที่เติมสารละลายไธเดียซูรอน (thidiazuron)  ความ
เขมขนสุดทาย  10  ไมโครโมลาร  (ภาคผนวก ข ขอ 4)  และสารละลายเซฟโฟแทคซีมความเขมขน
สุดทาย 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรซึ่งบรรจใุนจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร 
ความหนา 2 เซนติเมตร จาํนวน 15 ชิ้นตอ 1 จานเพาะเชื้อ บมในตูบมควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศา
เซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขมแสง 3,000 ลักซ (ภาพที่ 4.4) ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน 
เปนเวลา 1 ถึง 2 เดือน โดยยายชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบไปยังอาหารแข็งชนิดเดิมจาน
ใหมทกุ 2   สัปดาห 
 
 



  19
 

 
 
 

 
 

 
ภาพที ่4.3 การทําทรานสฟอรเมชันของผกับุง 

 
 
                     

 
 
ภาพที ่4.4  ลักษณะการเลีย้งชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงที่ผานการถายโอนยีน
ภายใตการควบคุมอุณหภูมิและแสง 
 

4.1.5 วิธีการคดัเลือกผักบุงแปลงพนัธุ 
 
 ยายตนออนผกับุงความสงูประมาณ 2 เซนติเมตรซึ่งเจริญมาจากใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกาน
ใบ (ที่ไดจากขอ 4.1.4) มาวางบนอาหารแข็ง MS 25 มิลลิลิตรที่เติมสารละลายเซฟโฟแทคซีมความ
เขมขนสุดทาย 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผักบุงไทยพันธุเดิม (wild type) ไมสามารถเจริญบนอาหารที่มสีารปฏิชีวนะ 
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ไฮโกรมัยซินทีค่วามเข็มขนนี ้ (ที่ไดจากผลการทดลองขอ 5.2) อาหารบรรจุในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชความจ ุ 240 มิลลิลิตร 1 ชิ้นตอ 1 ขวด บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสี
ขาวความเขมแสง 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั เปน เวลา 1 เดือน โดยยายตน
ออนผักบุงไปยังอาหารแข็งชนิดเดิมขวดใหมทกุ 2  สัปดาห  ตนออนผักบุงที่ไมตายสามารถทนตอ
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรไดคาดวาเปนผกับุงแปลงพนัธุ 
 
4.2 การสกัดดีเอน็เอจากผักบุงตามวธิีของ  Edward และคณะ (1991) 
 

ใสใบผักบุงประมาณ 1 กรัม ลงในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ทาํใหเยน็โดยการ
แชไวในไนโตรเจนเหลว เตมิไนโตรเจนเหลวลงไปจนเกอืบเต็มหลอด บดใบผักบุงดวยแทงพลาสติก
จนละเอียด เติมสารละลายเอ็กแทรกชนับฟัเฟอร (extraction buffer) (ภาคผนวก ข ขอ 5) 700 
ไมโครลิตร ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองจนผักบุงที่บดแลวละลายในเอ็กแทรกชันบัฟเฟอร ปนเหวีย่งที่ 4 
องศาเซลเซยีส ความเร็ว 13,000 รอบตอนานท ี (15,500 X g)  2 นาที  เก็บสารละลายสวนน้ํา 600 
ไมโครลิตร มาสกัดดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) 
(ภาคผนวก ข ขอ 9) ในปริมาตรที่เทากัน ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิและความเร็วรอบเดิมเปนเวลา 5 นาที 
เก็บสารละลายสวนบนมาสกัดซ้ําดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล 
(25:24:1) ในปริมาตรที่เทากัน ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยนําสารละลายสวนบนมาเติมไอโซโพรพานอล
(isopropanol) อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 2 นาที ปนเหวีย่งที่
อุณหภูมิและความเร็วรอบเดิม 5 นาท ี เกบ็ตะกอนดีเอน็เอที่ไดไปทาํแหงในเครื่องดูดความชื้นภายใต
สุญญากาศเปนเวลา 15 นาที ละลายดีเอน็เอในสารละลายทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปน
กรดดาง 8.0 (ภาคผนวก ข ขอ 6) 30 ไมโครลิตร กําจัดอารเอ็นเอออกจากดีเอน็เอโดยการนาํมายอย
ดวยอารเอน็เอส (RNase) (ภาคผนวก ข ขอ 7) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร บมที่ 
37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง กําจัดเอนไซมอารเอ็นเอสโดยการสกัดดวยสารละลายฟนอล 
คลอโรฟอรม ไอโซเอมลิแอลกอฮอลล (25:24:1) ตกตะกอนดีเอ็นเอแลวทาํดีเอ็นเอใหแหง
เชนเดียวกับขางตน ละลายดีเอ็นเอที่ไดในสารละลายทอีีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 
8.0  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บดีเอน็เอทีไ่ดที่ –20 องศาเซลเซียส 
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4.3 การเตรยีมพลาสมิด  pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 เพือ่ใชเปนดีเอ็นเอแมแบบของชุด
ควบคุมผลบวก (positive control) ในปฎิกิรยิาลูกโซ (PCR ; polymerase chain reaction) 
 

ปลูกโคโลนีเดีย่วของ A. tumefaciens EHA101 ที่มีพลาสมิด  pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 
ซึ่งเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YEP ที่เติมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 50 
มิลลิกรัม/ลิตร บมที ่ 28 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรเดิมที่เติมสาร
ปฏิชีวนะชนิดและความเขมขนเดิม 10 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร บมบนเครื่อง
เขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิที ่28 องศาเซลเซียส  ความเรว็ 160 รอบ/นาท ี16-18  ชั่วโมง ถายเชื้อทีไ่ด 
1.5 มิลลิลิตรลงในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
7,000 รอบ/นาที (4,500 X g) 2 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ เติมเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดไมโคร
ฟวสเดิม ปนเหวี่ยงที่อุณหภมูิและความเรว็รอบเดิม 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้าํรวม 3 คร้ัง รวมเชื้อ
ที่นาํมาปนเหวี่ยง 4.5  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข ขอ 8.1)  100 ไมโครลิตร เขยาให
เซลลกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ บมที่ 37 องศาเซลเซียส 10 นาที เตมิสารละลาย II  (ภาคผนวก ข 
ขอ 8.2) 200 ไมโครลิตรผสมเบาๆโดยการเอียงหลอดไปมา ตัง้ทิง้ไวในน้ําผสมน้าํแข็ง 5 นาท ี เติม
สารละลาย III (ภาคผนวก ข  ขอ 8.3) ผสมตามวธิีการขางตน ตั้งทิ้งไวในน้าํผสมน้าํแข็ง 5 นาท ี  ปน
เหวีย่งที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที (20,600 X g) 5 นาท ี ดดูน้ําใสสวนบนมา
กําจัดโปรตีนออกดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) ในปริมาตร
ที่เทากนั ปนเหวี่ยงที่อุณหภมูิหอง ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที (20,600 X g)   5 นาที ดูดสวนน้ําใส
ชั้นบนมาตกตะกอนดีเอน็เอและอารเอ็นเอโดยการเติมเอทานอลสัมบูรณที่เยน็ในอัตราสวน 2 เทา
ของปริมาตรทีไ่ด  ตั้งทิ้งไวที ่ –20 องศาเซลเซียส 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
15,000 รอบ/นาที (20,600 X g) 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิ้ง  ลางตะกอนดวยสารละลายเอทานอล
เขมขน 70 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 700 ไมโครลติร ปนเหวีย่งที่อุณหภูมิและความเรว็รอบเดิม 
5 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ นาํตะกอนที่ไดไปทําใหแหงในเครื่องดูดความชื้นภายใตสุญญากาศ 15 นาที 
ละลายตะกอนในสารละลายทีอีบฟัเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 8.0 กําจัดอารเอ็นเอออก
จากดีเอ็นเอโดยการนํามายอยดวยอารเอน็เอส (RNase) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร บมที ่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง กาํจัดเอนไซมอารเอ็นเอสดวยสารละลายฟนอล 
คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) ตกตะกอนดีเอน็เอ ทาํใหดีเอน็เอแหงเชนเดียวกับ
ขางตน  ละลายตะกอนดีเอ็นเอในสารละลายทีอีบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง 8.0  วัดคาการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอเจือจาง 1/50 เทา ทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร และ 280 นา
โนเมตร เพื่อหาปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได เก็บพลาสมิดที่ไดที่ –20 องศาเซลเซยีส 
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4.4 การตรวจหา ยีน SAT1 และยีน rcs1 ในผักบุงโดยวธิี PCR 
 
