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ปาริชาติ มูลทองชุน : ความทนตอแคดเมยีมของผักบุง Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica แปลงพนัธุที่มียนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. และ
ยีนซิสเตอนีซนิเตสจากขาว Oryza sativa L. (CADMIUM TOLERANCE OF  
TRANSGENIC Ipomoea aquatica Forsk var. aquatica  HARBOURING  Arabidopsis  
thaliana L. SERINE  ACETYLTRANSFERASE GENE AND RICE  Oryza  sativa L. 
CYSTEINE  SYNTHASE GENE) อ.ที่ปรึกษา รศ.ดร. อัญชริดา อัครจรัลญา, ผศ. ดร.  
ณัฐชนัญ ลีพพิัฒนไพบูลย, ผศ. ดร. ศุภจิตรา ชัชวาลย; 80 หนา. ISBN 974-14-1953-8 

 
 ถายโอนยนีระบุรหัสเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสชนิดพลาสติดไอโซฟอรม (SAT1) จาก 
Arabidopsis thaliana L. และยีนระบุรหัสซิสเตอีนซินเตสชนิดไซโตโซลิกไอโซฟอรม (rcs1)  จากขาว 
Oryza sativa L. เขาสูผักบุง (Ipomoea aquatica Forsk var. aqutica) โดยการใช Agrobacterium 
tumefaciens EHA 101 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 จากใบเลี้ยงสวน
โคนพรอมกานใบ 4,175 ชิ้น ไดตนออนทีง่อกจากชิน้สวนของใบเลี้ยง 1,332 ตน มีเพียง 2 ตนที่
สามารถทนตอสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซนิ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การตรวจสอบโดยวิธ ีPCR ยืนยนัได
วา ผักบุงทั้ง 2 ตนนีม้ียนี SAT1 และ rcs1จริง เรียกผกับุง 2 พันธุที่ไดนี้วาผกับุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 แอกทิวติีของเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรส และแอกทิวิตขีองซสิเตอีนซินเตสในน้าํสกัดจากใบ
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 สูงกวาผกับุงพันธุเดิม 2.66, 2.89 เทา และ 1.62, 1.79 เทา 
ตามลําดับ ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ทนตอแคดเมียมไดมากกวาผักบุงพันธุเดิม เมื่อเจริญ ใน
สภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร  ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณ
กรดอะมิโนซีสเตอีน  และกลูตาไธโอน สูงกวาผักบุงพนัธุเดิม 1.50, 1.46 เทา และ 1.68, 1.50 เทา 
ตามลําดับ และมีความสูงของลําตนและความยาวของรากเพิม่ข้ึนมากกวาผักบุงพนัธุเดิม ผักบุงทุก
พันธุสะสมแคดเมียมในรากมากกวาในลําตนและใบ แตไมพบความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ
ระหวางปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของผักบุงแปลงพันธุและผักบุงพนัธุเดิม ดังนัน้
กลไกการทนตอแคดเมียมของผักบุงแปลงพนัธุที่ไดรับการถายโอนยีน SAT1และ rcs1 ที่เพิม่ข้ึน
นาจะเปนผลมาจากการเพิ่มข้ึนของการเตบิโต 
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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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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

แคดเมียม (Cadmium) เปนโลหะทีพ่บไดในดิน เปนพษิตอส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ความเปนพษิสูง
กวาโลหะหนักชนิดอื่นๆ 2-20 เทา (Vassilev และคณะ, 1998) หากรางกายไดรับเขาไปทีละนอยจาก
การหายใจ กนิ ดื่ม ก็จะเกิดพิษเร้ือรังทีละนอย จนที่สุดอาจกอใหเกิดอาการ ระบบหายใจผิดปกติ, ไต
อักเสบ, ไตวาย, ขอเสื่อม, ถุงลมโปงพอง ความเขมขนเพียงเลก็นอยสามารถทาํใหเกิด มะเรง็ใน
อวัยวะไดหลายชนิด (Vido, 2001)  ความเขมขนทีย่อมใหมีไดในดินบริเวณที่อยูอาศัยคือ ไมเกนิ 1 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของดิน (Peterson และ Alloway, 1979) การปนเปอนของแคดเมียมใน
ส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหามลพิษที่สําคัญยิง่ ปจจุบันพบพืน้ดินที่มกีารปนเปอนของแคดเมียมเพิ่ม
มากขึ้น ทัง้นีเ้ปนผลมาจากกิจกรรมทางอตุสาหกรรมบางชนิดเชน การถลุงแร, อุตสาหกรรมผลิต
แบตเตอรี่  ตลอดจนการเพาะปลูก โดยเกิดจากการปนเปอนของแคดเมียมมากับปุยที่ใช นอกจากนี้
ยังพบการแพรกระจายของแคดเมียมจากดินลงสูน้ํา (McGrath และคณะ, 2001) การบําบัดดินและ
น้ําที่ปนเปอนดวยแคดเมียมทําไดหลายวธิี แตวิธ ี phytoremediation หรือวธิีการใชพืชที่มี
ความสามารถดูดซับแคดเมียมไปสะสมไวที่ลําตนและใบในปริมาณทีสู่งกวาพชืโดยทั่วไปนัน้เปนวธิีที่
งาย ราคาถูกและไมสูญเสียหนาดนิ (Raskin และ Ensley, 2000) พืชที่มีความเหมาะสมสาํหรับ 
phytoremediation นั้นตองสามารถดงึเอาโลหะหนักที่เกาะแนนอยูกบัอนุภาคของดินออกมาได ตอง
มีกลไลที่สามารถขนสงโลหะหนักจากรากสูตนและตองสามารถสะสมโลหะหนกัทีเ่ปนพิษไวใน
บริเวณซึ่งไมมผีลรบกวนการทํางานของกระบวนการตางๆของเซลลพืชได ถึงแมวาพืชทีม่ีการสะสม
ของแคดเมียมนั้นจะตองนํามากาํจัดแบบขยะอันตราย (hazardous waste) ภายหลัง แตเปนการลด
จํานวนขยะพษิที่ตองทําการกําจัดลงอยางมาก (Raskin และ Ensley, 2000) พืชในธรรมชาตหิลาย
ชนิด พบวาสามารถเจริญและสามารถสะสมแคดเมียมไวภายในเซลลไดสูงกวาพืชทัว่ไป พืชสามารถ
เจริญไดในบริเวณที่มีแคดเมยีมปนเปอนและสะสมแคดเมียมไวไดนัน้ เนื่องจากพชืมีกระบวนการลด
ความเปนพษิของแคดเมียมโดยการสรางสารไฟโตคีลาติน (phytochelatin) ซึ่งสามารถจับกับ
แคดเมียมไดเปนสารประกอบเชิงซอน  และสะสมสารประกอบเชิงซอนนี้ไวในแวคควิโอล (vacuole) 

เนื่องจากปริมาณของแคดเมียมทีพ่ืชในธรรมชาติสามารถดูดมาจากดินหรือน้าํทีเ่จริญยังไม
สูงเทาที่ตองการ การนํามาใชบําบัดแคดเมียมในสิง่แวดลอมโดยวิธกีาร Phytoremediation จึงตอง
ปลูกจํานวนหลายรอบ (crop) มาก ทาํใหระยะเวลาการบําบัดโดยวิธีนีน้านเกินไป (Raskin และ 
Ensley, 2000) ไฟโตคีลาตินเปนสารอนิทรยีที่มกีํามะถนัเปนองคประกอบ สังเคราะหมาจากกลูตาไธ
โอน (glutathionone)(Rauser, 1995) ซึ่งมีกรดอะมิโนซสิเตอีน (cysteine) เปนองคประกอบที่สําคัญ 
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ดังนัน้ การเพิม่ความสามารถของพืชในการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนนาจะทําใหพืชสามารถทน
และสะสมแคดเมียมไวในเซลลไดมากขึ้น เปนการเพิ่มศักยภาพของพืชที่จะนาํไปประยุกตใชเพือ่การ
บําบัดแคดเมียมในสิง่แวดลอม เนื่องจากการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน เปนการทํางานรวมกนั
ของเอมไซม 2 ชนิด คือ เซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตส จอมขวัญ มีรักษ (2547) 
รายงานวาผกับุงจีนแปลงพนัธุที่มียนีเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสซึง่ไมอยูภายใตการยับยัง้แบบ
ยอนกลับโดยกรดอะมิโนซีสเตอีนนจาก Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซิน
เตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1)  สามารถสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอน
ไดมากขึ้น ดวยเหตทุี่วาผักบุงไทย (Ipomoea aqutica Forsk var. aquatica)    เปนพืชน้ําหรือพชืที่
ข้ึนบริเวณชายน้ําไดดี เจรญิเติบโตเร็วไมตองการการดูแลเอาใจใสมาก ทนโรคและแมลงไดดีกวา
ผักบุงจนี (Ipomoea aqutica Forsk var. reptans) (Palada และ Crossman, 1999) งานวิจยันี้จงึมี
วัตถุประสงคทีจ่ะสรางผกับุงไทยแปลงพันธุโดยการถายโอนยนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก 
Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซนิเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) 
โดยวิธกีารใช Agrobacterium แลวเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียม และปรมิาณแคดเมียมที่
สะสมไวภายในเซลล กับผักบุงไทยพันธุเดมิ  

 
วัตถุประสงคของการวิจัย  

เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมและปรมิาณแคดเมียมที่สะสมในตนผักบุงไทยแปลงพนัธุ
ที่มียนีเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) รวมกับยีนซิสเตอีน
ซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) กับผักบุงไทยพันธุเดิม  

  
ขอบเขตของการวิจัย 
1. ถายโอนยนี SAT1 และยนี rcs1 เขาสูใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย โดยใช            

A. tumefaciens 
2. คัดเลือกตนผักบุงไทยที่คาดวามียนี  SAT1  และยีน rcs1 
3. ตรวจหายีน SAT1 และ ยีน  rcs1 ในผักบุงไทยที่คัดเลือกไดจากขอ 2 โดยวิธ ีPCR 
4. เปรียบเทยีบแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซนิเตสของผักบุงไทยแปลง

พันธุ (ที่ไดจากขอ 3)  กับผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) 
5. เปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีและปริมาณกลตูาไธโอนของผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ได

จากขอ 3) ผักบุงไทยพันธุเดมิ 
6. เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุ

ที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจนีพันธุเดิม 
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7. เปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจนีแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มียนีเซอรีนแอซทีลิแทรนสเฟอเรสจาก Arabidopsis thaliana L. 
(ยีน SAT1) และยีนซิสเตอีนซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) ซึ่งทนตอแคดเมียมและ
สะสมแคดเมียมไวในเซลลไดสูง เพื่อใชเปนแนวทางในการสรางพชืชนิดอื่นที่มนษุยและสัตวไมกิน 
เจริญเร็ว ตานทานโรคและแมลงไดดี เพื่อนาํไปใชในการบําบัดดินหรือน้ําที่ปนเปอนดวยแคดเมียม
ตอไป 

 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
1. ถายโอนยนี SAT1 และยนี rcs1 เขาสูใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย โดยใช          

A. tumefaciens 
1.1 แชชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทยในสารแขวนลอยเซลล                   
A. tumefaciens EHA101ที่มีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 ซับใหแหงโดยวธิีปราศจาก
เชื้อ วางบนอาหารแข็ง MS ที่เติมอะซิโตไซริงโอน บมที่ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืด 3 วัน 
1.2 ลางเซลล A. tumefaciens EHA101 ออกจากใบเลีย้งสวนโคนพรอมกานใบดวยน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อที่เตมิสารละลายเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) แลวเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงสวนโคนพรอม
กานใบบนอาหารแข็ง MMS ที่เติมสารละลายไธเดียซูรอน   (thidiazuron)   เพื่อกระตุนการสราง
ตน  และเติมสารละลายเซฟโฟแทคซีม บมที่ 25 องศาเซลเซียสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วัน เปน
เวลา 1 ถึง 2  เดือน 
1.3 นําตนผักบุงทีไ่ดจากขอ 1.2 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ที่เติมสารละลายเซฟโฟแทคซีม บม
ที่ 25 องศาเซลเซียสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วันจนไดตนออนผักบุงทีส่มบูรณ 

2. คัดเลือกตนผักบุงไทยที่คาดวามียนี  SAT1  และยีน rcs1 
 นําตนผักบุงทีไ่ดจากขอ 1.3 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ที่เติมสารปฏิชวีนะเซพโฟเทคซีมและสาร

ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมที่ 25 องศาเซลเซยีสใหแสงสีขาว 16 ชั่วโมง/วัน 
เปนเวลา 1 เดือน ตนที่ไมตายคาดวามียนี SAT1 และยีน rcs1   

3. ตรวจหายีน SAT1 และ ยีน  rcs1 ในผักบุงไทยที่คัดเลือกไดจากขอ 2 โดยวิธ ีPCR 
3.1 นําตนผักบุงทีค่าดวามยีีน SAT1 และยีน rcs1 มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Edward และ
คณะ (1991) 
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3.2 ทําปฏิกิริยา PCR โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดไดจาก ขอ 3.1 เปนดีเอ็นเอแมแบบใชดีเอ็นเอไพร
เมอรเพื่อเพิม่ยีน SAT1 และยีน rcs1 
3.3 เปรียบเทยีบขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.2 กับดีเอ็นเอที่ไดเมือ่ใชยีน SAT1 และยีน rcs1 
เปนดีเอ็นเอแมแบบ โดยวธิอีะกาโรสเจลอเิล็กโทรโฟเรซสิ 

4. เปรียบเทยีบแอกทิวิตีของเซอรีนแอซทีิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซนิเตสของผักบุงไทยแปลง
พันธุ (ที่ไดจากขอ 3)  กับผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) 
เตรียมน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยแปลงพนัธุที่ไดจากขอ 3 ผักบุงไทยพนัธุเดิม วเิคราะหแอกทวิิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสตามวิธีของ Kredich และคณะ (1980) และวิเคราะหแอกทวิิตี
ของซิสเตอีนซนิเตสตามวิธีของ Youssefian และคณะ (1993) 

5. เปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีและปริมาณกลตูาไธโอนในผกับุงไทยแปลงพันธุ (ที่ได
จากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจนีพันธุเดิม 
เตรียมน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยแปลงพนัธุที่ไดจากขอ 3 ผักบุงไทยพันธุเดิม วิเคราะหปริมาณ
กรดอะมิโนซิสเตอีนและปริมาณกลูตาไธโอนตามวิธีของ Noctor และ Foyer (1998)  

6. เปรียบเทยีบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจีนแปลงพนัธุ
ที่มียนี SAT1 และยีน  rcs1 ผักบุงไทยและผักบุงจนีพนัธุเดิม 
ปลูกตนผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1 ผักบุงจนีแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และ
ยีน rcs1 ผักบุงไทยและผกับุงจีนพนัธุเดมิบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมความเขมขนตางๆ 
เปนเวลา 2 สัปดาห เปรียบเทียบความทนตอแคดเมยีมของผักบุงไทยและจนีแปลงพนัธุ ผักบุง
ไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม โดยการเปรียบเทียบความสงูของลําตน และความยาวของราก  

7. เปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมของผักบุงไทยแปลงพนัธุ (ที่ไดจากขอ 3) ผักบุงจนีแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1  ผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 
แยกสวนที่เปนลําตนและใบกับสวนที่เปนรากของตนผักบุงไทยแปลงพันธุ (ที่ไดจากขอ3) 
ผักบุงจีนแปลงพันธุที่มียีน SAT1 และยีน rcs1 ผักบุงไทยและผักบุงจีนพันธุเดิมที่เจริญบน
อาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 2 สัปดาหออกจาก
กัน ทําใหแหงที่ 90 องศาเซลเซียสขามคืน ยอยดวยกรดไนตริกเขมขน แลววิเคราะหปริมาณ
แคดเมียมในรากและในลําตนและใบ ตามวิธีของ Lahner และคณะ 2003 

 
 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 

แคดเมียมเปนโลหะหนกั มีสีขาว ฟา วาว มีลักษณะเนื้อออน มีการนํามาใชในอุตสาหกรรม
หลายชนิด เชน แบตเตอรี่อัลคาไลน โลหะผสมส ี พลาสติก ยาฆาแมลง การหลอมโลหะ การนํา
แคดเมียมมาใชทําใหมีการปนเปอนของแคดเมียมในสิง่แวดลอม คือ อากาศ น้ํา ดิน และมผีล
ตอเนื่องถงึอาหาร เมื่อมีการปนเปอนของแคดเมยีมในสิง่แวดลอมมากๆจะเกดิการสะสมของ
แคดเมียมซึ่งเปนพษิในรางกายของมนษุยและสัตวซึ่งเปนอันตรายอยางยิ่ง 

พืชในธรรมชาติหลายชนิดสามารถเจริญและสะสมแคดเมียมไวภายในตนไดสูงกวาพชืทั่วไป 
พบวาการที่พชืสามารถเจริญในบริเวณทีม่ีแคดเมียมปนเปอนและสะสมแคดเมียมไวไดนั้นเนื่องจาก
พืชดูดซัลเฟตจากภายนอกเซลลและนํามาสังเคราะหเปนกรดอะมิโนซสิเตอีนดวยกระบวนการที่
เรียกวา sulfate assimilation (ภาพที ่ 2.1) จากนั้นกรดอะมิโนซิสเตอีนจะถกูนาํไปสังเคราะหเปน
กรดอะมิโน และสารเมแทบอไลตอ่ืนๆที่มกีํามะถันเปนองคประกอบ เชน เมทไธโอนีน (methionine) 
กลูตาไธโอน (glutathione)  เปนตน (Saito, 2000) หากในสภาวะทีพ่ืชเจริญมีโลหะหนัก เชน 
แคดเมียม (cadmium), ทองแดง (copper), เงิน (silver), สังกะส ี(zinc) ปนเปอนพชืจะนํา 
 
                                        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 และเอนไซมควบคุม (Saito, 2000) 
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กลูตาไธโอนมาสังเคราะหเปนไฟโตคีลาตนิ (phytochelatin) (ภาพที ่ 2.2) เพื่อมาจบักับโลหะหนักได
เปนสารประกอบเชิงซอนแลวสะสมสารประกอบเชิงซอนในแวคคิวโอล (vacuole) เปนกลไกลดความ
เปนพษิของโลหะหนัก ทําใหพืชสามารถทนพิษของโลหะหนกัได (Cobbett, 2000)  

เนื่องจากไฟโตคีลาตินเปนสารอินทรียทีม่ีกํามะถนัเปนองคประกอบ สูตรโครงสรางทัว่ไปคือ 
(γ-Glu-Cys)n-Gly (n = 2-11) ไฟโตคีลาตินสังเคราะหมาจากกลูตาไธโอน (glutathione) ซึ่งมีสูตร
โครงสรางคือ (γ-Glu-Cys-Gly) (Rauser, 1995)  และกลูตาไธโอนสังเคราะหมาจากกรดอะมโินซิส
เตอีน (cysteine) ดังนั้นปริมาณกรดอะมโินซิสเตอีนภายในเซลลจงึควบคุมกระบวนการสงัเคราะห 
กลูตาไธโอน (Strohm และคณะ, 1995) และเปนปจจัยจาํกัด (limiting factor) ของปริมาณ 
ไฟโตคีลาติน ซึ่งสงผลถึงความทนตอโลหะหนกัของพืชนั่นเอง (Kawashima และคณะ, 2004) 
 

 

  
 

ภาพที ่2.2 โครงสรางของไฟโตคีลาติน 
 
การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน เปนการทํางานรวมกันของเอมไซม 2 ชนิด คือ เซอรีนแอ

ซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตส (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) รายงานวา เซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส มปีริมาณและแอกทิวิตีต่ํา
กวาซีสเตอีนซนิเตสอยางมาก ดังนัน้ โออะซิติล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
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ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส จึงนาจะเปนปจจัยจํากัด (limiting factor) ของการสงัเคราะห
กรดอะมิโนซิสเตอีน และเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสนาจะเปนเอนไซมที่ทาํหนาที่ควบคุมกระบวน 
การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีน 

 
Noji และคณะ (1998) รายงานวา Arabidopsis thaliana มเีซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 3 

ไอโซฟอรมคือ plastid, mitochondrial   และ cytosolic isoform แอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนส
เฟอเรส ชนิด mitochondrial และ cytosolic isoform ถูกยับยัง้ดวยกรดอะมิโนซิสเตอีนที่สรางขึ้น 
ในขณะที่ชนิด plastid isoform ซึ่งแปลรหัสจาก ยนี SAT1 ไมอยูภายใตการควบคุมแบบยอนกลับ 
(feedback inhibition) โดยกรดอะมิโนซิสเตอีน 

 
Nakamura และคณะ (1999) โคลน cDNA ซึ่งระบุรหสัซิสเตอีนซินเตส 4 ไอโซฟอรมจาก

ขาว Oryza sativa cv. Nipponbare คือ rcs1 rcs2 rcs3 rcs4 รายงานวา ยีน rcs1 ซึ่งระบุรหัสซิส
เตอีนซินเตสไอโซฟอรมทีพ่บในไซโตพลาซึมที่โคลนไดถอดรหัสไดในทกุสวนของขาว  

  
Howarth และคณะ (2003) ศึกษาการแสดงออกและการถกูควบคุมการแสดงออกโดย

แคดเมียมของยีนในกลุมเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรสใน  A. thaliana  พบวา ยีน  SAT ทัง้หมด 
(Sat-5, Sat-1, Sat-52 และ Sat-106) มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนในสภาวะทีม่ีแคดเมียมคลอไรด   50 
 ไมโครโมลาร Sat-5 ถูกชกันําใหมกีารแสดงออกมากขึ้นบริเวณราก (root)  คอรเทกชของลาํตน 
(stem cortex)  แผนใบ (leaf lamella) และที่ขน trichome (trichome) ในภาวะที่ไมมีโลหะหนักเมื่อ
ตรวจสอบดวย northern analysis พบการแสดงออกของ Sat-1 และ  Sat-5 สูงมากในใบ  พบการ
แสดงออก Sat-1 Sat-52  Sat-5 และ Sat-106 บริเวณเนื้อเยื่อลําตน โดย Sat-52 มีการแสดงออกสูง
ที่สุด เมื่อพืชถกูเลี้ยงในสภาวะทีม่ีแคดเมียม Sat-1 Sat-52 และ Sat-5 ถูกชักนาํใหมีการแสดงออก
มากขึ้นในเนื้อเยื่อใบ ราก และลําตน สวน Sat-106 นั้นการชักนาํใหมกีารเพิม่การแสดงออกดวย
แคดเมียมยังไมชัดเจนนัก ในสภาวะที่มีแคดเมียมพบวา  SAT และ O-acetylserine มีสวนเกีย่วของ
ในการควบคุมกระบวนการ sulphate reduction และการผลติกรดอะมิโนซสีเตอีน (cysteine 
biosynthesis) ในพืช คาดวา SAT แตละ isoforms ที่มกีารแสดงออกจําเพาะในเนื้อเยื่อแตละชนิดมี
หนาที่เพิ่มการสรางกรดอะมโินซีสเตอีนภายใตสภาวะทีม่ีโลหะหนัก เปนผลใหมกีารสรางกลูตาไธโอน 
และไฟโตคีลาตินเพื่อลดความเปนพิษของโลหะหนักในพชื (Dominguez-Solis และคณะ, 2001)    

 
 Harada (2001) ถายโอนยีนระบุรหัสซสิเตอีนซินเตส (rcs1) ทีพ่บในไซโตซอลของขาว 
(Oryza sativa L.) เขาสูตนยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) และทดสอบความไวตอแคดเมียมของ
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ตนยาสูบแปลงพนัธุที่ได พบวาพืชแปลงพันธุมีแอกทวิติีของซิสเตอีนซินเตสเพิม่ข้ึน 3 เทาเมื่อเทียบ
กับพืชพันธุเดิม และพืชแปลงพนัธุสามารถทนตอแคดเมียมไดเนื่องจากมีการเติบโตที่ดีกวาพชืพันธุ
เดิม พบมปีริมาณไฟโตคีลาตินมากกวาพืชพนัธุเดิมเมือ่เจริญในสภาวะทีม่ีแคดเมียม สันนิษฐานวา
แคดเมียมเปนตัวชักนาํใหพชืสรางไฟโตคลีาตนิและการที่พืชแปลงพนัธุเจริญเร็วนัน้เปนผลใหความ
เขมขนของแคดเมียมตอกรัมของน้ําหนักเปยกของตนต่าํกวาพืชพันธุเดิม 20% อีกดวย 
 
 Dominguez-Solis และคณะ (2004) ศึกษาการทนและการสะสมแคดเมียมของ 
Arabidopsis thaliana แปลงพนัธุ ที่มยีีน Atcys-3A ซึ่งระบุรหัส cytosolic O-acetylserine (thiol) 
lyase (OASTL) หรือ ซิสเตอีนซินเตส และศึกษาการผลิตกรดอะมิโนซิสเตอีน ภายใตสภาวะที่มโีลหะ
หนกั พบวาในสภาวะที่ไมมีโลหะหนัก (standard condition) พืชแปลงพนัธุมีปริมาณกรดอะมโินซิส
เตอีน และกลตูาไธโอนเทากบัพืชพนัธุเดิม แตในสภาวะที่มีแคดเมียมพืชแปลงพันธุมีปริมาณกรดอะ
มิโนซิสเตอนี และกลูตาไธโอนมากกวาพชืพันธุเดิม นอกจากนี้ยงัพบวาพชืแปลงพนัธุสามารถอยูรอด
ไดในอาหารทีม่ีแคดเมียมเขมขน 400 ไมโครโมลารโดยมีการสะสมแคดเมียมในใบ  เมื่อศึกษาผิว
ชั้นนอกของใบ (epidermal leaf surface) พบวาแคดเมียมสวนใหญถูกสะสมไวที่ขน trichome ของ
ใบดังนัน้การเพิ่มการสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนใหมากข้ึนนั้นจําเปนสําหรับการเพิ่มความ 
สามารถในการทนตอแคดเมียมและการสะสมแคดเมียมไวที่ขนของใบพืช 
 

เมื่อศึกษาการทนตอโลหะหนัก ไดแก แคดเมียม ซิลิเนียม นิกเกลิ ฯลฯ ของตนยาสูบ 
(tobacco) (Nicotiana tabacum L.)  แปลงพนัธุซึง่ไดทําใหกระบวนการถอดรหัสของยีนซีสเตอีนซิน
เตสเพิ่มข้ึนในไซโตซอล, คลอโรพลาสต และทั้งไซโตซอลและคลอโรพลาสต พบวานอกจากมีผลทํา
ใหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึนแลว (Noji และคณะ, 2001) ยังทาํใหสามารถ
ทนตอแคดเมยีมที่ความเขมขนซึ่งเปนพษิและมีปริมาณแคดเมียมสะสมอยูในตนสงูขึ้นเมื่อเปรียบ 
เทียบกบัตนยาสูบพนัธุเดิม (Kawashima และคณะ, 2004) โดยคาดวาปริมาณกลูตาไธโอนที่เพิม่ข้ึน
เปนผลใหพืชสรางสารไฟโตคีลาตินซึ่งจับกับแคดเมียมไดเปนสารประกอบเชิงซอนเพิ่มข้ึนและสะสม
สารประกอบเชิงซอนนี้ไวในแวคคิวโอล (vacuole) ดังนั้นการเพิม่การสังเคราะหกรดอะมิโนซีสเตอีน
จะทําใหพืชทนตอแคดเมียมไดมากขึ้นและสามารถนาํไปใชบําบัดแคดเมียมจากดนิที่ปนเปอนได 

 
Sun และคณะ (2005) รายงานวา ตนขาวสาล ี(Triticum aestivum L.) ที่เจริญในสภาวะที่มี

แคดเมียมมีปริมาณกลูตาไธโอนและไฟโตคีลาตินเพิ่มสูงขึ้นเนื่องจากแคดเมียมกระตุนแอกทวิิตขีอง
ไฟโตคีลาตินซนิเตสและแอกทิวิตีของไฟโตคีลาตินซินเตสในรากสงูกวาในตน ทําใหไฟโตคีลาตินเพิ่ม
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ในรากมากกวาในตน แคดเมียมกระตุนการแสดงออกของยีนซึ่งเปนรหัสของเอมไซมในกระบวนการ
สังเคราะหกลตูาไธโอนทําใหปริมาณของกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึนอีกดวย  

 
Meerak และคณะ (2006) ถายโอนยีนเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสซึ่งไมอยูภายใตการ

ควบคุมแบบยอนกลับโดยกรดอะมิโนซิสเตอีนจาก Arabidopsis thaliana L.  (ยีน SAT1) และยีน
ซิสเตอีนซินเตสจากขาว Oryza sativa L. (ยีน  rcs1)  เขาสูผกบุงจนี     ผักบุงจนีแปลงพนัธุที่ไดมี
แอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสและเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสสูงกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 3 และ 2 เทา 
ตามลําดับ การสังเคราะหกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนสงูกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 6 และ 2 เทา 
ตามลําดับ และประสทิธิภาพการดดูซับซัลเฟตตอกรัมน้ําหนักสดของผักบุงมากกวาผกับุงจีนพันธุ
เดิม 5 เทา และพบวาผกับุงจนีแปลงพนัธุมีขนาดใบใหญกวาผักบุงจีนพนัธุเดมิและมีน้าํหนกัสด
เพิ่มข้ึน 20 เปอรเซ็นตมากกวาผกับุงจนีพันธุเดิมเมื่อปลูกในอาหารเหลวสูตร Hoagland แอกทิวิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและซิสเตอีนซินเตสที่เพิ่มข้ึนไมเพียงแตทําใหการดูดซับซัลเฟตของ
ผักบุงแปลงพนัธุเพิ่มมากขึน้ยังมีผลทาํใหน้าํหนักมวลของผักบุงแปลงพนัธุเพิ่มข้ึนดวย 

  
การปรับปรุงพนัธุพชืโดยวธิีทางพันธวุิศวกรรมอาจทาํไดโดยการถายโอนยนีโดยตรง เชน 

วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) วิธีการใชเข็มฉีด (microinjection) หรือวิธีการใชเครื่องยิง
อนุภาค (microprojectile bombardment) และทําการถายโอนยนีโดยวิธีการใช Agrobacterium ซึ่ง
วิธีการใช Agrobacterium นี้ใชไดดีกับพืชใบเลี้ยงคู (dicotyledon) และเปนวิธทีี่นยิมใชมากที่สุด 
Agrobacterium tumefaciens เปนแบคทีเรียกรัมลบอาศัยอยูในดนิ สามารถเขาสูเซลลพืชไดทาง
บาดแผลทําใหพืชมีลักษณะเปนปุมปม เรียกวา crown gall disease (Sahi และคณะ, 1994) ทั้งนี้
เพราะ A. tumefaciens สามารถถายโอนยนีสวน T-DNA เขาสูโครโมโซมของพืช ยีนสวน T-DNA มี
ยีนซึง่ระบุรหัสโปรตีนในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมนพืชชนิดออกซนิ (auxin) และไซโตไคนิน 
(cytokinins) จึงทําใหเซลลพชืแบงตัวอยางรวดเร็วและไมจํากัดเกิดเปนปุมปมหรือกอนเนื้องอก 
หลักการถายโอนยีนเขาสูเซลลพืชโดยวิธีการใช Agrobacterium ทาํโดยการกาํจัดยนีระบุรหัสโปรตีน
ในกระบวนการสังเคราะหฮอรโมนพืชออกจากยนีสวนT-DNAแลวนํายนีที่ตองการถายโอนเขามา
สอดแทรกแทน เมื่อยนีสวน T-DNA สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของพืช ยนีที่ตองการถายโอนก็จะ
ถูกนาํเขาไปดวย Jameและคณะ (1993) รายงานวาอะซิโตไซริงโอน (acetosyringone) สามารถเรง
การถายโอนยนีเขาสูเซลลพชืโดยวิธกีารใช A. tumefaciens 
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Hood และคณะ (1986) ไดสรางพลาสมดิชนิดไบนารปีระกอบดวยพลาสมิดสาํหรับสราง 
พลาสมิดรีคอมบิแนนทซึง่มยีีนสวน T-DNA และในบริเวณยีนสวน T-DNA มียีนตานตอสารปฏิชีวนะ
และพลาสมิดดัดแปลง  Ti  ซึ่งมีกลุมยนี vir  เรียกพลาสมิดชนิดนี้วา  pEHA101  และเรียก             
A. tumefaciens  ที่มพีลาสมิด pEHA101 นี้วา A. tumefaciens EHA101 ตอมา Kimura และคณะ 
(1993)  ไดสรางพลาสมิด   pBIH1-IG   ซึ่งเปนพลาสมิดชนิดไบนารีชนิดทีม่ียนีตานสารปฏิชวีนะ 
ไฮโกรมัยซินและกานามยัซนิอยูในบริเวณ T-DNA พลาสมิดรีคอมบิแนนทที่สรางจาก pBIH1-IG เมื่อ
นํามาถายโอนเขาสู A. tumefaciens EHA101 พบวาทรานสฟอรแมนท A. tumefaciens EHA101 
ที่ไดมีประสิทธิภาพสงูในการถายโอนยนีสอดแทรกเขาสูโครโมโซมของ Arabidopsis thaliana L. 
และขาว (Hiei และคณะ, 1994) 

 
Akaracharanya และคณะ (2001) ศึกษาการเจริญเปนตนใหม (shoot regeneration) ของ

ผักบุงจนี พบวาชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบสามารถงอกเปนตนใหมไดในปริมาณสงูถงึ 75 
เปอรเซ็นต เมือ่ใชตนออนอายุ 7 วัน และใชไธเดียซูรอน (thidiazuron) ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 
ในการเรงการพัฒนาเปนตนออน และตนออนของผักบุงจีนที่ไดสามารถงอกรากไดเองโดยไมจําเปน 
ตองใชสารเรงการงอกราก  

 
Frame และคณะ (2002) รายงานวาการถายโอนยนีเขาสูขาวโพดโดยใช Agrobacterium 

tumefaciens EHA101 ที่มพีลาสมิดชนิดไบนารีเปนวิธกีารถายโอนยนีที่ดีกวาการใชเครื่องยิงอนภุาค 
เนื่องจากมคีวามเสถยีร (stable) ประสิทธภิาพสูงและสามารถถายโอนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญได 

 
 
 

 
 

 
  
 
 
 



บทที่ 3 
 

เครื่องมือ เคมีภัณฑ จุลินทรีย และพืชทดลอง  
 
3.1 เครื่องมือ 
 

3.1.1 เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 
USA. 
 