 4.4.1 การตรวจหา ยนี SAT1 ในผักบุง 
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงตามวิธีขอ 4.2 มาใชเปนดีเอน็เอแมแบบในกระบวนการ PCR ใช
ดีเอ็นเอ JSAT5 และ JSAT6 เปนดีเอน็เอไพรเมอรทิศทางไป (forward primer) และดีเอ็นเอไพรเมอร
ทิศทางกลับ (reverse primer) ตามลําดับ (ภาคผนวก ค ขอ 3) เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาซึง่
ประกอบดวย 

                                                                                      ความเขมขนสุดทาย 
1. ดีเอ็นเอแมแบบ 50 นาโนกรัมในปริมาตร 
2. ดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT5  
    เขมขน 2.0 ไมโครไมลาร 
3. ดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT6  
    เขมขน 2.0 ไมโครโมลาร 
4. นิวคลีโอไทดทั้ง 4 ชนิด คือ dATP , dTTP , dCTP, dGTP 
    เขมขนชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร 
5. สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัปฏิกิริยาพีซอีาร 
    เขมขน 10 เทา 
6. อีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (Ex Taq DNA polymerase) 
    เขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร 
7. น้ํากลัน่ปลอดเชื้อสําหรับปรับปริมาตรสุดทาย 

รวมปริมาตรปฏิกิริยา 

1.0 
 

1.0 
 

1.0 
 

0.8 
 

1.0 
 

0.05 
5.15 
10.0 

 

ไมโครลิตร 
 
” 
 
” 
 
” 
 
” 
 
” 
” 
” 
 

บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาดังกลาวทั้งหมด ยกเวนอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรสในหลอด
ไมโครฟวสขนาด 200 ไมโครลิตร ใสหลอดลงไปในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติ ข้ันแรก
กําหนดอุณหภูมิของปฏิกิริยาเปน 94 องศาเซลเซยีส เติมอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลเิมอเรสหลังจากที่
อุณหภูมิของปฏิกิริยาเทากับ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาท ีแลวกาํหนดใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิในรอบปฏิกริยาจํานวน 25 รอบปฏิกิริยา อุณหภูมิในแตละรอบปฏิกิริยาเปนดังนี ้ 94 
องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอน็เอแมแบบแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (denaturation) 30 วินาท ี 55 องศา
เซลเซียสเพื่อใหดีเอ็นเอไพรเมอรจับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) โดยการจับคูของเบสคูสม 30 
วินาทีและ 72 องศาเซลเซยีสเพื่อใหอีเอ็กซแทคพอลิเมอเรสสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยการนาํ 
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นิวคลีโอไทดมาตอที่ปลายของดีเอ็นเอไพรเมอร (extention)  ทิศทาง 5’ ไปยัง 3’  60 วินาที   เมื่อ
ครบ 25 รอบปฏิกิริยา  กาํหนดใหอุณหภูมิเปน 4 องศาเซลเซียส 7 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา วิเคราะห
ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  หากดีเอ็นเอที่สกัดจาก
ผักบุงมยีีน SAT1 เมื่อนาํมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR จะไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ  700 เบส  

 
4.4.2 การตรวจหายีน rcs1 ในผักบุง 

 
บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาดังกลาวทั้งหมด ทําเชนเดยีวกับขอ 4.4.1 แตใชดีเอ็นเอ rcs1-1 

และ rcs1-2 เปนดีเอ็นเอไพรเมอรทิศทางไปและดีเอ็นเอไพรเมอรทิศทางกลับ (ภาคผนวก ค ขอ 2) 
ข้ันแรกกําหนดอุณหภูมิของปฏิกิริยาเปน 96 องศาเซลเซียส เตมิอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส
หลังจากที่อุณหภูมิของปฏิกริิยาเทากับ 96 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 2 นาที แลวกาํหนดใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของอุณหภูมิในรอบปฏิกริยาจํานวน 30 รอบปฏิกิริยา อุณหภูมิในแตละรอบปฏิกิริยา
เปนดังนี้ 96 องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอน็เอแมแบบแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (denaturation) 20 
วินาท ี 55 องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอ็นเอไพรเมอรจับกบัดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) โดยการจับคู
ของเบสคูสม 30 วินาทีและ 72 องศาเซลเซียสเพื่อใหอีเอ็กซแทคพอลเิมอเรสสังเคราะหดีเอน็เอสาย
ใหมโดยการนาํนวิคลีโอไทดมาตอที่ปลายของดีเอ็นเอไพรเมอร (extention)  ทิศทาง 5’ ไปยัง 3’  90 
วินาท ี  เมื่อครบ 30 รอบปฏิกิริยากําหนดใหอุณหภูมิเปน 4 องศาเซลเซียส 7 นาทเีพื่อหยุดปฏิกริิยา 
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  หากดีเอ็นเอที่
สกัดจากผักบุงมียนี rcs1 เมื่อนํามาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR จะไดแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ  1 กิโลเบส  
 
4.5 การหาขนาดของดีเอน็เอโดยวธิีอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟริซิส 

 
เทอะกาโรสเจลเขมขน 0.8% (น้าํหนัก/ปริมาตร) ในสารละลายบฟัเฟอร TAE สภาพ

หลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียสลงในแบบพิมพทีม่ีหวเีสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัว 
ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสารละลาย loading buffer ความเขมขน 6 เทา (ภาคผนวก ข ขอ 18) 
หยอดลงในหลุมซึ่งเกิดจากการดึงหวีออกจากเจลอะกาโรสที่แข็งตัวหลุมละประมาณ 10 ไมโครลิตร  
ใชดีเอ็นเอแลดเดอร (DNA ladder, New England Biolabs, Inc.,  USA) ซึ่งเปนสารละลายดีเอ็นเอ
ขนาดความยาวตาง ๆ ตัง้แต 500 เบส ถงึ 10 กิโลเบส เปนแถบดีเอน็เอมาตรฐานเพื่อใชเปรียบเทียบ
ขนาดความยาวของดีเอน็เอ ทําอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลแชมเบอร (gel  chamber) ซึ่งบรรจุสารละลาย
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บัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข ขอ 19) ใชคาความตางศักย 100 โวลต  หยุดปฏิกิริยาเมื่อแถบสีน้ําเงนิ
ของสารละลาย loading buffer เคลื่อนที่มาเกอืบสุดขอบเจลอีกดานหนึง่ ยอมสีดีเอ็นเอดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดโดยแชแผนเจลอะกาโรสทีไ่ดในสารละลายเอธิเดยีมโบรไมดเขมขน 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 20) เปนเวลา 5 นาที ลางแผนเจลอะกาโรสโดยแชใน
สารละลายบฟัเฟอร TAE เปนเวลา 20-30 นาท ี ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร หาขนาดของแถบดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทยีบกับ
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน บันทึกผลการทดลองโดยการถายภาพดวยฟลมโพรารอยดขาวดํา  ความไว
แสง 3,000 (ISO3000) 
 
4.6 การหาแอกทิวิตีของซิสเตอีนซินเตสในผักบุง (Youssifian และคณะ, 1993) 
 

4.6.1 การเตรียมสารสกัดจากผักบุง                                                                                                          
                   

นําใบผักบุง 10 มิลลิกรัม มาทําใหเยน็จนแข็งโดยการแชในไนโตรเจนเหลว บดดวยแทง
พลาสติกจนละเอียด เติมสารละลายเอ็กแทรกชันบฟัเฟอร (extraction buffer) 600 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข ขอ 21) ปนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที (9,200 X g) 30 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มลิลิลิตร  เก็บในน้าํผสมน้าํแข็ง 
ผักบุงแตละพนัธุทํา 3 ซ้ํา 
 
 4.6.2 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของแบรดฟอรด (Bradford, 1976)    
 
 ดูดน้ําสกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1)  100 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 16 x 
150 มิลลิเมตร ที่มีสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent) (ภาคผนวก ข ขอ 10)   5 มิลลิลิตร 
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมอล 250 ไมโครลิตรผสมใหเขากนั นาํไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 590 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน
ของสารละลาย BSA (bovine serum albumin) ความเขมขน 0-180 ไมโครกรัม/100ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข ขอ 10 ภาพที่ ข .1)   
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 4.6.3 การหาแอกทิวิตขีองซิสเตอีนซินเตสในผักบุงตามวธิีของ Youssifian และคณะ (1993) 
 
             หาแอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสจากปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนที่เกิดขึน้เมื่อใชโซเดียม
ซัลไฟดและโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) เปนสับสเตรท   และใชไพริดอกซอล  
5' ฟอสเฟต (Pyridoxal-5-phosphate) เปนโคแฟกเตอรในปฏิกิริยา  วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิส
เตอีนที่เกิดขึ้นโดยทาํปฏิกิริยากับสารละลายนนิไฮดรินในสภาพทีเ่ปนกรด กรดอะมิโนซิสเตอีนจะให
ผลิตภัณฑที่มสีีชมพูซึง่ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (Gaitonde, 1967) โดยนาํสาร
สกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1) ที่มีปริมาณโปรตีนเทากบั 1 ไมโครกรัม  (ผลการคํานวณจาก ขอ 
4.6.2) มาเติมลงในสวนผสมของปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยสารละลายทริส-คลอไรดบัฟเฟอรความเปน
กรดดาง 8.0 ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิโมลาร  สารละลายไดไธโอทรีอิทอล (Dithiothreitol)  
ความเขมขนสดุทาย 5 มิลลโิมลาร สารละลายไพริดอกซอล-5’-ฟอตเฟตความเขมขนสุดทาย 5 ไม
โครโมลาร  สารละลายโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน  ความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร และสารละลาย
โซเดียมซัลไฟดความเขมขนสุดทาย 2 มลิลิโมลาร ในปริมาตรสุดทาย 100 ไมโครลิตรซึ่งบรรจุใน
หลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาท ีหยุดปฏิกริิยา
โดยการเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid) เขมขน 20 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนกั / ปริมาตร) (ภาคผนวก ข ขอ 11)  20 ไมโครลิตร กรดอะซิติกเขมขน 100 ไมโครลิตรแลว
เติมสารละลายนนิไฮดริน (Ninhydrin solution) (ภาคผนวก ข ขอ 12) 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
นําไปตมในน้ําเดือด 10 นาท ีทาํใหเย็นทนัทีโดยการนาํไปแชในน้ําผสมน้ําแข็ง เติมเอทานอลสมบรูณ
ที่เยน็ 550 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
ใชหลอดทีห่ยดุปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้ําหนกั/
ปริมาตร) ทนัททีี่เวลาศูนยเปนตัวเทียบคาในการวัดคาการดูดกลืนแสงของทกุการทดลอง คํานวณ
แอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสโดยกําหนดให 1 หนวยเอนไซม คือจํานวนของเอนไซมทีท่ําใหเกิด
กรดอะมิโนซิสเตอีน 1 ไมโครโมล ที่ภาวะที่ทดสอบภายในเวลา 1 นาที และกาํหนดใหคา extinction 
coefficient ของกรดอะมิโนซิสเตอีนเทากบั  25000 M-1cm-1  โดยทําซ้าํตัวอยางละ 3 ซ้ํา 
 
4.7 การหาแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในผักบุงตามวธิีของ Kredich และ 
Tomkins (1966) 