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

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

3.1.4 อุปกรณสําหรบัถายภาพ 
กลองระบบดจิิตอล รุน C-5060WZ ของบริษัท Olympus, Japan. 
กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polaroid, USA. 
ฟลมโพลารอยด ความไวแสง 3000  (ISO 3000) 
gel documentation รุน Universal Hood และโปรแกรม Quantity one version 4.4.1  
ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
 
เครื่องเขยา (shaker) 3.1.5
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิเขยาแบบรีซิโปรคอล รุน Gyromax TM737 ของบริษัท 
Amerex Instrument, USA.  
เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (water bath shaker) เขยาแบบรีซโิปรคอล รุน 
1068 ของบริษัท Gesellschaft fuer lobortechnik (GEL)., Germany; รุน SS40-D ของ
บริษัท Grant Instrument (Combridge) Ltd., England. 
 

3.1.6 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน BE600 ของบริษัท  Memmert, Germany. 
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3.1.7

3.1.8

เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS325 ของบริษัท Tomy Seiko, Japan. 
 
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน PP-50 ของบริษัท Mettler, Switzerland 
 

3.1.9 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) 
เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิได (refrigerated  centrifuge)  รุน 1920 ของบริษัท 
Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวีย่ง (roter) ขนาดเล็ก รุน RA 50J 
- หัวปนเหวีย่งขนาดใหญ รุน RA 228J 

 
3.1.10 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer) รุน UV 1604 ของบริษัท 

Shimadzu, Japan. 
 

3.1.11 เครื่องชั่งรุน PB3002 และ AG204 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
 

3.1.12
 
ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน H2 ของบริษัท Lab service, Thailand. 
 

3.1.13 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน MDF-U332 ของบริษัท Sunyo, Japan. 
 

3.1.14 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส รุนULT 1786 ของบริษัท Forma Scientific, USA. 
 

3.1.15 ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน Schutzart ของบริษัท  Memmert , Germany. 
 

3.1.16 หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขมแสง 
3000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั 
 

3.1.17 อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) ของบริษัท Kottermenn, Germany. 
 

3.1.18 เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
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3.1.19 ตูบมควบคุมแสง และอุณหภูมิ (plant growth chamber) รุน EYELA  FLI-301N ของ
บริษัทTokyo Rikakikai, Japan. 
 

3.2 สารเคมี 
 
3.2.1 สารเคมี 

สารเคมีทุกชนดิที่ใชในการวจิัยนี้เปนระดับเพื่อการวิเคราะห (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 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอ
ไทดไพรเมอร 

ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) รายการอางอิง 

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/ฟโนไทป รายการอางอิง 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 

(Ipomoea aquatica 
Forsk var. aquqtica) 

ผักบุงไทยพนัธุเดิมที่ไมไดรับการถายโอนยีน 
 

อําเภอ พนมไพ จงัหวัด 
รอยเอ็ด, ประเทศไทย 

Transgenic 1 
(Tr1) 

ผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

สรางในการทดลองนี ้

Transgenic 2 
(Tr2) 

ผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

สรางในการทดลองนี ้

 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 

(Ipomoea aquatica 
Forsk var. reptans) 

ผักบุงจนีพนัธุเดิมที่ไมไดรับการถายโอนยีน บริษัทเจียไต จํากัด, 
ประเทศไทย 

SR10 ผักบุงจนีที่ไดรับการถายโอนยีน SAT1 
รวมกับยนี rcs1 

จอมขวัญ มีรักษ, 2547 

 
 



บทที่ 5 
 

ผลการทดลอง 
 

5.1 ถายโอนยีน SAT1 รวมกบัยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย (Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica) 

 
ผลการถายโอนยนี SAT1 รวมกับยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย โดยวธิีการใช A. tumefaciens 

EHA101 ที่มีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 พบวาชิน้สวนใบเลีย้งสวนโคนพรอมกานใบ 
4,175   ชิน้ สามารถงอกเปนตนใหม (regenerated shoot ) (ภาพที ่5.1)  1,332  ตน คิดเปน 31.90 
เปอรเซ็นต 

  
 
 
 

 
 

ภาพที ่5.1  ชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ ซึ่งมตีนออนของผกับุงเจริญขึ้นมา 
 

5.2  ทดสอบความตานทานตอสารปฏชิีวนะไฮโกรมัยซินของผกับุงไทยพันธุเดิม (wild type)  
เพื่อใชในการคัดเลือกผักบุงไทยทีไ่ดรบัการถายโอนยีน 
  
 ผลการปลูกตนออนผักบุงไทยพันธุเดิมทีม่ีความสงู  1.5  เซนติเมตรลงบนอาหารแข็ง MS  ที่
มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิ ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บม
ในหองควบคมุอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซยีส  ใหแสงสขีาวความเขม 3,000 ลักซ  ระยะเวลาการให
แสง 16 ชั่วโมง/วนั 7 วัน พบวาตนผกับุงซึ่งเจริญในสภาวะที่มีสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินมีการเตบิโต
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ต่ํากวาในสภาวะที่ไมมีสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินอยางชดัเจนเมื่อความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกร
มัยซินสงูขึ้น (ภาพที ่5.2) เลือกใชความเขมขนของสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินที ่5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ในการคัดเลือกตนผักบุงไทยแปลงพนัธุทีค่าดวานาจะไดรับการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่5.2  ผลการเจริญของผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) บนอาหารที่มีสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน
ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
5.3 คัดเลือกตนออนผักบุงไทยที่ตานตอสารปฎิชวีนะไฮโกรมยัซิน 
 

ผลการยายตนออนของผกับุงที่เจริญจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ จํานวน 
1,332 ตน (ผลจากขอ 5.1) มาเลีย้งบนอาหารแข็ง MS ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน
สุดทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเติมสารปฏิชีวนะเซฟโฟแทคซิมความเขมขนสุดทาย 300 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมในหองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซยีส ใหแสงสขีาวความเขมแสง 
3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน เปนเวลา 1 เดือน พบวามีตนออนผักบุงที่สามารถ
ทนตอสาร  ปฎิชีวนะไฮโกรมัยซิน ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรได 2 ตน (ภาพที ่5.3)  คิดเปน 
0.15 เปอรเซ็นตของตนออนทั้งหมดทีท่ดสอบ 
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ภาพที ่5.3  ตนออนผักบุงไทยซึง่ทนตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรที่ได 
 
5.4 ตรวจหายีน  SAT1 และยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงไทยทีส่ามารถตานตอสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินโดยวิธ ีPCR 

 
 การตรวจหายนี SAT1 และยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงที่สามารถตานตอสารปฏิชีวนะไฮ
โกรมัยซนิโดยวิธ ี PCR ทําโดยนาํดีเอน็เอที่สกัดจากผักบุงไทยที่สามารถเจริญบนอาหารทีเ่ติมสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 1 เดือน มาใชเปนดีเอ็นเอ
แมแบบในกระบวนการ PCR ใชดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT5 และ JSAT6 สําหรับการตรวจหายนี SAT1 
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบวาไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
700 คูเบส ซึ่งเปนขนาดของดีเอ็นเอที่จะไดเมื่อใชยีน SAT1 เปนดีเอ็นเอแมแบบ (ภาพที ่5.4) และใช
ดีเอ็นเอไพรเมอร  rcs1-1  และ  rcs1-2  สําหรับการตรวจหายีน rcs1  วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดย
วิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส พบวา
ไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1 กิโลเบส ซึ่งเปนขนาดของดีเอ็นเอทีจ่ะไดเมื่อใชยนี  rcs 1 เปนดีเอ็น
เอแมแบบ (ภาพที่ 5.5) แสดงวาตนผักบุงทั้ง 2 พันธุทีท่ดสอบไดรับการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 
จากพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 เรียกตนผกับุงทัง้ 2 พนัธุนี้วาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 เมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจากผักบุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดเีอ็นเอแมแบบไมไดแถบดีเอ็นเอ
ใดๆ 
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ภาพที ่ 5.4 ผลิตภัณฑ
ตานตอสารปฏิชีวนะไ
M หมายถงึ ดเีอ็นเอแล
ชองวิง่ที ่1 หมายถงึ ใ
ชองวิง่ที ่ 2 และ 3 ใช
แมแบบ 
ชองวิง่ที ่4 หมายถงึ ใ
ชองวิง่ที ่5 หมายถงึ ช
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

700 bp
 PCR ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนยนี SAT1 จากดีเอ็นเอของผกับุงไทยที่สามารถ
ฮโกรมัยซินโดยวธิ ีPCR ดวยไพรเมอร JSAT5 และ JSAT6 
ดเดอรขนาดตั้งแต 0.5-10 กิโลเบส 
ชพลาสมิด pGEM-SAT1 เปนดีเอน็เอแมแบบ (ชุดควบคุมบวก) 
ดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ตามลาํดับ เปนดีเอน็เอ

ชดีเอน็เอที่สกัดจากผกับุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดีเอ็นเอแมแบบ 
ุดควบคุมไมใสดีเอ็นเอแมแบบ (ชุดควบคุมลบ) 
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ภาพที่  5.5   ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการเพิ่มจาํนวนยีน rcs1 ในดีเอ็นเอของผักบุงไทยที่สามารถ
ตานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินโดยวธิ ีPCR ดวยไพรเมอร rcs1-1 และ rcs1-2 
M หมายถงึ ดเีอ็นเอแลดเดอรขนาดตั้งแต 0.5 -10 กิโลเบส 
ชองวิง่ที ่1 หมายถงึ ใช rcs1 เปนดีเอน็เอแมแบบ (ชุดควบคุมบวก) 
ชองวิง่ที ่ 2 และ 3 ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ตามลาํดับ เปนดีเอน็เอ
แมแบบ 
ชองวิง่ที ่4 หมายถงึ ใชดีเอน็เอที่สกัดจากผกับุงไทยพนัธุเดิม (wild type) เปนดีเอ็นเอแมแบบ 
ชองวิง่ที ่5 หมายถงึ ชุดควบคุมไมใสดีเอ็นเอแมแบบ (ชุดควบคุมลบ) 
 
5.5 วิเคราะหแอกทิวิตีของซิสเตอีนซินเตสในผักบุงไทยตามวิธขีอง Youssifian และคณะ 
(1993) 
 

ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของซิสเตอีนซนิเตสในน้ําสกัดจากใบผักบุงไทยซึง่เจริญในอาหาร
เหลว Hoagland พบวาผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (ผักบุงแปลงพนัธุ Tr1และ 
Tr2) มีแอกทวิิตีของซิสเตอนีซินเตสสูงกวาผักบุงไทยพนัธุเดิม (ภาพที่ 5.6 และตารางที่ 5.1) ผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 มีแอกทวิิตีจําเพาะของซิสเตอีนซินเตส 1.18 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน และTr2 
มีแอกทิวิตีจาํเพาะของซิสเตอีนซินเตส 1.31 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งสงูกวาผักบุงไทยพนัธุ
เดิม 1.62 และ 1.79 เทาตามลําดับ 
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ภาพที ่5.6  การเปรียบเทยีบสีของปฎิกิริยาซึง่เกิดจากแอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสในผักบุงไทย 
 แถวบน   หมายถึงหลอดซึ่งเติมน้ําสกัดจากใบผักบุงแตหยุดปฏิกิริยาทันทีทีเ่วลา 0 นาท ี
 แถวลาง  หมายถึงหลอดซึ่งเติมน้ําสกัดจากใบผักบุงแตหยุดปฏิกิริยาหลังเวลา 15 นาท ี
 หลอดที่ 1  คือ ชุดควบคุมเตมิเอ็กแทรกชัน่บัฟเฟอรแทนน้ําสกัดจากใบผักบุง 

หลอดที่ 2  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงพันธุเดิม 
หลอดที่ 3  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (Tr1) 
หลอดที่ 4  คือ น้าํสกัดจากใบผักบุงแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 รวมกับยนี rcs1 (Tr2) 

 
ตารางที่ 5.1  การเปรียบเทยีบแอกทวิิตีจําเพาะของซิสเตอีนซินเตสในใบผักบุงไทย 

 
ผักบุง แอกทิวิตีจาํเพาะของซิสเตอนีซินเตส 

(หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน) 
ปริมาณที่เพิ่มข้ึน 

(เทา) 
พันธุเดิม 0.73 ±0.047 1 

แปลงพนัธุ  Tr1 1.18±0.084 1.62 
แปลงพนัธุ  Tr2 1.31±0.046 1.79 
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5.6 วิเคราะหแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในผักบุงไทยตามวธิีของ  
Kredich และTomkins (1966) 
 

ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของเซอรีนแอซีทลิแทรนสเฟอเรสในน้ําสกัดจากใบของผักบุงไทย
เจริญในอาหารเหลว Hoagland โดยการวัดปริมาณโคเอนไซมเอ (Co-A SH) ที่เกิดขึ้น พบวาผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีแอกทิวิตีจาํเพาะของเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรสสงูกวาผกับุงไทยพันธุ
เดิม (ตารางที ่ 5.2) ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และTr 2 มีแอกทวิิตีจาํเพาะของเซอรีนแอซีทิลแทรนส
เฟอเรส 3.09 และ 3.36 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีนซึ่งสูงกวาผักบุงไทยพันธุเดิม 2.66 และ 2.89 
เทา ตามลาํดบั  

 
ตารางที่ 5.2  การเปรียบเทยีบแอกทวิิตีจําเพาะของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในใบผักบุงไทย 
 

ผักบุง แอกทิวิตีจาํเพาะของเซอรนีแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 
(หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน) 

ปริมาณที่เพิ่มข้ึน 
(เทา) 

พันธุเดิม 1.16 ±0.015 1 
แปลงพนัธุ  Tr1 3.09 ± 0.062 2.66 
แปลงพนัธุ  Tr2 3.36 ±0.018 2.89 

 
 
5.7 วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในผักบุงไทยโดยวิธ ีHPLC ตาม

วิธขีอง Noctor และ Foyer (1998) 
 

ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบผักบุงไทย
เจริญในอาหารเหลว Hoagland พบวาในน้ําสกัดที่ไดจากใบ 1 กรัม ผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มี
กรดอะมิโนซิสเตอีน 0.81 ไมโครโมลและ 0.71 ไมโครโมล ตามลาํดับ ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับปริมาณทีพ่บในน้าํสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม ซึง่มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนี 0.74 
ไมโครโมล ในน้ําสกัดจากใบของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 1 กรัม พบวาปรมิาณกลูตาไธโอน
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 เทากับ 29.50 ไมโครโมลและ 23.34 ไมโครโมล ตามลําดบั สูง
กวาปริมาณทีพ่บในน้ําสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม 1.48 เทาและ 1.17 เทา ตามลําดับ (ตารางที ่
5.3)   
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ตารางที่ 5.3 การเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้าํสกัดจากใบผกับุง
ไทย 
 