 
            หาแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจากปริมาณโคเอนไซมเอ (CoA-SH) ที่เกิดขึ้น
เมื่อใช แอซีทลิ-โคเอนไซม-เอ (acetyl Coenzyme A) และแอล-เซอรีน (L-serine) เปนสับสเตรทใน
ปฏิกิริยาการสังเคราะหโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) โคเอนไซมเอที่ปลอยออกมา
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จากแอซีทิล-โคเอนไซม-เอจะทําปฏกิิริยากับ 5,5’- ไดไธโอ-บิส-(2-ไนโตรเบนโซอกิ แอซิด) (5,5’-
dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) ไดผลิตภัณฑคือ กรดไธโอไนโตรเบนโซอิก (thionitrobenzoic 
acid) ซึ่งวิเคราะหโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร สวนผสมของ
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายทริส-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.6 ความเขมขน
สุดทาย 50 มิลลิโมลาร  สารละลายแอซีทิล-โคเอนไซม-เอ  ความเขมขนสุดทาย 0.1 มิลลิโมลาร 
สารละลายอีดทีีเอความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร และสารละลายแอล-เซอรีนความเขมขน
สุดทาย 20 มลิลิโมลาร ซึง่บรรจุในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร บมสวนผสมของปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที เร่ิมปฏิกิริยาโดยเตมิน้ําสกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1) ที่มีปริมาณโปรตีน
เทากับ 15 ไมโครกรัม  (ผลการคํานวณจาก ขอ 4.6.2) ลงในสวนผสมของปฏิกิริยาในปริมาตร
สุดทาย 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 15นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid) เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้าํหนัก / ปริมาตร) 
100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  412 นาโนเมตร ใช
หลอดทีห่ยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้าํหนัก/ปริมาตร) 
ทันทีทีเ่วลาศูนย เปนตัวเทียบคาในการวัดคาการดูดกลืนแสง คํานวณแอกทิวิตขีองเซอรีนแอซีทิล
แทรนสเฟอเรสโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายโคเอนไซมเอที่ความเขมขนตางๆ 
(ภาคผนวก ข ขอ 13  ภาพที ่ข.2)  กาํหนดให  1  หนวยเอนไซม  คือ  จํานวนของเอนไซมทีท่ําใหเกิด
โคเอนไซมเอ 1 มิลลิโมลาร ที่ภาวะทดสอบในเวลา 1 นาท ี
 
4.8 การวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซสิเตอีนและกลูตาไธโอนในผักบุงโดย HPLC ตามวธิี
ของ Noctor และ Foyer (1998) 
 

4.8.1 การเตรียมน้าํสกัดจากผักบุง 
 

นําใบของผกับุง 100 มิลลิกรัม ใสในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตรมาทําใหเย็นจน
แข็งโดยการแชในไนโตรเจนเหลว บดใหละเอียดดวยแทงพลาสติก เติมสารละลายเอก็แทรคชัน
บัฟเฟอร 600 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 14) รอใหผักบุงที่บดละเอยีดละลายจนหมด ปนเหวีย่งที่ 
4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที (15,500 X g) 30 นาท ี นําสวนน้าํใสมาทําการ
วิเคราะหตอไป 

 
 
 



  27
 

4.8.2 การติดฉลากน้าํสกัดจากผักบุงดวยสารโมโนโบรโมบิเมน (monobromobimane) 
 

นําน้ําสกัดจากใบผักบุงที่ได (ผลจากขอ 4.8.1)   200   ไมโครลิตร   มาติดฉลากกลุม 
อะมิโนกลูตามิล (glutamyl amino group) โดยใสในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม
สารละลายไดไธโอทรีอิทอล (Dithiothreitol; DTT)  เขมขน 10 มิลลิโมลาร (ภาคผนวก ข ขอ 15) 20 
ไมโครลิตร สารละลายเอน็ – ไซโคลเฮ็กซิล – 2 – อะมิโนอีเทนซัลโฟนิคแอซิด (N - cyclohexyl – 2 - 
aminoethanesulfonic acid; CHES) เขมขน 0.5 โมลารคาความเปนกรดดางเทากับ 9.3 (ภาคผนวก  
ข ขอ 16)  100 ไมโครลิตร  สารละลายโมโนโบรโมบเิมน (monobromobimane)  ซึ่งละลายในอะซิโต
ไนไทรล (acetonitrile) (ภาคผนวก  ข ขอ 17) เขมขน 30 มิลลิโมลาร  20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั
อยางรวดเร็วทนัท ี ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 15 นาที แลวเติมสารละลายกรดอะซิตกิ  
เขมขน  10 เปอรเซ็นต  (ปริมาตร/ปริมาตร)  0.8  มิลลิลิตร  แชหลอดไมโครฟวจในอางน้ําผสม
น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาท ี ยายสวนผสมทั้งหมดมาใสในหลอดไมโครฟวสที่มหีวักรองขนาด 0.22 
ไมครอน (Ultrafree-MC Centrifugal Filter Devices) (Millipore Corporation; Bedford USA)  ปน
เหวีย่งที ่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที (5,000 X g)   2 นาท ีนําสวนใสที่ได 20 
ไมโครลิตรไปทําการวิเคราะหหาปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธ ีHPLC 
 

4.8.3 การวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธ ีHPLC 
 

  วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธี HPLC ที่ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ใชเครื่อง HPLC (HP 1100, Hewlett Packard, USA) 
คอลัมนชนิด Hypersil ODS  ขนาด 4.0 มิลลิเมตร X 250 มิลลิเมตร (Agilent Technologies, USA) 
และใช detector ชนิด fluorometer ที่มี  filter detector (excitation 384 nm และ emission ที่ 462 
nm) (Hewlett Packard, USA)  สภาวะที่ใชแยกสารตัวอยางเปนดังนี้ ใชสารละลายตัวชะ (mobile 
phase) 2 ชนิด คือ สารละลาย A (สารละลายเมธานอล 10 เปอรเซ็นต ทีม่ีกรดอะซิติก 0.25 
เปอรเซ็นตคาความเปนกรดดาง 4.3 โดยการปรับดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด) และ
สารละลาย B (สารละลายเมธานอล 90 เปอรเซ็นตที่มกีรดอะซิติก 0.25 เปอรเซ็นตคาความเปนกรด
ดาง4.3 อัตราการไหล 1 มลิลิลิตรตอนาที ปริมาณสารตัวอยางที่ฉีดคือ 20 ไมโครลิตร Retention 
time ของกรดอะมิโนซิสเตอีน และกลูตาไธโอนคือ 5.696 นาที และ 6.008 นาที ตามลาํดับ 
สารละลายมาตรฐานประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอนีเขมขนตั้งแต 0.2-1 ไมโครโมลารและกลตูาไธ
โอนเขมขนตัง้แต 2-10 ไมโครโมลาร ในสารละลายเอกแทรคชันบฟัเฟอร เปรียบเทยีบปริมาณกรด 
อะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบของผักบุงแปลงพันธุและผักบุงพันธุเดิม 
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4.9 การเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุง 
 

4.9.1 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพนัธุและผักบุงจนีแปลงพนัธุที่
มียีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 กับผักบุงไทยและผักบุงจนีพนัธุเดิม 

 
4.9.1.1 ความทนตอแคดเมยีมของผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 
 