ผักบุงไทย ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(ไมโครโมล/ใบ 1 กรัม) 

เทา ปริมาณกลูตาไธโอน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา 

พันธุเดิม 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 ทดสอบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยพันธุเดิม 

 
ผลการปลูกตนออนผักบุงไทยพันธุเดิมที่มีความสูง  1.5  เซ็นติเมตรบนอาหารแข็ง MS ที่มี

แคดเมียมคลอไรด  พบวาการเติบโตของผักบุงที่เจริญในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดต่ํากวาใน
สภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด โดยพบวาในอาหารที่มีความเขมขนของแคดเมียมคลอไรด 200 ไม
โครโมลาร ความสูงของตนและจํานวนรากลดลงอยางชัดเจน ( ภาพที่5.7) จึงเลือกความเขมขนของ
แคดเมียมคลอไรดที่ 200 ไมโครโมลาร ในการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทย
แปลงพันธุและผักบุงไทยพันธุเดิม    

 
 
 
 

  
 
ภาพที ่5.7 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงไทยพันธุเดมิบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  
ความเขมขนตางๆ คือ 0, 100, 200 และ 300 ไมโครโมลาร 
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5.9 ทดสอบความทนตอแคดเมี่ยมของผักบุงจีนพันธุเดิม 
  

ผลการปลูกตนออนผักบุงจีนพันธุเดิมที่มีความสูง  1.5  เซ็นติเมตรลงบนอาหารแข็ง MS  ที่
มีแคดเมียมคลอไรด พบวาการเติบโตของผักบุงในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดต่ํากวาในสภาวะที่ไม
มีแคดเมียมคลอไรด ในอาหารที่มีความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดสูงขึ้น ความสูงของลําตนตน 
(ภาพที่5.8) เลือกความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดที่ 200 ไมโครโมลาร ในการเปรียบเทียบความ
ทนตอแคดเมียมของผักบุงจีนแปลงพันธุและผักบุงจีนพันธุเดิม  

  
 
 
 

 
 
ภาพที่ 5.8 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงจีนพันธุเดิมบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  
ความเขมขนตางๆ คือ 0,100, 200 และ 300 ไมโครโมลาร 
 
5.10 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพันธุและผักบุงไทยพันธุเดิม 
 

ผลการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยโดยวัดจากความสูงของลําตน และ
ความยาวของรากที่เพิ่มข้ึนเมื่อเจริญบนอาหารแข็ง MS ที่มีและไมมีแคดเมียมคลอไรดเขมขน   200      
ไมโครโมลาร พบวาในสภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด   ความสูงของลําตนและความยาวของราก
ผักบุงแปลงพันธุ (Tr1, Tr2) และผักบุงไทยพันธุเดิม คือ ลําตนผักบุงแปลงพันธุ Tr1และ Tr2 สูงขึ้น 
4.6 และ 5.4 เซนติเมตร ลําตนผักบุงไทยพันธุเดิมสูงขึ้น 4.5 เซนติเมตร รากผักบุงแปลงพันธุ Tr1 
และ Tr2 ยาวขึ้น 2.4 และ 3.3 เซนติเมตร รากของผักบุงไทยพันธุเดิมยาวขึ้น 2.1 เซนติเมตร แต ใน
สภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครลารที่ทดสอบ   ผักบุงไทยพันธุเดิมลําตนจะเตี้ยและรากจะ
ส้ันกวาผักบุงไทยแปลงพันธุอยางมาก ผักบุงไทยพันธุเดิมลําตนสูงขึ้นเพียง 1.4  เซนติเมตร และราก
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ยาวขึ้นเพียง 1.6 เซนติเมตรเทานั้นในขณะที่ลําตันผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และTr2 สูงขึ้น 4.6 และ 5.1 
เซนติเมตร รากผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ยาวขึ้น 2.3 และ 2.7 เซนติเมตร ซึ่งถือผักบุงแปลง
พันธุ (Tr1, Tr2) และผักบุงไทยพันธุเดิมมีการเติบโตของตนภายใน 14 วันมีความแตกตางทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) (ตารางที่ 5.4 และภาพ
ที่ 5.9) และพบวาผักบุงแปลงพันธุ Tr1 มีการเติบโตของทั้งลําตนและรากในสภาวะที่มีแคดเมียม
คลอไรดดีที่สุด เนื่องจากการเติบโตของทั้งลําตนและรากในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรดไมแตกตาง
กับในสภาวะที่ไมมีแคดเมียมคลอไรดเมื่อวิเคราะหทางสถิติแบบ T-test (ภาคผนวก ง) 
 
ตารางที่ 5.4 การเปรียบเทียบการเจริญของตนผักบุงไทยบนอาหารแข็ง MS ท่ีเติมแคดเมียมคลอไรด 
เขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วัน 
           

การเติบโตของตนภายใน 14 วัน (ซม) 
ไมมีแคดเมียมคลอไรด มีแคดเมียมคลอไรด สายพนัธุ 
ลําตน ราก ลําตน ราก 

พันธุเดิม 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

  
ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมอืนกนัตามแนวตั้งไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) 
 
5.11 วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลตูาไธโอนในผักบุงไทยที่เจริญในสภาวะที่
มีแคดเมียมคลอไรดโดยวิธี HPLC ตามวิธขีอง Noctor และ Foyer (1998) 
  
 ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน และกลูตาไธโอนในน้าํสกดัจากใบ
ของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมที่เจริญบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียม
คลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วัน โดยวิธ ีHPLC พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในใบสูงกวาผักบุงไทยพันธุเดิม โดยน้าํสกัดจาก
ใบ 1 กรัมของผักบุงไทยพนัธุเดิมมีกรดอะมิโนซิสเตอนี  1.29 ไมโครโมลและ กลูตาไธโอน 27.87 ไม
โครโมลในขณะทีน่้ําสกัดจากใบ 1 กรัมของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเต
อีน 1.93 ไมโครโมลและ 1.88 ไมโครโมล ซึ่งสงูกวาผักบุงไทยพันธุเดมิ 1.50 เทา  และ1.46 เทา 
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ตามลําดับ และมีปริมาณกลูตาไธโอน 46.84  ไมโครโมลและ 41.75 ไมโครโมล ซึ่งสูงกวาผักบุงไทย
พันธุเดิม 1.68 เทา และ1.50 เทา ตามลําดบั (ตารางที่ 5.5) 
 
ตารางที่ 5.5 การเปรียบเทยีบปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้าํสกดัจากใบผักบุง
ไทยเมื่อปลูกบนอาหารแข็ง MS ที่เติมแคดเมียมคลอไรด เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ผักบุงไทย ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา ปริมาณกลูตาไธโอน 
(ไมโครโมล/ใบ 1กรัม) 

เทา 

พันธุเดิม 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 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1 
กับผักบุงจนีแปลงพันธุทีม่ียีน SAT1 และยีน rcs1 และผักบุงพนัธุเดิม 
 

จอมขวัญ มีรักษ, 2547 ไดสรางผักบุงจีนแปลงพันธุที่มียีน SAT1 และ rcs1 (SR10) ไว แต
ยังไมไดศึกษาความทนตอแคดเมียมของผักบุงจีนแปลงพันธุที่สรางขึ้น จึงถูกนํามาเปรียบเทียบ
ความทนตอแคดเมียมและปริมาณแคดเมียมที่สะสมกับผักบุงไทยแปลงพันธุที่ไดรับการถายโอนยีน
ชุดเดียวกัน 
 ผลการปลูกผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยีน rcs1  (Tr1 และ Tr2)  ผักบุงจีนแปลง
พันธุที่มยีีน SAT1 และยีน  rcs1 (SR 10) และผักบุงพันธุเดิม (wild type)บนอาหารแข็ง MS ที่มี
แคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 14 วนั ดังแสดงในตารางที่ 5.6 ในสภาวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลารลําตนผักบุงไทยพันธุเดมิสูงขึ้น 1.4 เซนติเมตร รากยาว
ข้ึน 1.6 เซนติเมตร และผักบุงจีนพันธุเดิมลาํตนสูงขึน้ 0.9 เซนติเมตร และรากยาวขึน้ 1.7 เซนติเมตร 
ในขณะที่ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีความสูงของลําตนเพิ่มข้ึน 4.6 เซนตเิมตร และ 5.1 
เซนติเมตร ตามลําดับ และมีความยาวของรากเพิ่มข้ึน 2.2 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ สวน
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 มีความสงูของลําตนเพิ่มข้ึน 4.7 เซนติเมตร และมีความยาวของราก
เพิ่มข้ึน 2.5  เซนติเมตร (ตารางที ่5.6 และภาพที ่5.9) 
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ตารางที่ 5.6 เปรียบเทียบการเติบโตของตนผักบุงไทยและผักบุงจีนบนอาหารแข็ง MS ที่เติม
แคดเมียมคลอไรด  เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

การเติบโตของตนภายใน 14 วัน (ซม) 
ไมมีแคดเมียมคลอไรด มีแคดเมียมคลอไรด สายพนัธุ 
ลําตน ราก ลําตน ราก 

ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 a 2.3 a 0.9 a 1.7 a 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุSR10 4.7 a 3.0 b 4.7 b 2.5 c 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5a 2.1a 1.4 a 1.6 a

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ  Tr 1 4.6a 2.4 a 4.6 b 2.3 b

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ  Tr 2 5.4b 3.3 b 5.1 b 2.7 c

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมอืนกนัตามแนวตั้งไมมีความแตกตางกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05) 
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ภาพที่ 5.9 เปรียบเทียบการเติบโตของผักบุงพันธุตางๆบนอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร (ก) และ บนอาหารแข็ง MS ที่ไมมีแคดเมียมคลอไรด (ชุดควบคุม) 
(ข) เปนเวลา 14 วัน 
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5.13 การวิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมในผักบุงไทยแปลงพันธุที่มยีีน 
SAT1และยีน rcs1 กับผักบุงจีนแปลงพันธุที่มยีีน SAT1 และยนี  rcs1 และผักบุงพันธุเดิม 
 
 ผลการปลูกตนผักบุงไทยแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 และยีน rcs1  ผักบุงจนีแปลงพันธุที่มยีีน 
SAT1 และยีน  rcs1 และผักบุงพันธุเดิมบนอาหารแข็ง  MS ที่มีแคดเมียมคลอไรด  200 ไมโครโม
ลาร เปนเวลา 14 วนั พบวา ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2  ผักบุงจนีแปลงพันธุ SR10 ผักบุง
ไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิมมปีริมาณแคดเมียมสะสม/กรัมน้ําหนักแหงของตน (whole plant คือ ลํา
ตน ใบและราก) ไมมีความแตกตางกนั ทัง้ผักบุงไทยและผักบุงจนีมีปริมาณแคดเมียมที่สะสมในราก
มากกวาในลําตนและใบ ผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมมีแคดเมยีม
สะสมในราก 1.48, 1.58 และ 1.38 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลาํดับ มีแคดเมยีมสะสมในลาํตน
และใบ 0.37, 0.47 และ 0.56 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ ผักบุงจีนแปลงพันธุและ
ผักบุงจนีพนัธุเดิมมีแคดเมียมสะสมในราก 1.55 และ 1.49 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนกัแหง และมี
แคดเมียมสะสมในลําตนและใบ  0.47 และ 0.49 มิลลิกรัม/กรัมน้ําหนักแหง 
 
ตารางที่ 5.7 การเปรียบเทยีบปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุง 
 

ปริมาณแคดเมียมที่สะสมในผักบุง  
(มิลลิกรัมแคดเมียม/กรัมน้าํหนกัแหงของผักบุง) 

 
 
ตัวอยาง ผักบุงจนี 

พันธุเดิม 
ผักบุงจนีแปลง
พันธุ SR 10 

ผักบุงไทย 
พันธุเดิม 

ผักบุงไทย 
แปลงพนัธุ 

Tr 1 

ผักบุงไทย 
แปลงพนัธุ 

Tr 2 
ราก 1.49±0.00139 1.55±0.00057 1.38±0.00089 1.48±0.00135 1.58±0.00148 
ลําตน
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) ของผักบุง 
 
 ผลการปลูกผกับุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมในอาหารเหลวสูตร 
Hoagland พบวาผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 มีขนาดของใบที่ใหญกวาใบของผักบุงไทยพันธุเดิมอยาง
ชัดเจน 
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WT         Tr1         Tr2 
 

ภาพที ่5.10 ลักษณะทีป่รากฏ (phenotype) ของตนผักบุงไทยที่เจริญในอาหารเหลวสูตร Hoagland 

 WT   หมายถึง  ผักบุงไทยพนัธุเดิม 

 Tr1   หมายถึง  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 

 Tr2   หมายถึง  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 
 
 
 
 



บทที่ 6 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 ผลการถายโอนยนี SAT1 รวมกับยนี rcs1 ซึ่งระบรุหัสเซอรีนแอซิทิลแทรนสเฟอเรสชนิด
พลาสติกไอโซฟอรม จาก Arabidopsis thaliana L. และซิสเตอีนซินเตสไอโซฟอรมทีพ่บในไซโต 
พลาสซึมจากขาวเขาสูผักบุงไทยโดยวิธกีารใช Agrobacterium tumefaciens โดยแชชิ้นสวนใบเลี้ยง
สวนโคนพรอมกานใบ ของผักบุงอายุ 7 วัน ในอาหารเหลว MS ที่มีเซลล A. tumefaciens EHA101 
ซึ่งมีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 มีอะซิโตไซริงโอน (aectosyringone) เขมขน 50 ไมโครโม
ลาร เพื่อเปนการชักนําใหเกิดการถายโอนยนีจาก A. tumefaciens EHA101 เขาสูผักบุง บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสบนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบ/นาท ี เปนเวลา 2 ชัว่โมง นาํชิน้สวนใบ
เลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง MS ที่มีอะซโิตไซริงโอนความเขมขนเดิม บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสในที่มืด เปนเวลา 3 วัน ลางชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบดวยสาร
ปฏิชีวนะเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) ความเขมขน 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเพื่อกําจัด A.  
tumefaciens EHA101 ออก ซับใหแหงแลวนาํไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง MMS ที่มีไธเดียซรูอน
(thidiazuron) เขมขน10 ไมโครโมลารเปนสารเรงการงอกเปนตนใหมและสารปฎิชีวนะเซฟโฟแทคซีม 
ความเขมขนเดิม บมในตูควบคุมอุณหภมูิและควบคุมแสงที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส แสงสขีาว
ความเขมแสง 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั เปนเวลา 2 สัปดาห ผลการถายโอน
ยีนเขาสูผักบุงไทย พบวาชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ 4,175 ชิ้น มีการงอกเปนตนใหม 
1,332 ตน  คิดเปน 31.90 เปอรเซ็นต ซึ่งมากกวาที่ Meerak และคณะ (2006) ไดเคยรายงานไววา
ผลการงอกเปนตนใหมของผักบุงจนีจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ เทากับ 10.01 
เปอรเซ็นต แตนอยกวาที ่Akaracharanya และคณะ (2001) ไดเคยรายงานไววาผล การงอกเปนตน
ใหมของผักบุงจีนจากชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ มีคาเทากับ 75 เปอรเซ็นต ทัง้นี้เนื่องจาก
ผักบุงที ่Akaracharanya และคณะ (2001)ใชตางสายพันธุกับการทดลองนี้ และชิน้สวนใบเลี้ยงสวน
โคนพรอมกานใบไมไดรับการเลี้ยงรวมกนักับ A. tumefaciens EHA101 
 เมื่อยายตนออนผักบุงไทยที่ไดมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ซึ่งเติมสารปฏชิีวนะไฮโกรมยัซิน 
ความเขมขนสดุทาย 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเติมสารปฎิชีวนะเซฟโฟแทคซิมความเขมขนสุดทาย 
300 ไมโครกรัม/มิลลิลัตร บมเปนเวลา 1 เดือน พบวามตีนออนผักบุงไทยที่สามารถทนตอสาร 
ปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินไดเพยีง 2 ตน คดิเปน 0.15 เปอรเซ็นต ซึ่งต่าํกวาที่  Meerak และคณะ (2006)  
เคยรายงานไววา ตนออนของผักบุงจนีที่ไดรับการถายโอนพลาสมดิ pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1  
เชนเดียวกับในการทดลองนี้ สามารถทนตอสารปฎิชีวนะไฮโกรมัยซินคิดเปน 0.61 เปอรเซ็นต เมื่อ
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ยายตนผักบุงดังกลาวมาปลูกบนอาหารแข็ง MS ที่ปราศจากสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน เพื่อให
สามารถเจริญไดอยางรวดเรว็และเจริญเปนตนที่สมบูรณ แลวนาํตนผักบุงที่ไดมาสกัดดีเอ็นเอเพื่อใช
เปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR ตรวจสอบยีน SAT1 และ ยนี rcs 1 ในผักบุงแปลงพนัธุ
ดวยวิธ ีPCR พบวาผักบุงแปลงพนัธุมยีีน SAT1 และ ยนี rcs 1 สอดแทรกอยูบนโครโมโซมจริง เรียก
ตนผักบุงทัง้สองตนนี้วาผกับุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2  
 การวิเคราะหแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในน้าํสกัดจากใบของผักบุงแปลง
พันธุ Tr1 และTr2 โดยวธิีการวัดปริมาณโคเอนไซมเอ (CoA-SH) ที่เกดิขึ้นพบวาผักบุงแปลงพันธุ Tr1 
และTr2 มีแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีติลแทรนสเฟอเรสสงูกวาผกับุงพันธุเดิม ผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ
Tr2 มีแอกทวิติีของเซอรีนแอซีติลแทรนสเฟอเรส 3.09 และ 3.36 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีน สูง
กวาผกับุงพันธุเดิม 2.66 และ 2.89 เทา ผลการวิเคราะหแอกทวิิตีของซิสเตอีนซนิเตสในน้ําสกัดจาก
ใบของผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 เทยีบกับผักบุงไทยพันธุเดิม พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ 
Tr2 มีแอกทวิติีของซิสเตอีนซินเตส 1.18 และ 1.31 หนวยเอนไซม/มลิลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ ซึง่สูง
กวาผกับุงพันธุเดิม 1.62 เทา และ 1.79 เทาตามลําดบั Meerak และคณะ (2006) ไดถายโอนยีน 
SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงจีน และรายงานวา  ผักบุงจนีแปลงพันธุ SR3 และ SR10 ที่ไดมีแอกทวิิตี
ของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรส 4.99 และ 3.69 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน และมีแอกทวิิตีของ
ซิสเตอีนซินเตส 3.47 และ 2.89 หนวยเอนไซม/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ ซึ่งสงูกวาในการทดลองนี ้
ทั้งนี้ตําแหนงการสอดแทรกของยีน SAT1 และ rcs1 บนโครโมโซมที่ตําแหนงตางกนัมีผลตอการ
แสดงออกของยีนที่ตางกัน  
 ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบของผักบุง
แปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 น้ําหนกั 1 กรัมซึง่เจริญในอาหาร Hoagland เปนเวลา 14 วนั โดยวิธ ีHPLC 
พบวาผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 มีปริมาณกรดอะมโินซิสเตอีน 0.81 และ 0.71 ไมโครโมล ผักบุง
ไทยพนัธุเดิมมปีริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 0.74 ไมโครโมล และผักบุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ม ี
กลูตาไธโอน 29.50 และ 23.34 ไมโครโมล คิดเปน 1.48 และ 1.17 เทา ของปริมาณทีพ่บในผักบุง
พันธุเดิม ตามลําดับ ผลการถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงไทย พบวาปรมิาณกรดอะมโิน
ซิสเตอีนและกลูตาไธโอนของผักบุงแปลงพันธุไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญกับผักบุงพันธุเดิม แมวา
แอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสและแอกทิวติีของซิสเตอีนซินเตสจะสงูขึ้น ซึ่งตางจาก
งานวิจยัของ จอมขวัญ มีรักษ (2547) ซึ่งถายโอนยนี SAT1 และ rcs1 เขาสูผักบุงจีน และรายงานวา 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR3 และ SR10 มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอนีมากกวาผกับุงจนีพนัธุเดิม 8 และ 
7 เทา และมีกลูตาไธโอนมากกวาผักบุงจนีพนัธุเดิม 1.4 และ 3 เทา ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
สภาวะการปลกูที่แตกตางกนั จอมขวัญ มีรักษ (2547) ปลูกผักบุงจีนทีท่ดลองในดิน ซึ่งอาจเปน
สภาวะที่มีโลหะหนักปนเปอนอยู  
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 ผลการเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยพนัธุเดิมและผักบุงจนีพันธุเดิม 
พบวาเทากนั คือความสงูของลําตนและความยาวของรากลดลงอยางชัดเจนเมื่อเจริญในอาหารที่มี
แคดเมียมคลอไรด 200 ไมโครโมลาร ผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ทนตอแคดเมียมไดมากกวา
ผักบุงไทยพนัธุเดิมอยางมนียัสําคัญเมื่อวเิคราะหทางสถติิโดยวิธี DMRT เมื่อเจริญในสภวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลารลําตนผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 สูงขึ้น 4.6 และ 
5.1 เซนติเมต ตามลําดับ ในขณะที่ลําตนผักบุงไทยพนัธุเดิมสงูขึ้นเพียง 1.4 เซนติเมตร รากของ
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ยาวขึ้น 2.3 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ รากของผักบุงไทย
พันธุเดิมยาวขึน้เพยีง 1.6 เซนติเมตร พบวาผักบุงไทยและผักบุงจนีแปลงพนัธุทีม่ยีีน SAT1 และ 
rcs1 ทนตอแคดเมียมไดใกลเคียงกนั ลําตนผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 สูงขึ้น 4.7 เซนติเมตร และราก
ของผักบุงจนีแปลงพนัธุยาวขึ้น 2.5 เซนตเิมตร เมื่อเจริญในสภวะทีม่แีคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 
ไมโครโมลาร  

ผลการวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบน้าํหนกั 1 
กรัม พบวาน้าํสกัดจากใบของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ที่เจริญบนอาหาร MS ที่เติมแคดเมียม
คลอไรดเขมขน 200 ไมโครโมลาร มีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีน 1.93 และ 1.88 ไมโครโมล สูงกวา
ปริมาณทีพ่บในน้าํสกัดจากใบของผักบุงพนัธุเดิม 1.50 เทา และ1.46 เทา ตามลําดับ และมี
ปริมาณกลูตาไธโอน 46.84 และ 41.75 ไมโครโมล สูงกวาปริมาณทีพ่บในน้ําสกัดจากใบของผักบุง
ไทยพนัธุเดิม 1.68 เทา และ1.50 เทา ตามลําดับ  

ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Dominguez-Solis และคณะ (2004) ซึ่ง
รายงานวา Arabidopsis thaliana แปลงพันธุที่มกีารแสดงออกของ  Atcys-3A cDNA  ซึ่งระบรุหัส 
cytosolic O-acetylserine (thiol) lyase (OASTL) เมื่อเจริญในสภาวะที่มีโลหะหนกัมีปริมาณกรดอะ
มิโนซิสเตอนีและกลูตาไธโอนเทากับพืชพนัธุเดิม แตเมือ่เจริญในสภาวะทีม่ีแคดเมียม 400 ไมโคโม
ลารมีปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนมากกวาพืชพนัธุเดมิ และสอดคลองกับผลการ
ทดลองของ Harada และคณะ (2001) ซึ่งรายงานวา ตนยาสบู (Nicotiana tabaccum) แปลงพนัธุ  
TRCS2 และ TRCS3 ที่มกีารแสดงออกของยีนซิสเตอีนซินเตสจากขาว (Oryza sativa L.) มีปริมาณ
กรดอะมิโนซิสเตอีน 10 และ 20 นาโนโมล และกลูตาไธโอน 60 และ 100 นาโนโมล เมื่อเจริญใน
สภาวะที่เติมแคดเมียมคลอไรดเขมขน 100 ไมโครโมลาร 3 สัปดาห และสอดคลองกับผลการทดลอง 
Howarth และคณะ (2003) ซึ่งรายงานวา Arabidopsis thaliana ซึ่งเจริญภายใตสภาวะที่มี
แคดเมียมคลอไรดเขมขน 50 ไมโครโมล/ลิตร สรางกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มมากขึ้น 
ทั้งนี้ปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนที่เพิ่มข้ึนนัน้สงผลใหพืชทนตอแคดเมียมไดมากขึ้น 
เพราะกลไกการลดความเปนพิษของแคดเมียมและโลหะหนักบางชนดิของพืชเกิดจากพชืสังเคราะห 
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กลูตาไธโอนจากกรดอะมิโนซีสเตอีน และนํากลูตาไธโอนไปสังเคราะหเปนไฟโตคีลาติน
(phytochelatin) ซึ่งสามารถจับกับโลหะหนักเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนแลวสะสมสารประกอบ
เชิงซอนในแวคคิวโอล (vacuole) (Saito, 2000) นอกจากนี้ยงัพบวาแคดเมียมสามารถชกันาํใหพืช
สรางกรดอะมโินซิสเตอีนและกลูตาไธโอนเพิ่มมากขึ้น (Peterson และคณะ,1979)  Sun และคณะ 
(2005) รายงานวาตนขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ทีเ่จริญในสภาวะที่มีแคดเมียมมีปริมาณ 
กลูตาไธโอน และไฟโตคีลาตินเพิ่มสูงขึ้น โดยไฟโตคีลาตินจะเพิ่มในรากมากกวาในตน นอกจากนี้ยัง
รายงานวาแคดเมียมกระตุนการแสดงออกของยีนซึง่ระบรุหัสในกระบวนการสงัเคราะหกลูตาไธโอน
จึงทาํใหปริมาณของกลูตาไธโอนเพิ่มข้ึน  

เมื่อนําผกับุงแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr2 ที่เจริญในสภาวะที่มีแคดเมียมคลอไรด มาวิเคราะห
ปริมาณแคดเมียมที่สะสมไวในตน (whole plant คือ ลําตน ใบและราก) พบวามแีคดเมียมสะสมใน
รากมากกวาในลําตนและใบ แตปริมาณแคดเมียมทีถู่กสะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของทัง้รากและลํา
ตนและใบผักบุงแปลงพันธุไมแตกตางกับของผักบุงพันธุเดิม ดังนั้นความทนตอแคดเมียมของผกับุง
แปลงพนัธุทีม่ากกวาผกับุงพันธุเดิม จึงเปนผลมาจากการที่ผักบุงแปลงพนัธุมีการเติบโตที่สูงกวา
ผักบุงพันธุเดิม เมื่อเปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของทัง้รากและลําตน
และใบของผักบุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 และผักบุงพนัธุเดิมพบวาไมมี
ความแตกตางกัน 

ผลการปลูกผกับุงแปลงพันธุ Tr1 และ Tr2 และผักบุงไทยพนัธุเดิมในอาหารเหลวสูตร 
Hoagland พบวา ผักบุงแปลงพนัธุ Tr2 มขีนาดใบใหญกวาผกับุงไทยพันธุเดิมอยางชัดเจน  
 จากผลการทดลองทัง้หมดสรุปไดวา การถายโอนยนี SAT1 และยีน rcs1 เขาสูผักบุงทาํให
ผักบุงทนตอแคดเมียมไดมากข้ึน พบปริมาณแคดเมียมสะสมในรากมากกวาในลําตนและใบ แตไม
พบความแตกตางของปริมาณแคดเมียมทีส่ะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงของผักบุงแปลงพันธุและผักบุง
พันธุเดิม ดงันั้นความสามารถในการทนตอแคดเมียมไดมากกวาของผักบุงแปลงพนัธุนาจะเกิดจาก
ความสามารถในการเพิ่มการเติบโตเพื่อควบคุมใหปริมาณแคดเมียมสะสมตอกรัมน้ําหนกัแหงมี
คาคงทีท่ี่ความเขมขนซึ่งผกับุงสามารถทนได 
 

 
 
 
 
 

 



บทที่ 4 
 

วิธีการทดลอง 
 

4.1 การถายโอนยีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 เขาสูผักบุงไทย (Ipomoea aquatica Forsk var. 
aquatica) 

 
 4.1.1 การเตรียมชิ้นสวนใบเลี้ยง (cotyledon explant) ของผักบุงไทย 

 
นําเมล็ดผักบุงไทยประมาณ 300 เมล็ดหรือประมาณ 20 กรัมมาคัดเลือกเอาเฉพาะเมล็ดที่

เปลือกไมมีรอยแตกราว ลางดวยน้าํสบูใหสะอาดแลวใสในหลอดพลาสติกฝาเกลียวความจ ุ 50 
มิลลิลิตร ลางดวยสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 70 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 40  
มิลลิลิตร เขยาโดยการเอียงหลอดไปมา 5 นาที เทสารละลายเอทิลแอลกอฮอลลทิ้ง จากนั้นลางดวย
สารละลายเอทิลแอลกอฮอลลเขมขน 95 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ตามวิธเีดิม ทําซ้าํ 2 คร้ัง 
หลังจากนั้นลางดวยสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรดเขมขน 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 20 
นาที ทาํซ้ํา 3 คร้ัง แลวจึงลางดวยน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 15 นาท ีทําซ้าํ 3 คร้ัง แชเมลด็ผักบุงที่ไดในน้ํา
กลั่นปลอดเชือ้ 16–18 ชั่วโมง หรือจนเมล็ดผักบุงพองตัวขึ้น นําเมล็ดผักบุงทีพ่องตัวดีแลว 7 เมล็ด 
วางบนอาหารแข็ง MS (ภาคผนวก ก ขอ 2) 20 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอยูในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
ขนาดความจ ุ 240 มิลลิลิตรโดยวิธีปราศจากเชื้อ  บมในหองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซียส  
ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ  ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั 7 วัน นาํตนออนที่ไดมาตัด
เอาใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ (ภาพที่ 4.1) โดยวิธปีราศจากเชื้อ 
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ภาพที ่4.1 การเตรียมชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงไทย 
    ก. ลักษณะตนออนของผกับุงไทย 
    ข. ลักษณะตนผักบุงไทยที่อาย ุ7 วัน 
    ค. วิธกีารตดัใบเลี้ยงเพื่อใหไดชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบ ซึ่งใชในกระบวนการ

ถายโอนยนี 
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4.1.2 การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของผกับุงไทยพันธุเดมิ (wild 
type) เพื่อใชในการคัดเลือกผักบุงไทยที่ไดรับการถายโอนยนี 

 
นําตนออนของผักบุงไทยที่มคีวามยาว 1.5 เซ็นติเมตร ปลูกลงบนอาหารแข็ง MS (ภาพที่ 

4.2) ที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
บมในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ ระยะเวลาการให
แสง 16 ชั่วโมง/วนั   7 วัน  ชุดการทดลองละ 3 ซ้าํ 

 
 
 
 

 
 

ภาพที ่ 4.2 วธิีการทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินของผักบุงไทยพันธุเดิม (wild 
type) ที่ระดับความเขมขนตางๆ 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 ขอ1) เปน 
พลาสมิดที่มียนีระบุรหัสซิสเตอีนซินเตสของขาว (Oryza sativa L.) (ยีน rcs1) ยีนระบุรหัสเซอรีนแอ
ซีทิลแทรนสเฟอเรสของ Arabidopsis thaliana L. (ยีน SAT1) ยีนตานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน
และยีนตานตอกานามยัซินในบริเวณ T-DNA 

ปลูกโคโลนีเดีย่วของ A. tumefaciens EHA101 ซึ่งมพีลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 
ซึ่งเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YEP (ภาคผนวก ก ขอ 1) ที่เติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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(ภาคผนวก ข ขอ 1) ความเขมขนสุดทาย 50 มลิลิกรัม/ลิตร บมในที่มืดที ่ 28 องศาเซลเซยีส 48 
ชั่วโมง ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดเดิมที่เติมสารปฏิชวีนะชนิดและความเขมขนเดิม 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 125  มิลลิลิตร บมที่  28 องศาเซลเซยีส  บนเครื่องเขยาความเร็ว   200 
รอบ/นาที ในที่มืด 18 ชั่วโมง จะไดสารแขวนลอยเซลล A. tumefaciens EHA101 ซ่ึงมีพลาสมิด 
pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 จํานวน 2.7 x 108 เซลล/มลิลิลิตร (Khamwan และคณะ, 2003) นํามา
ทําใหเจือจาง 20 เทาในอาหารเหลว MS ทีเ่ติมอะซิโตไซริงโอน (acetosyringone; 3’,5’-Dimethoxy-
4-hydroxy-acetophenone) ความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครโมลาร (ภาคผนวก ข ขอ 2) 
  