ปลูกตนผักบุงไทยหรือผักบุงจีนพนัธุเดิมขนาดความสูงประมาณ 1.5 เซนติเมตรลง

บนอาหารแขง็ MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรด ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 100, 200 และ 300  
ไมโครโมล/ลิตร (ภาพที่ 4.5)  บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขม 
3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน 7 วัน เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมจากขนาด
ความสงูที่เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา 
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ภาพที ่ 4.5  การทดสอบความทนตอแคดเมียมคลอไรดที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 100, 200 
และ 300 ไมโครโมลาร ของผักบุงไทยพนัธุเดิม (ก) ผักบุงจีนพนัธุเดมิ (ข) 
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4.9.1.2 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมยีมของผักบุงแปลงพนัธุและผักบุงพันธุเดมิ 
 

ปลูกตนผักบุงแปลงพนัธุและผักบุงพันธุเดมิขนาดความสูงประมาณ 5 เซนติเมตรลง
บนอาหารแข็ง MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรด ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร (ภาพที ่ 4.6) บมใน
หองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซยีส ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 
16 ชั่วโมง/วนั เปนเวลา 14 วัน วัดความสูงของลําตนและความยาวของรากดวยไมบรรทัด โดยวดั
จากโคนตนจนถงึปลายยอดออนของลําตนและวัดรากเสนทีย่าวที่สุด เปรียบเทียบความทนตอ
แคดเมียมจากขนาดความสูงของลําตนและความยาวของรากที่เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองละ 3 ซ้าํ 
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ภาพที ่4.6 การปลูกตนผักบุงในอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรดความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
เปนเวลา 14 วนั 

    ก. ตนผักบุงจีนพันธุเดิม (wild type) และ ตนผักบุงจีนแปลงพนัธุ SR 10 (จอมขวัญ มี
รักษ, 2547) 

    ข. ตนผักบุงไทยพันธุเดิม (wild type)  และ ตนผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr 2 
    ค. ตนผักบุงจีนพันธุเดิม ตนผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 ตนผักบุงไทยพันธุเดิม และ ตน   

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr 2 ปลูกในสภาวะไมมีแคดเมียมคลอไรดเพื่อใชเปนชุดควบคุม 
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4.10 การเปรยีบเทียบปรมิาณแคดเมยีมที่สะสมในเซลลของตนผักบุงไทยแปลงพันธุและ
ผักบุงจีนแปลงพันธุที่มยีนี SAT1 รวมยีน rcs1 กับผักบุงพันธุเดิม 

 
 ปลูกตนผักบุงไทยแปลงพันธุและผักบุงจนีแปลงพันธุทีม่ียีน SAT1 รวมกับ rcs1  และผักบุง

พันธุเดิมขนาดความสูงของตน 5 เซนติเมตร บนอาหารแข็ง MS ที่เตมิแคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 
ไมโครโมล/ลิตร บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส  ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ  
ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั  เปนเวลา 2 สัปดาห แยกสวนที่เปนตนกบัสวนรากออกจากกนั 
ทําใหแหงที่ 90 องศาเซลเซียสขามคนื บดใหละเอยีดดวยครกบดยา ชั่งผกับุงที่บดละเอยีด 40 
มิลลิกรัม ใสในหลอดพลาสติกที่มีความจุ 12 มิลลิลิตร ยอยผักบุงโดยเติมกรดไนตริกเขมขน 65 
เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ตมที่ 100 องศาเซลเซียส 2 ชัว่โมง เติมน้าํกลั่นจนมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
(Lahner และคณะ, 2003)  แลววเิคราะหปริมาณแคดเมียมในตนและรากโดยเครื่อง Flame Atomic 
Absorption Spectrophotometer รุน AAS ZEEnit 700 Analytik Jena AG, Germany หาปริมาณ
แคดเมียมโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ข ขอ 22) เปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมที่สะสม
ในเซลลของตนและของรากของผักบุงไทยแปลงพนัธุและผักบุงจนีแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 รวมกับ  
rcs1 กับผักบุงพนัธุเดิม 

 
4.11 การศึกษาลกัษณะทีป่รากฎ (phenotype) ของผักบุง 
 

ปลูกตนผักบุงแปลงพนัธทีม่ยีีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 และผักบุงพันธุเดิมในอาหารเหลว
สูตร Hoagland (ภาคผนวก ก ขอ 5) เปนเวลา 3-4 สัปดาห ศกึษาลกัษณะภายนอก ลักษณะลาํตน 
ใบของตนผักบุงแปลงพันธุเปรียบเทียบกบัผักบุงพันธุเดิม  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

1. อาหารเลี้ยงเชือ้ YEP 
แบคโต-เปปโตน(Bacto Peptone) 
สารสกัดจากยสีต(Yeast Extract) 
โซเดียมคลอไรด(Sodium Chloride) 
วุนผง(Agar) 

 
10          กรัม 
10          กรัม 
5           กรัม 
15          กรัม 

 
 ละลายองคประกอบทัง้หมดในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเปน 

7.5 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

2. อาหาร MS  (Murashige and Skoog, 1962) 
ธาตุอาหารหลัก : 
แอมโมเนยีมไนเตรท(Ammonium Nitrate) 
โปแตสเซียมไนเตรท(Potassium Nitrate) 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Magnesium sulfate 
haptahydrate) 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท(Calcium chloride dihydrate) 
โปแตสเซียมฟอสเฟส(Potassium phosphate) 
ไอออน II ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Iron (II)sulfate 
haptahydrate) 
 
ธาตุอาหารรอง : 
 
โซเดียมอีดีทีเอ(Sodium ethylenediamine tetraacetic acid) 
แมงกานีสซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Manganese sulphate 
pentahydrate) 
ซิงคซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Zing sulphate haptahydrate) 
โซเดียมโมลิบเดท(Sodium Molybdate) 

 
       

0.825     กรัม 
0.950     กรัม 
0.185     กรัม 

 
0.220     กรัม 
0.085     กรัม 
0.0139   กรัม 

 
 
เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรมั / มลิลิลิตร) 

18.65 
11.15 

 
4.3 

0.125 
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กรดบอริก(Boric acid) 
โปแทสเซียมไอโอไดด(Potassium Iodide) 
โคบอลทคลอไรดเฮกสะไฮเดรท(Cobaltchloride 
hexahydrate) 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Coppersulphate 
pentahydrate) 

3.1 
0.415 
0.0125 

 
0.0125 

 ใช 1 มิลลิลิตร ของสารละลายธาตุอาหารรองตออาหาร 1 ลิตร 
 

 องคประกอบวิตามิน: 
 
อินโนซทิอล(Inositol) 
ไกลซีน(Glycine) 
ไพริดอกซินไฮโดรคลอไรด(Pyridoxine hydrochloride) 
กรดนิโคตินิก(Nicotinic acid) 
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด(Thiamine hydrochloride) 

เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรัม) 

1000 
20 
5.0 
5.0 
4.0 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที ่
-20 องศาเซลเซียส ใช 10 มลิลิลิตร ตอ อาหาร 1 ลิตร 

 
 น้ําตาลซูโครส(Sucrose) 