4.1.4 วิธีการทาํทรานสฟอรเมชันของผกับุง 
 

นําชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงประมาณ 200 ชิ้น (ที่ไดจากขอ 4.1.1) มา
แชในสารแขวนลอยเซลล A. tumefaciens EHA101 ทีม่ีพลาสมิด pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1  20  
มิลลิลิตร (ที่ไดจากขอ 4.1.3) ซึ่งบรรจุอยูในหลอดพลาสติกฝาเกลยีวขนาด 50 มิลลิลิตร (ภาพที ่4.3) 
บมที่ 28 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขยาความเร็ว 80 รอบ/นาที  2 ชั่วโมงในที่มืด ซบัช้ินสวนใบเลีย้ง
สวนโคนพรอมกานใบใหแหงดวยกระดาษกรองโดยวิธปีราศจากเชื้อ    นําไปวางบนอาหารแข็ง MS  
ที่เติมอะซิโตไซริงโอนความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครโมลาร 25 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอยูในจานเพาะเชื้อ
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร ความหนา 2 เซนติเมตร จํานวน 20 ชิ้นตอ 1 จานเพาะเชื้อ  
บมที่ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืด 3 วัน แลวนาํ ชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบมาลางโดยการ
แชในสารละลายเซฟโฟแทคซีม (cefotaxime) เขมขน 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 3)  
50  มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาไปมา 15 นาที แลวเทสารละลายเซฟโฟแท
คซีมทิ้ง ทาํซ้าํ  2 คร้ัง  ลางในน้าํกลัน่ปราศจากเชื้อโดยวิธีเดียวกนั 5 นาที ทําซ้าํ 2 คร้ัง  ซับช้ินสวน
ใบเล้ียงสวนโคนพรอมกานใบใหแหงดวยกระดาษกรองโดยวิธีปราศจากเชื้อ แลววางบนอาหารแข็ง 
MMS (ภาคผนวก ก ขอ 3) จํานวน 25 มิลลิลิตรที่เติมสารละลายไธเดียซูรอน (thidiazuron)  ความ
เขมขนสุดทาย  10  ไมโครโมลาร  (ภาคผนวก ข ขอ 4)  และสารละลายเซฟโฟแทคซีมความเขมขน
สุดทาย 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรซึ่งบรรจใุนจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร 
ความหนา 2 เซนติเมตร จาํนวน 15 ชิ้นตอ 1 จานเพาะเชื้อ บมในตูบมควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศา
เซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขมแสง 3,000 ลักซ (ภาพที่ 4.4) ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน 
เปนเวลา 1 ถึง 2 เดือน โดยยายชิ้นสวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบไปยังอาหารแข็งชนิดเดิมจาน
ใหมทกุ 2   สัปดาห 
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ภาพที ่4.3 การทําทรานสฟอรเมชันของผกับุง 

 
 
                     

 
 
ภาพที ่4.4  ลักษณะการเลีย้งชิน้สวนใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกานใบของผักบุงที่ผานการถายโอนยีน
ภายใตการควบคุมอุณหภูมิและแสง 
 

4.1.5 วิธีการคดัเลือกผักบุงแปลงพนัธุ 
 
 ยายตนออนผกับุงความสงูประมาณ 2 เซนติเมตรซึ่งเจริญมาจากใบเลี้ยงสวนโคนพรอมกาน
ใบ (ที่ไดจากขอ 4.1.4) มาวางบนอาหารแข็ง MS 25 มิลลิลิตรที่เติมสารละลายเซฟโฟแทคซีมความ
เขมขนสุดทาย 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผักบุงไทยพันธุเดิม (wild type) ไมสามารถเจริญบนอาหารที่มสีารปฏิชีวนะ 
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ไฮโกรมัยซินทีค่วามเข็มขนนี ้ (ที่ไดจากผลการทดลองขอ 5.2) อาหารบรรจุในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชความจ ุ 240 มิลลิลิตร 1 ชิ้นตอ 1 ขวด บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสี
ขาวความเขมแสง 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั เปน เวลา 1 เดือน โดยยายตน
ออนผักบุงไปยังอาหารแข็งชนิดเดิมขวดใหมทกุ 2  สัปดาห  ตนออนผักบุงที่ไมตายสามารถทนตอ
สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิที่ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรไดคาดวาเปนผกับุงแปลงพนัธุ 
 
4.2 การสกัดดีเอน็เอจากผักบุงตามวธิีของ  Edward และคณะ (1991) 
 

ใสใบผักบุงประมาณ 1 กรัม ลงในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ทาํใหเยน็โดยการ
แชไวในไนโตรเจนเหลว เตมิไนโตรเจนเหลวลงไปจนเกอืบเต็มหลอด บดใบผักบุงดวยแทงพลาสติก
จนละเอียด เติมสารละลายเอ็กแทรกชนับฟัเฟอร (extraction buffer) (ภาคผนวก ข ขอ 5) 700 
ไมโครลิตร ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองจนผักบุงที่บดแลวละลายในเอ็กแทรกชันบัฟเฟอร ปนเหวีย่งที่ 4 
องศาเซลเซยีส ความเร็ว 13,000 รอบตอนานท ี (15,500 X g)  2 นาที  เก็บสารละลายสวนน้ํา 600 
ไมโครลิตร มาสกัดดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) 
(ภาคผนวก ข ขอ 9) ในปริมาตรที่เทากัน ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิและความเร็วรอบเดิมเปนเวลา 5 นาที 
เก็บสารละลายสวนบนมาสกัดซ้ําดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล 
(25:24:1) ในปริมาตรที่เทากัน ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยนําสารละลายสวนบนมาเติมไอโซโพรพานอล
(isopropanol) อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 2 นาที ปนเหวีย่งที่
อุณหภูมิและความเร็วรอบเดิม 5 นาท ี เกบ็ตะกอนดีเอน็เอที่ไดไปทาํแหงในเครื่องดูดความชื้นภายใต
สุญญากาศเปนเวลา 15 นาที ละลายดีเอน็เอในสารละลายทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปน
กรดดาง 8.0 (ภาคผนวก ข ขอ 6) 30 ไมโครลิตร กําจัดอารเอ็นเอออกจากดีเอน็เอโดยการนาํมายอย
ดวยอารเอน็เอส (RNase) (ภาคผนวก ข ขอ 7) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร บมที่ 
37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง กําจัดเอนไซมอารเอ็นเอสโดยการสกัดดวยสารละลายฟนอล 
คลอโรฟอรม ไอโซเอมลิแอลกอฮอลล (25:24:1) ตกตะกอนดีเอ็นเอแลวทาํดีเอ็นเอใหแหง
เชนเดียวกับขางตน ละลายดีเอ็นเอที่ไดในสารละลายทอีีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 
8.0  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เก็บดีเอน็เอทีไ่ดที่ –20 องศาเซลเซียส 
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4.3 การเตรยีมพลาสมิด  pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 เพือ่ใชเปนดีเอ็นเอแมแบบของชุด
ควบคุมผลบวก (positive control) ในปฎิกิรยิาลูกโซ (PCR ; polymerase chain reaction) 
 

ปลูกโคโลนีเดีย่วของ A. tumefaciens EHA101 ที่มีพลาสมิด  pBIH1-IG(SX)-SAT1-rcs1 
ซึ่งเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YEP ที่เติมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินความเขมขนสุดทาย 50 
มิลลิกรัม/ลิตร บมที ่ 28 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรเดิมที่เติมสาร
ปฏิชีวนะชนิดและความเขมขนเดิม 10 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร บมบนเครื่อง
เขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิที ่28 องศาเซลเซียส  ความเรว็ 160 รอบ/นาท ี16-18  ชั่วโมง ถายเชื้อทีไ่ด 
1.5 มิลลิลิตรลงในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
7,000 รอบ/นาที (4,500 X g) 2 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ เติมเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดไมโคร
ฟวสเดิม ปนเหวี่ยงที่อุณหภมูิและความเรว็รอบเดิม 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้าํรวม 3 คร้ัง รวมเชื้อ
ที่นาํมาปนเหวี่ยง 4.5  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข ขอ 8.1)  100 ไมโครลิตร เขยาให
เซลลกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ บมที่ 37 องศาเซลเซียส 10 นาที เตมิสารละลาย II  (ภาคผนวก ข 
ขอ 8.2) 200 ไมโครลิตรผสมเบาๆโดยการเอียงหลอดไปมา ตัง้ทิง้ไวในน้ําผสมน้าํแข็ง 5 นาท ี เติม
สารละลาย III (ภาคผนวก ข  ขอ 8.3) ผสมตามวธิีการขางตน ตั้งทิ้งไวในน้าํผสมน้าํแข็ง 5 นาท ี  ปน
เหวีย่งที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที (20,600 X g) 5 นาท ี ดดูน้ําใสสวนบนมา
กําจัดโปรตีนออกดวยสารละลายฟนอล คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) ในปริมาตร
ที่เทากนั ปนเหวี่ยงที่อุณหภมูิหอง ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที (20,600 X g)   5 นาที ดูดสวนน้ําใส
ชั้นบนมาตกตะกอนดีเอน็เอและอารเอ็นเอโดยการเติมเอทานอลสัมบูรณที่เยน็ในอัตราสวน 2 เทา
ของปริมาตรทีไ่ด  ตั้งทิ้งไวที ่ –20 องศาเซลเซียส 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
15,000 รอบ/นาที (20,600 X g) 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิ้ง  ลางตะกอนดวยสารละลายเอทานอล
เขมขน 70 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 700 ไมโครลติร ปนเหวีย่งที่อุณหภูมิและความเรว็รอบเดิม 
5 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ นาํตะกอนที่ไดไปทําใหแหงในเครื่องดูดความชื้นภายใตสุญญากาศ 15 นาที 
ละลายตะกอนในสารละลายทีอีบฟัเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 8.0 กําจัดอารเอ็นเอออก
จากดีเอ็นเอโดยการนํามายอยดวยอารเอน็เอส (RNase) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร บมที ่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง กาํจัดเอนไซมอารเอ็นเอสดวยสารละลายฟนอล 
คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล (25:24:1) ตกตะกอนดีเอน็เอ ทาํใหดีเอน็เอแหงเชนเดียวกับ
ขางตน  ละลายตะกอนดีเอ็นเอในสารละลายทีอีบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง 8.0  วัดคาการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอเจือจาง 1/50 เทา ทีค่วามยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร และ 280 นา
โนเมตร เพื่อหาปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได เก็บพลาสมิดที่ไดที่ –20 องศาเซลเซยีส 
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4.4 การตรวจหา ยีน SAT1 และยีน rcs1 ในผักบุงโดยวธิี PCR 
 
 4.4.1 การตรวจหา ยนี SAT1 ในผักบุง 
 

นําดีเอ็นเอที่สกัดจากผกับุงตามวิธีขอ 4.2 มาใชเปนดีเอน็เอแมแบบในกระบวนการ PCR ใช
ดีเอ็นเอ JSAT5 และ JSAT6 เปนดีเอน็เอไพรเมอรทิศทางไป (forward primer) และดีเอ็นเอไพรเมอร
ทิศทางกลับ (reverse primer) ตามลําดับ (ภาคผนวก ค ขอ 3) เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาซึง่
ประกอบดวย 

                                                                                      ความเขมขนสุดทาย 
1. ดีเอ็นเอแมแบบ 50 นาโนกรัมในปริมาตร 
2. ดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT5  
    เขมขน 2.0 ไมโครไมลาร 
3. ดีเอ็นเอไพรเมอร JSAT6  
    เขมขน 2.0 ไมโครโมลาร 
4. นิวคลีโอไทดทั้ง 4 ชนิด คือ dATP , dTTP , dCTP, dGTP 
    เขมขนชนิดละ 2.5 มิลลิโมลาร 
5. สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัปฏิกิริยาพีซอีาร 
    เขมขน 10 เทา 
6. อีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (Ex Taq DNA polymerase) 
    เขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร 
7. น้ํากลัน่ปลอดเชื้อสําหรับปรับปริมาตรสุดทาย 

รวมปริมาตรปฏิกิริยา 

1.0 
 

1.0 
 

1.0 
 

0.8 
 

1.0 
 

0.05 
5.15 
10.0 

 

ไมโครลิตร 
 
” 
 
” 
 
” 
 
” 
 
” 
” 
” 
 

บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาดังกลาวทั้งหมด ยกเวนอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรสในหลอด
ไมโครฟวสขนาด 200 ไมโครลิตร ใสหลอดลงไปในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอัตโนมัติ ข้ันแรก
กําหนดอุณหภูมิของปฏิกิริยาเปน 94 องศาเซลเซยีส เติมอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลเิมอเรสหลังจากที่
อุณหภูมิของปฏิกิริยาเทากับ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาท ีแลวกาํหนดใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิในรอบปฏิกริยาจํานวน 25 รอบปฏิกิริยา อุณหภูมิในแตละรอบปฏิกิริยาเปนดังนี ้ 94 
องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอน็เอแมแบบแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (denaturation) 30 วินาท ี 55 องศา
เซลเซียสเพื่อใหดีเอ็นเอไพรเมอรจับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) โดยการจับคูของเบสคูสม 30 
วินาทีและ 72 องศาเซลเซยีสเพื่อใหอีเอ็กซแทคพอลิเมอเรสสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยการนาํ 
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นิวคลีโอไทดมาตอที่ปลายของดีเอ็นเอไพรเมอร (extention)  ทิศทาง 5’ ไปยัง 3’  60 วินาที   เมื่อ
ครบ 25 รอบปฏิกิริยา  กาํหนดใหอุณหภูมิเปน 4 องศาเซลเซียส 7 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา วิเคราะห
ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  หากดีเอ็นเอที่สกัดจาก
ผักบุงมยีีน SAT1 เมื่อนาํมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR จะไดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ  700 เบส  

 
4.4.2 การตรวจหายีน rcs1 ในผักบุง 

 
บรรจุสวนผสมของปฏิกิริยาดังกลาวทั้งหมด ทําเชนเดยีวกับขอ 4.4.1 แตใชดีเอ็นเอ rcs1-1 

และ rcs1-2 เปนดีเอ็นเอไพรเมอรทิศทางไปและดีเอ็นเอไพรเมอรทิศทางกลับ (ภาคผนวก ค ขอ 2) 
ข้ันแรกกําหนดอุณหภูมิของปฏิกิริยาเปน 96 องศาเซลเซียส เตมิอีเอกซแทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส
หลังจากที่อุณหภูมิของปฏิกริิยาเทากับ 96 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 2 นาที แลวกาํหนดใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของอุณหภูมิในรอบปฏิกริยาจํานวน 30 รอบปฏิกิริยา อุณหภูมิในแตละรอบปฏิกิริยา
เปนดังนี้ 96 องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอน็เอแมแบบแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (denaturation) 20 
วินาท ี 55 องศาเซลเซยีสเพื่อใหดีเอ็นเอไพรเมอรจับกบัดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) โดยการจับคู
ของเบสคูสม 30 วินาทีและ 72 องศาเซลเซียสเพื่อใหอีเอ็กซแทคพอลเิมอเรสสังเคราะหดีเอน็เอสาย
ใหมโดยการนาํนวิคลีโอไทดมาตอที่ปลายของดีเอ็นเอไพรเมอร (extention)  ทิศทาง 5’ ไปยัง 3’  90 
วินาท ี  เมื่อครบ 30 รอบปฏิกิริยากําหนดใหอุณหภูมิเปน 4 องศาเซลเซียส 7 นาทเีพื่อหยุดปฏิกริิยา 
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  หากดีเอ็นเอที่
สกัดจากผักบุงมียนี rcs1 เมื่อนํามาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในกระบวนการ PCR จะไดแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ  1 กิโลเบส  
 
4.5 การหาขนาดของดีเอน็เอโดยวธิีอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟริซิส 

 
เทอะกาโรสเจลเขมขน 0.8% (น้าํหนัก/ปริมาตร) ในสารละลายบฟัเฟอร TAE สภาพ

หลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียสลงในแบบพิมพทีม่ีหวเีสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัว 
ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสารละลาย loading buffer ความเขมขน 6 เทา (ภาคผนวก ข ขอ 18) 
หยอดลงในหลุมซึ่งเกิดจากการดึงหวีออกจากเจลอะกาโรสที่แข็งตัวหลุมละประมาณ 10 ไมโครลิตร  
ใชดีเอ็นเอแลดเดอร (DNA ladder, New England Biolabs, Inc.,  USA) ซึ่งเปนสารละลายดีเอ็นเอ
ขนาดความยาวตาง ๆ ตัง้แต 500 เบส ถงึ 10 กิโลเบส เปนแถบดีเอน็เอมาตรฐานเพื่อใชเปรียบเทียบ
ขนาดความยาวของดีเอน็เอ ทําอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลแชมเบอร (gel  chamber) ซึ่งบรรจุสารละลาย
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บัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข ขอ 19) ใชคาความตางศักย 100 โวลต  หยุดปฏิกิริยาเมื่อแถบสีน้ําเงนิ
ของสารละลาย loading buffer เคลื่อนที่มาเกอืบสุดขอบเจลอีกดานหนึง่ ยอมสีดีเอ็นเอดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดโดยแชแผนเจลอะกาโรสทีไ่ดในสารละลายเอธิเดยีมโบรไมดเขมขน 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 20) เปนเวลา 5 นาที ลางแผนเจลอะกาโรสโดยแชใน
สารละลายบฟัเฟอร TAE เปนเวลา 20-30 นาท ี ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร หาขนาดของแถบดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทยีบกับ
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน บันทึกผลการทดลองโดยการถายภาพดวยฟลมโพรารอยดขาวดํา  ความไว
แสง 3,000 (ISO3000) 
 
4.6 การหาแอกทิวิตีของซิสเตอีนซินเตสในผักบุง (Youssifian และคณะ, 1993) 
 

4.6.1 การเตรียมสารสกัดจากผักบุง                                                                                                          
                   

นําใบผักบุง 10 มิลลิกรัม มาทําใหเยน็จนแข็งโดยการแชในไนโตรเจนเหลว บดดวยแทง
พลาสติกจนละเอียด เติมสารละลายเอ็กแทรกชันบฟัเฟอร (extraction buffer) 600 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข ขอ 21) ปนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที (9,200 X g) 30 
นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มลิลิลิตร  เก็บในน้าํผสมน้าํแข็ง 
ผักบุงแตละพนัธุทํา 3 ซ้ํา 
 
 4.6.2 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของแบรดฟอรด (Bradford, 1976)    
 
 ดูดน้ําสกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1)  100 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 16 x 
150 มิลลิเมตร ที่มีสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent) (ภาคผนวก ข ขอ 10)   5 มิลลิลิตร 
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมอล 250 ไมโครลิตรผสมใหเขากนั นาํไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 590 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโปรตีนโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน
ของสารละลาย BSA (bovine serum albumin) ความเขมขน 0-180 ไมโครกรัม/100ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข ขอ 10 ภาพที่ ข .1)   
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 4.6.3 การหาแอกทิวิตขีองซิสเตอีนซินเตสในผักบุงตามวธิีของ Youssifian และคณะ (1993) 
 
             หาแอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสจากปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนที่เกิดขึน้เมื่อใชโซเดียม
ซัลไฟดและโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) เปนสับสเตรท   และใชไพริดอกซอล  
5' ฟอสเฟต (Pyridoxal-5-phosphate) เปนโคแฟกเตอรในปฏิกิริยา  วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซิส
เตอีนที่เกิดขึ้นโดยทาํปฏิกิริยากับสารละลายนนิไฮดรินในสภาพทีเ่ปนกรด กรดอะมิโนซิสเตอีนจะให
ผลิตภัณฑที่มสีีชมพูซึง่ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (Gaitonde, 1967) โดยนาํสาร
สกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1) ที่มีปริมาณโปรตีนเทากบั 1 ไมโครกรัม  (ผลการคํานวณจาก ขอ 
4.6.2) มาเติมลงในสวนผสมของปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยสารละลายทริส-คลอไรดบัฟเฟอรความเปน
กรดดาง 8.0 ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิโมลาร  สารละลายไดไธโอทรีอิทอล (Dithiothreitol)  
ความเขมขนสดุทาย 5 มิลลโิมลาร สารละลายไพริดอกซอล-5’-ฟอตเฟตความเขมขนสุดทาย 5 ไม
โครโมลาร  สารละลายโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน  ความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร และสารละลาย
โซเดียมซัลไฟดความเขมขนสุดทาย 2 มลิลิโมลาร ในปริมาตรสุดทาย 100 ไมโครลิตรซึ่งบรรจุใน
หลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาท ีหยุดปฏิกริิยา
โดยการเติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid) เขมขน 20 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนกั / ปริมาตร) (ภาคผนวก ข ขอ 11)  20 ไมโครลิตร กรดอะซิติกเขมขน 100 ไมโครลิตรแลว
เติมสารละลายนนิไฮดริน (Ninhydrin solution) (ภาคผนวก ข ขอ 12) 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
นําไปตมในน้ําเดือด 10 นาท ีทาํใหเย็นทนัทีโดยการนาํไปแชในน้ําผสมน้ําแข็ง เติมเอทานอลสมบรูณ
ที่เยน็ 550 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
ใชหลอดทีห่ยดุปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้ําหนกั/
ปริมาตร) ทนัททีี่เวลาศูนยเปนตัวเทียบคาในการวัดคาการดูดกลืนแสงของทกุการทดลอง คํานวณ
แอกทิวิตีของซสิเตอีนซินเตสโดยกําหนดให 1 หนวยเอนไซม คือจํานวนของเอนไซมทีท่ําใหเกิด
กรดอะมิโนซิสเตอีน 1 ไมโครโมล ที่ภาวะที่ทดสอบภายในเวลา 1 นาที และกาํหนดใหคา extinction 
coefficient ของกรดอะมิโนซิสเตอีนเทากบั  25000 M-1cm-1  โดยทําซ้าํตัวอยางละ 3 ซ้ํา 
 
4.7 การหาแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสในผักบุงตามวธิีของ Kredich และ 
Tomkins (1966) 

 
            หาแอกทิวิตีของเซอรีนแอซีทิลแทรนสเฟอเรสจากปริมาณโคเอนไซมเอ (CoA-SH) ที่เกิดขึ้น
เมื่อใช แอซีทลิ-โคเอนไซม-เอ (acetyl Coenzyme A) และแอล-เซอรีน (L-serine) เปนสับสเตรทใน
ปฏิกิริยาการสังเคราะหโอ-แอซีทิล-แอล-เซอรีน (O-acetyl-L-serine) โคเอนไซมเอที่ปลอยออกมา
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จากแอซีทิล-โคเอนไซม-เอจะทําปฏกิิริยากับ 5,5’- ไดไธโอ-บิส-(2-ไนโตรเบนโซอกิ แอซิด) (5,5’-
dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) ไดผลิตภัณฑคือ กรดไธโอไนโตรเบนโซอิก (thionitrobenzoic 
acid) ซึ่งวิเคราะหโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร สวนผสมของ
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายทริส-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.6 ความเขมขน
สุดทาย 50 มิลลิโมลาร  สารละลายแอซีทิล-โคเอนไซม-เอ  ความเขมขนสุดทาย 0.1 มิลลิโมลาร 
สารละลายอีดทีีเอความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร และสารละลายแอล-เซอรีนความเขมขน
สุดทาย 20 มลิลิโมลาร ซึง่บรรจุในหลอดไมโครฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตร บมสวนผสมของปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที เร่ิมปฏิกิริยาโดยเตมิน้ําสกัดจากผักบุง (ที่ไดจาก ขอ 4.6.1) ที่มีปริมาณโปรตีน
เทากับ 15 ไมโครกรัม  (ผลการคํานวณจาก ขอ 4.6.2) ลงในสวนผสมของปฏิกิริยาในปริมาตร
สุดทาย 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 15นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid) เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้าํหนัก / ปริมาตร) 
100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  412 นาโนเมตร ใช
หลอดทีห่ยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก เขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้าํหนัก/ปริมาตร) 
ทันทีทีเ่วลาศูนย เปนตัวเทียบคาในการวัดคาการดูดกลืนแสง คํานวณแอกทิวิตขีองเซอรีนแอซีทิล
แทรนสเฟอเรสโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายโคเอนไซมเอที่ความเขมขนตางๆ 
(ภาคผนวก ข ขอ 13  ภาพที ่ข.2)  กาํหนดให  1  หนวยเอนไซม  คือ  จํานวนของเอนไซมทีท่ําใหเกิด
โคเอนไซมเอ 1 มิลลิโมลาร ที่ภาวะทดสอบในเวลา 1 นาท ี
 
4.8 การวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซสิเตอีนและกลูตาไธโอนในผักบุงโดย HPLC ตามวธิี
ของ Noctor และ Foyer (1998) 
 

4.8.1 การเตรียมน้าํสกัดจากผักบุง 
 

นําใบของผกับุง 100 มิลลิกรัม ใสในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตรมาทําใหเย็นจน
แข็งโดยการแชในไนโตรเจนเหลว บดใหละเอียดดวยแทงพลาสติก เติมสารละลายเอก็แทรคชัน
บัฟเฟอร 600 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 14) รอใหผักบุงที่บดละเอยีดละลายจนหมด ปนเหวีย่งที่ 
4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที (15,500 X g) 30 นาท ี นําสวนน้าํใสมาทําการ
วิเคราะหตอไป 
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4.8.2 การติดฉลากน้าํสกัดจากผักบุงดวยสารโมโนโบรโมบิเมน (monobromobimane) 
 

นําน้ําสกัดจากใบผักบุงที่ได (ผลจากขอ 4.8.1)   200   ไมโครลิตร   มาติดฉลากกลุม 
อะมิโนกลูตามิล (glutamyl amino group) โดยใสในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม
สารละลายไดไธโอทรีอิทอล (Dithiothreitol; DTT)  เขมขน 10 มิลลิโมลาร (ภาคผนวก ข ขอ 15) 20 
ไมโครลิตร สารละลายเอน็ – ไซโคลเฮ็กซิล – 2 – อะมิโนอีเทนซัลโฟนิคแอซิด (N - cyclohexyl – 2 - 
aminoethanesulfonic acid; CHES) เขมขน 0.5 โมลารคาความเปนกรดดางเทากับ 9.3 (ภาคผนวก  
ข ขอ 16)  100 ไมโครลิตร  สารละลายโมโนโบรโมบเิมน (monobromobimane)  ซึ่งละลายในอะซิโต
ไนไทรล (acetonitrile) (ภาคผนวก  ข ขอ 17) เขมขน 30 มิลลิโมลาร  20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั
อยางรวดเร็วทนัท ี ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 15 นาที แลวเติมสารละลายกรดอะซิตกิ  
เขมขน  10 เปอรเซ็นต  (ปริมาตร/ปริมาตร)  0.8  มิลลิลิตร  แชหลอดไมโครฟวจในอางน้ําผสม
น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาท ี ยายสวนผสมทั้งหมดมาใสในหลอดไมโครฟวสที่มหีวักรองขนาด 0.22 
ไมครอน (Ultrafree-MC Centrifugal Filter Devices) (Millipore Corporation; Bedford USA)  ปน
เหวีย่งที ่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที (5,000 X g)   2 นาท ีนําสวนใสที่ได 20 
ไมโครลิตรไปทําการวิเคราะหหาปริมาณกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธ ีHPLC 
 

4.8.3 การวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธ ีHPLC 
 

  วิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนโดยวิธี HPLC ที่ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ใชเครื่อง HPLC (HP 1100, Hewlett Packard, USA) 
คอลัมนชนิด 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)  สภาวะที่ใชแยกสารตัวอยางเปนดังนี้ ใชสารละลายตัวชะ (mobile 
phase) 2 ชนิด คือ สารละลาย A (สารละลายเมธานอล 10 เปอรเซ็นต ทีม่ีกรดอะซิติก 0.25 
เปอรเซ็นตคาความเปนกรดดาง 4.3 โดยการปรับดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด) และ
สารละลาย B (สารละลายเมธานอล 90 เปอรเซ็นตที่มกีรดอะซิติก 0.25 เปอรเซ็นตคาความเปนกรด
ดาง4.3 อัตราการไหล 1 มลิลิลิตรตอนาที ปริมาณสารตัวอยางที่ฉีดคือ 20 ไมโครลิตร Retention 
time ของกรดอะมิโนซิสเตอีน และกลูตาไธโอนคือ 5.696 นาที และ 6.008 นาที ตามลาํดับ 
สารละลายมาตรฐานประกอบดวยกรดอะมิโนซีสเตอนีเขมขนตั้งแต 0.2-1 ไมโครโมลารและกลตูาไธ
โอนเขมขนตัง้แต 2-10 ไมโครโมลาร ในสารละลายเอกแทรคชันบฟัเฟอร เปรียบเทยีบปริมาณกรด 
อะมิโนซีสเตอีนและกลูตาไธโอนในน้ําสกัดจากใบของผักบุงแปลงพันธุและผักบุงพันธุเดิม 
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4.9 การเปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุง 
 

4.9.1 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมของผักบุงไทยแปลงพนัธุและผักบุงจนีแปลงพนัธุที่
มียีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 กับผักบุงไทยและผักบุงจนีพนัธุเดิม 

 
4.9.1.1 ความทนตอแคดเมยีมของผักบุงไทยและผักบุงจีนพนัธุเดิม 
 
ปลูกตนผักบุงไทยหรือผักบุงจีนพนัธุเดิมขนาดความสูงประมาณ 1.5 เซนติเมตรลง

บนอาหารแขง็ MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรด ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0, 100, 200 และ 300  
ไมโครโมล/ลิตร (ภาพที่ 4.5)  บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงสีขาวความเขม 
3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน 7 วัน เปรียบเทียบความทนตอแคดเมียมจากขนาด
ความสงูที่เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา 
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ภาพที ่ 4.5  การทดสอบความทนตอแคดเมียมคลอไรดที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ 0, 100, 200 
และ 300 ไมโครโมลาร ของผักบุงไทยพนัธุเดิม (ก) ผักบุงจีนพนัธุเดมิ (ข) 
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4.9.1.2 เปรียบเทียบความทนตอแคดเมยีมของผักบุงแปลงพนัธุและผักบุงพันธุเดมิ 
 

ปลูกตนผักบุงแปลงพนัธุและผักบุงพันธุเดมิขนาดความสูงประมาณ 5 เซนติเมตรลง
บนอาหารแข็ง MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรด ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร (ภาพที ่ 4.6) บมใน
หองควบคุมอุณหภูมิที ่ 25 องศาเซลเซยีส ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ ระยะเวลาการใหแสง 
16 ชั่วโมง/วนั เปนเวลา 14 วัน วัดความสูงของลําตนและความยาวของรากดวยไมบรรทัด โดยวดั
จากโคนตนจนถงึปลายยอดออนของลําตนและวัดรากเสนทีย่าวที่สุด เปรียบเทียบความทนตอ
แคดเมียมจากขนาดความสูงของลําตนและความยาวของรากที่เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองละ 3 ซ้าํ 
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ภาพที ่4.6 การปลูกตนผักบุงในอาหารแข็ง MS ที่มีแคดเมียมคลอไรดความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
เปนเวลา 14 วนั 

    ก. ตนผักบุงจีนพันธุเดิม (wild type) และ ตนผักบุงจีนแปลงพนัธุ SR 10 (จอมขวัญ มี
รักษ, 2547) 

    ข. ตนผักบุงไทยพันธุเดิม (wild type)  และ ตนผักบุงไทยแปลงพันธุ Tr1 และ Tr 2 
    ค. ตนผักบุงจีนพันธุเดิม ตนผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR 10 ตนผักบุงไทยพันธุเดิม และ ตน   

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 และ Tr 2 ปลูกในสภาวะไมมีแคดเมียมคลอไรดเพื่อใชเปนชุดควบคุม 
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4.10 การเปรยีบเทียบปรมิาณแคดเมยีมที่สะสมในเซลลของตนผักบุงไทยแปลงพันธุและ
ผักบุงจีนแปลงพันธุที่มยีนี SAT1 รวมยีน rcs1 กับผักบุงพันธุเดิม 

 
 ปลูกตนผักบุงไทยแปลงพันธุและผักบุงจนีแปลงพันธุทีม่ียีน SAT1 รวมกับ rcs1  และผักบุง