วุนผง(Phytagel : Sigma., USA) 
30     กรัม 
3.5    กรัม 

 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มลิลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

3. อาหาร MMS  (Murashige and Skoog, 1962) 
ธาตุอาหารหลัก : 
แอมโมเนยีมไนเตรท(Ammonium Nitrate) 
โปแตสเซียมไนเตรท(Potassium Nitrate) 
 

 
 

0.825   กรัม 
0.950   กรัม 
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แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Magnesium sulfate 
haptahydrate) 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท(Calcium chloride 
dihydrate) 
โปแตสเซียมฟอสเฟส(Potassium phosphate) 
ไอออน II ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท(Iron (II)sulfate 
haptahydrate) 
 
ธาตุอาหารรอง : 
 
โซเดียมอีดีทีเอ(Sodium ethylenediamine tetraacetic 
acid) 
แมงกานีสซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Manganese sulphate 
pentahydrate) 
ซิงคซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Zing sulphate haptahydrate) 
โซเดียมโมลิบเดท(Sodium Molybdate) 
กรดบอริก(Boric acid) 
โปแทสเซียมไอโอไดด(Potassium Iodide) 
โคบอลทคลอไรดเฮกซะไฮเดรท(Cobaltchloride 
hexahydrate) 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Coppersulphate 
pentahydrate) 

0.185   กรัม 
 

0.220   กรัม 
 

0.085   กรัม 
 0.0139  กรัม 

 
 
เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรัม / มลิลิลิตร) 

18.65 
 

11.15 
 

4.3 
0.125 
3.1 

0.415 
0.0125 

 
0.0125 

 ใช 1 มิลลิลิตร ของสารละลายธาตุอาหารรองตออาหาร 1 ลิตร 
 

 องคประกอบวิตามิน: 
 
อินโนซทิอล(Inositol) 
กรดนิโคตินิก(Nicotinic acid) 
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด(Thiamine hydrochloride) 
กรดโฟลิก(Folic acid) 

เตรียมเปนสารละลาย 
(มิลลิกรัม) 

1,000 
5.0 
1.0 
5.0 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดโดยคอยๆเติมโซเดียมไฮดรกไซดเขมขน 1 นอรมอล  
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ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่จนครบ 100 มลิลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน
แผนกรองที่มขีนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส ใช 10 มิลลิลิตร 
ตออาหาร 1 ลิตร 

 น้ําตาลซูโครส(Sucrose) 
วุนผง(Phytagel : Sigma., USA) 

30   กรัม 
3.5   กรัม 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
5 สารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland complete 
  ปริมาตรที่ใช 
 แคลเซียมไนเตรต (calcium nitrate)เขมขน 1 โมลาร 

โปแตสเซียมไนเตรต (potassium nitrate) เขมขน 1 โมลาร 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (magnesium sulfate) เขมขน 1 โมลาร 
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต (potassium dihydrogen 
phosphate) เขมขน 1 โมลาร 
อีดีทีเอ ไดโซเดียม (EDTA disodium salt) 2.5 มลิลิกรัม/ลิตร 
 

10 มิลลิลิตร 
10 มิลลิลิตร 
4 มิลลิลิตร 
2 มิลลิลิตร 

 
4 มิลลิลิตร 

 ธาตุอาหารรอง (micronutrient) 
 ประกอบดวย ปริมาณ 
 กรดบอริก (boric acid) 

คอปเปอร II ซลัเฟต (copper II chloride) 
แมงกานีส II ซลัเฟต (manganes II sulfate) 
ซิงคคลอไรด (zine chloride) 
โซเดียมโมลิบเดท (sodium molybdate) 

2.86  กรัม 
0.05  กรัม 
1.81  กรัม 
0.11  กรัม 
0.025 กรัม 

 ละลายในน้าํกลั่นและปรับปริมาตรจนเปน 1 ลิตร ปริมาตรที่ใช 2 มิลิลิตร 
ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 2,000 มิลลิลิตร 
ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 
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ภาคผนวก ข 
 

1. สารละลายไฮโกรมัยซนิ (Hygromycin) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
ละลายไฮโกรมัยซินบ ี 250 มิลลิกรัมในน้าํกลั่น 5 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
กรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

2. สารละลายอะซิโตไซริงโอน (Acetosyringone) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ละลาย3’ ,5’-ไดเมทอกซ-ี4’-ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (3’ ,5’-Dimethoxy-4’-hydroxy-
aectophenone) 250 มิลลิกรัมในไดเมทลิซัลฟอกไซด(Dimethy sulfoxid) 5 มิลลิลิตร 
เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส 
 

3. สารละลายเซฟโฟแทคซีม (Cefotaxim) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
ละลายเซฟโฟแทคซีม (Cefotaxim Sodium Salt)  250 มิลลิกรัมในน้ํากลัน่ 5 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที่  
-20 องศาเซลเซียส 
 

4. สารละลายไธเดียซูรอน (Thidiazuron) ความเขมขน 10 มลิลิโมลาร 
ละลายไธเดียซูรอน 22 มลิลิกรัม ในไดเมทิลฟอรมามีด (Dimethylformamid) 200 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตรโดยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อโดยวิธีปราศจากเชื้อ 
เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส 

 
5. สารละลายสาํหรับสกัดดีเอนเอจากผักบุง; สารละลายเอ็กแทรกชันบฟัเฟอร 

  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด

ดาง 7.5 
สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 
เอสดีเอส (SDS) 

200 
 

25 
0.5% 

(น้ําหนกั/ปริมาตร) 

มิลลิโมลาร 
 
มิลลิโมลาร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัโดยวิธีปราศจากเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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6. สารละลายทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 8.0 
  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-เบส 

สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 
10 
1 

มิลลิโมลาร 
มิลลิโมลาร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั ปรับคาความเปนกรดดางดวยไฮโดรคลอริกเขมขน
จนไดคาความเปนกรดดางเปน 8.0 นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว     เปนเวลา 15 นาท ี
 

7.  เอนไซมอารเอ็นเอส (RNase) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 ละลายอารเอ็นเอสในสารละลายทริส-คลอไรดความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร ที่มี

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนสดุทาย 15 มลิลิโมลาร จนไดความเขมขน 40 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรใหความรอน100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาท ี ทิง้ใหเยน็ที่
อุณหภูมิหอง แบงใสหลอดไมโครฟวส หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซียส 
 

8. สารละลายสาํหรับสกัดพลาสมิด 
 

  

 8.1 สารละลาย  I 
 
สารละลายกลโูคส 
สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด
ดาง 8.0 
สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 

 
ความเขมขนสดุทาย 

50 
 

5 
10 

 
 
มิลลิโมลาร 
 
มิลลิโมลาร 
มิลลิโมลาร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

 8.2 สารละลาย  II 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 นอรมอล 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10%  
(น้ําหนกั/ปริมาตร) 
น้ํากลัน่ 

 
0.2 
1.0 

 
8.8 

 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 
มิลลิลิตร 
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ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาท ี

 8.3 สารละลาย  III 
สารละลายโปแตสเซียมอะซเิตตเขมขน 5 โมลาร 
กรดอะซิติกเขมขน 
น้ํากลัน่ 

 
50 

11.5 
8.5 

 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
9. สารละลายฟนอลคลอโรฟอรมไอโซเอมิลแอลกอฮอลล  

(phenol chloroform isoamyl alcohol) 
 นําฟนอลที่เตมิไฮดรอกซีควิโนลิน (8-Hydroxyquinoline) ความเขมขนสุดทาย 0.1 

เปอรเซ็นต (น้าํหนัก/ปริมาตร) มาทาํใหสมดุล (equilibrate) ดวยสารละลายทริสคลอไรด
บัฟเฟอร เขมขน 1 โมลาร คาความเปนกรดเบส 8.0 จนคาความเปนกรดเบสมากกวา 7.5 
แลวนํามาผสมกับคลอโรฟอรม และไอโซเอมิลแอลกอฮอลลในอัตตราสวน 25 : 24 :1 
 

10. สารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent)   
 เอทานอลเขมขน 95% (ปริมาตร/ปริมาตร) 5 มิลลิลิตร 
 กรดฟอสโฟริกเขมขน  85% (ปริมาตร/ปริมาตร) 10 มิลลิลิตร 
 สีคูแมสวีบริลเลียนทบลูจี (Coomassie Brillant blue G)        10 มิลลิกรัม 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดในน้าํกลัน่ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มลิลิลิตร  กรอง

สารละลายผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และเกบ็ในขวดสีชาที่อุณหภูมหิอง 
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ภาพที ่ข.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย BSA และคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร 
 
11. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) ความเขมขน 20 เปอรเซ็นต 
 เจือจางสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก  ดวยน้าํกลัน่ 5 เทา ในปริมาตรสุดทาย 100 

มิลลิลิตร 
 

12. สารละลายนนิไอดริน (Ninhydrin solution)   
 นินไฮดริน 

กรดอะซิติกเขมขน 
กรดไอโดรคลอริกเขมขม 

250 
6 
4 

มิลลิกรัม 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัแลวเก็บในขวดสชีาที่อุณหภูมหิอง 
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13. 
 

 
ภาพที ่ข.2  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธุระหวางความเขมขนของสารละลายโคเอนไซมเอ 
และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 412 นาโนเมตร 
 
14. สารละลายเอ็กแทรกชัน่บัฟเฟอรสําหรับสกัดกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนที่มอียุใน

เนื้อเยื่อพืช 
  ความเขมขนสดุทาย  
 กรดไฮโดรคลอริก 

สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดเบส 8.0  
0.1 
1 

นอรมอล 
มิลลิโมลาร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดดวยน้าํกลัน่ เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 

15. สารละลายไดไธโอทรีอิทอล   
 ละลายไดไธโอทรีอิทอล 3.09 กรัม ในสารละลายโซเดยีมอะซิเตรตเขมขน 0.01 โมลาร คา

ความเปนกรดเบส 5.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานแผน
กรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน แบงใสหลอดไมโครฟวส หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร เก็บไว
ที่ -20 องศาเซลเซียส 
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16. สารละลายเอ็น-ไซโคลเอกซลิ-2-อีเธนซัลฟวริกแอซิด (N-cyclohexyl-2-amino 
ethanesulforic acid)ความเขมขน 0.5 โมลาร คาความเปนกรดเบส 9.3 

 ละลายเอน็-ไซโคลเอกซิล-2-อีเธนซัลโฟริกแอซิด  10.365  กรัม ในน้ํากลั่น ปรับคาความเปน
กรดเบสเปน 9.3  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 

17. สารละลายโมโนโบรโมไบเมน (Monobromobimane) ความเขมขน  30 มลิลิโมลาร 
 ละลายโมโนโบรโมไบเมน 0.0081 กรัม ในอะซิโตไนไตด 1 มิลลิลิตร เก็บในที่มืดอณุหภูมิ  

-20 องศาเซลเซียส 
 

18. สารละลาย loading buffer ความเขมขน 6 เทา  
 สีโบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) 

ไซลีนไซยานอล เอฟ เอฟ (xylene cyanol FF) 
สารละลายกลเีซอรอลเขมขน 

0.25 เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 
0.25 เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 
30    เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนั เกบ็ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

19. สารละลายทีเออีบัฟเฟอร (TAE buffer) (ความเขมขน 50 เทา) 
ทริส-เบส (Tris-base)                                                                     202   กรัม 
กรดอะซิติกเขมขน                                                                          57.1  มิลลิลิตร 
สารละลายอีดทีีเอ เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 8.0             100    มิลลิลิตร 
ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัแลวปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหเปน 1 ลิตร 
 

20. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร
เจือจางสารละลายเอธิเดยีมโบรไมดเขมขน 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (stock solution) 
1,000 เทา ดวยสารละลาย TAEบัฟเฟอร ความเขมขน 1 เทา (1X TAE) 
 

21. สารละลายสาํหรับสกัดโปรตีนจากผักบุง : สารละลายเอ็กแทรคชันบฟัเฟอร 
  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร  

ความเปนกรดดาง 7.5 
 

50 
 

มลิลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ ความเปนกรดดาง 8.0 1 มิลลิโมลาร 
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 สารละลายแมกนีเซยีมคลอไรด 5 มิลลิโมลาร 
 สารละลายไดไธโอทรีอิทอล 2 มิลลิโมลาร 
 ไตรตอนเอ็ก-100 (Triton X-100) (น้ําหนัก/ปริมาตร) 0.1 เปอรเซ็นต 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัดวยน้ํากลั่น นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ที่อุณหภูมหิอง ยกเวนสารละลาย
ไดไธโอทรีอิทอลแยกใสกอนสกัด 

 
22. 
 

 
 
ภาพที ่ข.3 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนแคดเมียม และคาการดูดกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 228.8 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ค 
 
 

  
 
 
ภาพที ่ค.1 ตําแหนงของยนีตางๆบนพลาสมิด pBIHI-IG(SX)-SAT1-rcs1 (17 kb) 

 
อักษรยอของเรสทริกชันเอนไซม : P แทน PstI, Sp แทน SpnI, H แทน Hind III, B 

แทน BamH I, Sแทน Sal I, Sn แทน SnaBI, X แทน  Xba I, Ss แทน Sac I, E แทน EcoR I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 71

 

Start codon 

stop codon 

 
ภาพที ่ค.2 แผนที่ตาํแหนงโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทัง้ 2 สาย บนลาํดับเบสของยนี rcs1 
(GenBank accession number AF073695) ขนาด 1,290 เบส ลําดบัเบสที่ 74-1,039 เปนบริเวณ
ซึ่งแปลรหัสโปรตีน 

atg (start codon) หมายถงึ จุดเริ่มตนของการแปลรหสัโปรตีน 
tga (stop codon)  หมายถงึ จุดสิน้สุดของการแปลรหัสโปรตีน 
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ภ
(
ร

 
 

JSAT 6 

JSAT 5 

าพที ่ค.3 แผนที่ตาํแหนงโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทัง้ 2 สาย บนลาํดับเบสของยนี SAT1 
GenBank accession number L42212) ขนาด 1,079 เบส ลําดับเบสที่ 10-954 เปนบริเวณซึง่แปล
หัสโปรตีน 

atg  (start codon) หมายถงึ จุดเริ่มตนของการแปลรหสัโปรตีน 
taa  (stop codon)  หมายถงึ จุดสิน้สุดของการแปลรหัสโปรตีน 
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GSH 

cys 

ก 
 
 

 
ข 

 
 

 

WT 

WT 

Tr1 

Tr2 

Tr1 
Tr2 

GSH 

cys 

GSH 

cys 

ค 
 

ภาพที ่ค.4 โครมาโตแกรมของกรดอะมิโนซิสเตอีน (Cys) และกลูตาไธโอน (GSH) ในสารละลาย
มาตรฐาน  (ก) น้ําสกัดจากใบของผักบุงไทยที่เจริญในอาหารเหลวสูตร Hoagland (ข) และน้ําสกัด
จากใบผักบุงไทยที่เจริญบนอาหารแข็ง MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรดเขมขน  200 ไมโครโมลาร (ค) 
 WT :  ผักบุงไทยพันธุเดิม 
 Tr1 :  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 

Tr2 :  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 
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1. การคํานวณกิจกรรมจําเพาะ (specific activity)ของซีสเตอีนซนิเตส 
กําหนด  1  หนวยเอนไซม    คือ    จาํนวนเอนไซมทีท่ําใหเกิดกรดอะมโินซิสเตอีน  
                                                1 ไมโครโมลที่ภาวะทีท่ดสอบในเวลา 1 นาท ี
 
                         

 
เมื่อ  C = ความเข
       A = คาการด
     ε =  extinct
       I  =  ระยะขอ
                         
                         
                         

                         
เนื่องจากปริมาณ
                         
                         
 
2. การคํานวณกิจ
Tomkins, 1966) 
กําหนด  1  หนวย
                         
 
 
 
 
 
 
 

   

 

                              C       =       A 
      εI 

มขนของกรดอะมิโนซิสเตอีน  (ไมโครโมลาร) 
ูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
ion coefficient (กําหนดใหเทากับ 25,000 M-1  cm-1 ) 
งชองใหแสงผานของคิวเวตต (path length)(cm) 

                              A       =       X 
                              I        =      1 ซม. 
                              C       =       X 

             25,000 
                              C       =      X / 25,000   โมล(โมล/ลิตร) 
ชองแสงทีใ่ชในการวัดคาการดูดกลนืแสงเทากับ  1  มิลลิลิตร 
                              C       =       X / 25,000 x 10-3   โมล(โมล/มิลลิลิตร) 
                              C       =       X / 25,000 x 10-3  x 106   ไมโครโมลาร  

กรรมจําเพาะ (specific activity) ของเซอรีนแอซีทลิแทรนเฟอเรส (Kredich และ 

เอนไซม    คือ    จาํนวนเอนไซมทีท่ําใหเกิดโคเอนไซมเอ  1 มิลลิโมลาร  
                      ที่ภาวะทีท่ดสอบในเวลา 1 นาท ี
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ภาคผนวก ง 
 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test 
 

ตารางที่ ง.1 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงจีนพันธุเดิมในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) ความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 
สายพนัธุ ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 0.9 2.3 1.9 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.6 1 2 1.9 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 1.1 2.5 1.5 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.7 0.4 1.9 1.6 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.2 1.2 2.7 1.7 
          
mean 4.5 0.92 2.28 1.72 
stdev 0.187083 0.311448 0.334664 0.178885 
variance 0.035 0.097 0.112 0.032 
          
t-test         

n1 n2 var1/n1 var2/n2 t-value df 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.007 0.0194 22.03338 8 * 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0224 0.0064 3.299832 8 * 
 
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    *  หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 
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ตารางที่ ง.2 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงจีนแปลงพนัธุ SR10 ในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 
สายพนัธุ ไมมี 

CdCl2 
มี 

CdCl2 
ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 4.5 4.7 3.1 3 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 4.9 4.1 3.1 2.4 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 5 3.9 2.9 2.4 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 4.7 5.9 2.9 2.5 
          
mean 4.7 4.66 3 2.52 
stdev 0.254951 0.779744 0.1 0.277489 
variance 0.065 0.608 0.01 0.077 
          
t-test           

n1 n2 var1/n1 var2/n2 t-value df 
  
  

ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.013 0.1216 0.109028 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.002 0.0154 3.638871 8 * 
 

    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 

*    หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ 
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ตารางที่ ง.3 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-testของความสูงของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยพันธุเดิมในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) ความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร 

 
ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 

สายพนัธุ ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.7 1.1 2.1 1.7 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.7 1.6 2.1 1.2 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5 1.4 2 1.4 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5 1.4 2.3 1.9 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม         
mean 4.5 1.4 2.12 1.56 
stdev 0.244949 0.187083 0.109545 0.270185 
variance 0.06 0.035 0.012 0.073 
          
t-test         

n1 n2 var1/n1 var2/n2 t-value df 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.012 0.007 22.48976 8 * 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0024 0.0146 4.295004 8 * 
 

    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    *  หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 
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ตารางที่ ง.4 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1ในสภาวะที่ไมมีและมแีคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 

 
ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 

สายพนัธุ ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.8 4.7 2.4 2.4 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.9 4.7 2 2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.6 4.5 2 2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.2 4.6 2.7 2.5 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.3 4.4 2.9 2.1 
          
mean 4.56 4.58 2.4 2.2 
stdev 0.304959 0.130384 0.406202 0.234521 
variance 0.093 0.017 0.165 0.055 
          
t-test         

n1 n2 var1/n1 var2/n2 t-value df 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.0186 0.0034 0.13484 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.033 0.011 0.953463 8 ns 
   
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 
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ตารางที่ ง.5 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 ในสภาวะที่ไมมีและมแีคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน 
(ซม) 

ความยาวของราก 
(ซม) สายพนัธุ 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.2 4.5 3 2.4 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.4 5.5 3.2 2.5 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.4 5.7 2.9 2.9 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.2 5.1 3.9 2.9 

          
mean 5.42 5.12 3.26 2.68 
stdev 0.286356 0.491935 0.391152 0.228035 
variance 0.082 0.242 0.153 0.052 
          
t-test         

n1 n2 var1/n1 var2/n2 t-value df 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.0164 0.0484 1.178511 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0306 0.0104 2.864416 8 * 
 
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 

 *  หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ 
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