พันธุเดิมขนาดความสูงของตน 5 เซนติเมตร บนอาหารแข็ง MS ที่เตมิแคดเมียมคลอไรดเขมขน 200 
ไมโครโมล/ลิตร บมในหองควบคุมอุณหภมูิที่ 25 องศาเซลเซียส  ใหแสงสีขาวความเขม 3,000 ลักซ  
ระยะเวลาการใหแสง 16 ชั่วโมง/วนั  เปนเวลา 2 สัปดาห แยกสวนที่เปนตนกบัสวนรากออกจากกนั 
ทําใหแหงที่ 90 องศาเซลเซียสขามคนื บดใหละเอยีดดวยครกบดยา ชั่งผกับุงที่บดละเอยีด 40 
มิลลิกรัม ใสในหลอดพลาสติกที่มีความจุ 12 มิลลิลิตร ยอยผักบุงโดยเติมกรดไนตริกเขมขน 65 
เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ตมที่ 100 องศาเซลเซียส 2 ชัว่โมง เติมน้าํกลั่นจนมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
(Lahner และคณะ, 2003)  แลววเิคราะหปริมาณแคดเมียมในตนและรากโดยเครื่อง Flame Atomic 
Absorption Spectrophotometer รุน AAS ZEEnit 700 Analytik Jena AG, Germany หาปริมาณ
แคดเมียมโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ข ขอ 22) เปรียบเทียบปริมาณแคดเมียมที่สะสม
ในเซลลของตนและของรากของผักบุงไทยแปลงพนัธุและผักบุงจนีแปลงพนัธุที่มียนี SAT1 รวมกับ  
rcs1 กับผักบุงพนัธุเดิม 

 
4.11 การศึกษาลกัษณะทีป่รากฎ (phenotype) ของผักบุง 
 

ปลูกตนผักบุงแปลงพนัธทีม่ยีีน SAT1 รวมกับยีน rcs1 และผักบุงพันธุเดิมในอาหารเหลว
สูตร Hoagland (ภาคผนวก ก ขอ 5) เปนเวลา 3-4 สัปดาห ศกึษาลกัษณะภายนอก ลักษณะลาํตน 
ใบของตนผักบุงแปลงพันธุเปรียบเทียบกบัผักบุงพันธุเดิม  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

1. อาหารเลี้ยงเชือ้ YEP 
แบคโต-เปปโตน(Bacto Peptone) 
สารสกัดจากยสีต(Yeast Extract) 
โซเดียมคลอไรด(Sodium Chloride) 
วุนผง(Agar) 

 
10          กรัม 
10          กรัม 
5           กรัม 
15          กรัม 

 
 ละลายองคประกอบทัง้หมดในน้าํกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเปน 

7.5 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

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

 
       

0.825     กรัม 
0.950     กรัม 
0.185     กรัม 

 
0.220     กรัม 
0.085     กรัม 
0.0139   กรัม 

 
 
เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรมั / มลิลิลิตร) 

18.65 
11.15 

 
4.3 

0.125 
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กรดบอริก(Boric acid) 
โปแทสเซียมไอโอไดด(Potassium Iodide) 
โคบอลทคลอไรดเฮกสะไฮเดรท(Cobaltchloride 
hexahydrate) 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Coppersulphate 
pentahydrate) 

3.1 
0.415 
0.0125 

 
0.0125 

 ใช 1 มิลลิลิตร ของสารละลายธาตุอาหารรองตออาหาร 1 ลิตร 
 

 องคประกอบวิตามิน: 
 
อินโนซทิอล(Inositol) 
ไกลซีน(Glycine) 
ไพริดอกซินไฮโดรคลอไรด(Pyridoxine hydrochloride) 
กรดนิโคตินิก(Nicotinic acid) 
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด(Thiamine hydrochloride) 

เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรัม) 

1000 
20 
5.0 
5.0 
4.0 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที ่
-20 องศาเซลเซียส ใช 10 มลิลิลิตร ตอ อาหาร 1 ลิตร 

 
 น้ําตาลซูโครส(Sucrose) 

วุนผง(Phytagel : Sigma., USA) 
30     กรัม 
3.5    กรัม 

 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มลิลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 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) 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท(Calcium chloride 
dihydrate) 
โปแตสเซียมฟอสเฟส(Potassium phosphate) 
ไอออน II ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท(Iron (II)sulfate 
haptahydrate) 
 
ธาตุอาหารรอง : 
 
โซเดียมอีดีทีเอ(Sodium ethylenediamine tetraacetic 
acid) 
แมงกานีสซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Manganese sulphate 
pentahydrate) 
ซิงคซลัเฟตเฮปตะไฮเดรท(Zing sulphate haptahydrate) 
โซเดียมโมลิบเดท(Sodium Molybdate) 
กรดบอริก(Boric acid) 
โปแทสเซียมไอโอไดด(Potassium Iodide) 
โคบอลทคลอไรดเฮกซะไฮเดรท(Cobaltchloride 
hexahydrate) 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรท(Coppersulphate 
pentahydrate) 

0.185   กรัม 
 

0.220   กรัม 
 

0.085   กรัม 
 0.0139  กรัม 

 
 
เตรียมเปนสารละลาย 
(มลิลิกรัม / มลิลิลิตร) 

18.65 
 

11.15 
 

4.3 
0.125 
3.1 

0.415 
0.0125 

 
0.0125 

 ใช 1 มิลลิลิตร ของสารละลายธาตุอาหารรองตออาหาร 1 ลิตร 
 

 องคประกอบวิตามิน: 
 
อินโนซทิอล(Inositol) 
กรดนิโคตินิก(Nicotinic acid) 
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด(Thiamine hydrochloride) 
กรดโฟลิก(Folic acid) 

เตรียมเปนสารละลาย 
(มิลลิกรัม) 

1,000 
5.0 
1.0 
5.0 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดโดยคอยๆเติมโซเดียมไฮดรกไซดเขมขน 1 นอรมอล  
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ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่จนครบ 100 มลิลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน
แผนกรองที่มขีนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส ใช 10 มิลลิลิตร 
ตออาหาร 1 ลิตร 

 น้ําตาลซูโครส(Sucrose) 
วุนผง(Phytagel : Sigma., USA) 

30   กรัม 
3.5   กรัม 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 นึง่ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
5 สารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland complete 
  ปริมาตรที่ใช 
 แคลเซียมไนเตรต (calcium nitrate)เขมขน 1 โมลาร 

โปแตสเซียมไนเตรต (potassium nitrate) เขมขน 1 โมลาร 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (magnesium sulfate) เขมขน 1 โมลาร 
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต (potassium dihydrogen 
phosphate) เขมขน 1 โมลาร 
อีดีทีเอ ไดโซเดียม (EDTA disodium salt) 2.5 มลิลิกรัม/ลิตร 
 

10 มิลลิลิตร 
10 มิลลิลิตร 
4 มิลลิลิตร 
2 มิลลิลิตร 

 
4 มิลลิลิตร 

 ธาตุอาหารรอง (micronutrient) 
 ประกอบดวย ปริมาณ 
 กรดบอริก (boric acid) 

คอปเปอร II ซลัเฟต (copper II chloride) 
แมงกานีส II ซลัเฟต (manganes II sulfate) 
ซิงคคลอไรด (zine chloride) 
โซเดียมโมลิบเดท (sodium molybdate) 

2.86  กรัม 
0.05  กรัม 
1.81  กรัม 
0.11  กรัม 
0.025 กรัม 

 ละลายในน้าํกลั่นและปรับปริมาตรจนเปน 1 ลิตร ปริมาตรที่ใช 2 มิลิลิตร 
ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 2,000 มิลลิลิตร 
ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.8 
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ภาคผนวก ข 
 

1. สารละลายไฮโกรมัยซนิ (Hygromycin) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
ละลายไฮโกรมัยซินบ ี 250 มิลลิกรัมในน้าํกลั่น 5 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
กรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
 

2. สารละลายอะซิโตไซริงโอน (Acetosyringone) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ละลาย3’ ,5’-ไดเมทอกซ-ี4’-ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (3’ ,5’-Dimethoxy-4’-hydroxy-
aectophenone) 250 มิลลิกรัมในไดเมทลิซัลฟอกไซด(Dimethy sulfoxid) 5 มิลลิลิตร 
เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส 
 

3. สารละลายเซฟโฟแทคซีม (Cefotaxim) ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
ละลายเซฟโฟแทคซีม (Cefotaxim Sodium Salt)  250 มิลลิกรัมในน้ํากลัน่ 5 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน เก็บไวที่  
-20 องศาเซลเซียส 
 

4. สารละลายไธเดียซูรอน (Thidiazuron) ความเขมขน 10 มลิลิโมลาร 
ละลายไธเดียซูรอน 22 มลิลิกรัม ในไดเมทิลฟอรมามีด (Dimethylformamid) 200 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตรโดยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อโดยวิธีปราศจากเชื้อ 
เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซยีส 

 
5. สารละลายสาํหรับสกัดดีเอนเอจากผักบุง; สารละลายเอ็กแทรกชันบฟัเฟอร 

  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด

ดาง 7.5 
สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 
เอสดีเอส (SDS) 

200 
 

25 
0.5% 

(น้ําหนกั/ปริมาตร) 

มิลลิโมลาร 
 
มิลลิโมลาร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัโดยวิธีปราศจากเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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6. สารละลายทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) คาความเปนกรดดาง 8.0 
  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-เบส 

สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 
10 
1 

มิลลิโมลาร 
มิลลิโมลาร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั ปรับคาความเปนกรดดางดวยไฮโดรคลอริกเขมขน
จนไดคาความเปนกรดดางเปน 8.0 นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว     เปนเวลา 15 นาท ี
 

7.  เอนไซมอารเอ็นเอส (RNase) ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 ละลายอารเอ็นเอสในสารละลายทริส-คลอไรดความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร ที่มี

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนสดุทาย 15 มลิลิโมลาร จนไดความเขมขน 40 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรใหความรอน100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาท ี ทิง้ใหเยน็ที่
อุณหภูมิหอง แบงใสหลอดไมโครฟวส หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซียส 
 

8. สารละลายสาํหรับสกัดพลาสมิด 
 

  

 8.1 สารละลาย  I 
 
สารละลายกลโูคส 
สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด
ดาง 8.0 
สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดดาง 8.0 

 
ความเขมขนสดุทาย 

50 
 

5 
10 

 
 
มิลลิโมลาร 
 
มิลลิโมลาร 
มิลลิโมลาร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 

 8.2 สารละลาย  II 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 นอรมอล 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10%  
(น้ําหนกั/ปริมาตร) 
น้ํากลัน่ 

 
0.2 
1.0 

 
8.8 

 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 
มิลลิลิตร 
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ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาท ี

 8.3 สารละลาย  III 
สารละลายโปแตสเซียมอะซเิตตเขมขน 5 โมลาร 
กรดอะซิติกเขมขน 
น้ํากลัน่ 

 
50 

11.5 
8.5 

 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนั นึง่ฆาเชื้อที ่121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
9. สารละลายฟนอลคลอโรฟอรมไอโซเอมิลแอลกอฮอลล  

(phenol chloroform isoamyl alcohol) 
 นําฟนอลที่เตมิไฮดรอกซีควิโนลิน (8-Hydroxyquinoline) ความเขมขนสุดทาย 0.1 

เปอรเซ็นต (น้าํหนัก/ปริมาตร) มาทาํใหสมดุล (equilibrate) ดวยสารละลายทริสคลอไรด
บัฟเฟอร เขมขน 1 โมลาร คาความเปนกรดเบส 8.0 จนคาความเปนกรดเบสมากกวา 7.5 
แลวนํามาผสมกับคลอโรฟอรม และไอโซเอมิลแอลกอฮอลลในอัตตราสวน 25 : 24 :1 
 

10. สารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent)   
 เอทานอลเขมขน 95% (ปริมาตร/ปริมาตร) 5 มิลลิลิตร 
 กรดฟอสโฟริกเขมขน  85% (ปริมาตร/ปริมาตร) 10 มิลลิลิตร 
 สีคูแมสวีบริลเลียนทบลูจี (Coomassie Brillant blue G)        10 มิลลิกรัม 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดในน้าํกลัน่ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มลิลิลิตร  กรอง

สารละลายผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และเกบ็ในขวดสีชาที่อุณหภูมหิอง 
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ภาพที ่ข.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย BSA และคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร 
 
11. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) ความเขมขน 20 เปอรเซ็นต 
 เจือจางสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก  ดวยน้าํกลัน่ 5 เทา ในปริมาตรสุดทาย 100 

มิลลิลิตร 
 

12. สารละลายนนิไอดริน (Ninhydrin solution)   
 นินไฮดริน 

กรดอะซิติกเขมขน 
กรดไอโดรคลอริกเขมขม 

250 
6 
4 

มิลลิกรัม 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัแลวเก็บในขวดสชีาที่อุณหภูมหิอง 
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13. 
 

 
ภาพที ่ข.2  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธุระหวางความเขมขนของสารละลายโคเอนไซมเอ 
และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 412 นาโนเมตร 
 
14. สารละลายเอ็กแทรกชัน่บัฟเฟอรสําหรับสกัดกรดอะมิโนซิสเตอีนและกลูตาไธโอนที่มอียุใน

เนื้อเยื่อพืช 
  ความเขมขนสดุทาย  
 กรดไฮโดรคลอริก 

สารละลายอีดทีีเอ คาความเปนกรดเบส 8.0  
0.1 
1 

นอรมอล 
มิลลิโมลาร 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดดวยน้าํกลัน่ เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 

15. สารละลายไดไธโอทรีอิทอล   
 ละลายไดไธโอทรีอิทอล 3.09 กรัม ในสารละลายโซเดยีมอะซิเตรตเขมขน 0.01 โมลาร คา

ความเปนกรดเบส 5.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานแผน
กรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน แบงใสหลอดไมโครฟวส หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร เก็บไว
ที่ -20 องศาเซลเซียส 
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16. สารละลายเอ็น-ไซโคลเอกซลิ-2-อีเธนซัลฟวริกแอซิด (N-cyclohexyl-2-amino 
ethanesulforic acid)ความเขมขน 0.5 โมลาร คาความเปนกรดเบส 9.3 

 ละลายเอน็-ไซโคลเอกซิล-2-อีเธนซัลโฟริกแอซิด  10.365  กรัม ในน้ํากลั่น ปรับคาความเปน
กรดเบสเปน 9.3  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 

17. สารละลายโมโนโบรโมไบเมน (Monobromobimane) ความเขมขน  30 มลิลิโมลาร 
 ละลายโมโนโบรโมไบเมน 0.0081 กรัม ในอะซิโตไนไตด 1 มิลลิลิตร เก็บในที่มืดอณุหภูมิ  

-20 องศาเซลเซียส 
 

18. สารละลาย loading buffer ความเขมขน 6 เทา  
 สีโบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) 

ไซลีนไซยานอล เอฟ เอฟ (xylene cyanol FF) 
สารละลายกลเีซอรอลเขมขน 

0.25 เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 
0.25 เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 
30    เปอรเซนต (น้ําหนกั/ปริมาตร) 

 ละลายองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนั เกบ็ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

19. สารละลายทีเออีบัฟเฟอร (TAE buffer) (ความเขมขน 50 เทา) 
ทริส-เบส (Tris-base)                                                                     202   กรัม 
กรดอะซิติกเขมขน                                                                          57.1  มิลลิลิตร 
สารละลายอีดทีีเอ เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 8.0             100    มิลลิลิตร 
ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัแลวปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ใหเปน 1 ลิตร 
 

20. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร
เจือจางสารละลายเอธิเดยีมโบรไมดเขมขน 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (stock solution) 
1,000 เทา ดวยสารละลาย TAEบัฟเฟอร ความเขมขน 1 เทา (1X TAE) 
 

21. สารละลายสาํหรับสกัดโปรตีนจากผักบุง : สารละลายเอ็กแทรคชันบฟัเฟอร 
  ความเขมขนสดุทาย  
 สารละลายทรสิ-คลอไรดบัฟเฟอร  

ความเปนกรดดาง 7.5 
 

50 
 

มลิลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ ความเปนกรดดาง 8.0 1 มิลลิโมลาร 
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 สารละลายแมกนีเซยีมคลอไรด 5 มิลลิโมลาร 
 สารละลายไดไธโอทรีอิทอล 2 มิลลิโมลาร 
 ไตรตอนเอ็ก-100 (Triton X-100) (น้ําหนัก/ปริมาตร) 0.1 เปอรเซ็นต 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดเขาดวยกนัดวยน้ํากลั่น นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ที่อุณหภูมหิอง ยกเวนสารละลาย
ไดไธโอทรีอิทอลแยกใสกอนสกัด 

 
22. 
 

 
 
ภาพที ่ข.3 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนแคดเมียม และคาการดูดกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 228.8 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ค 
 
 

  
 
 
ภาพที ่ค.1 ตําแหนงของยนีตางๆบนพลาสมิด pBIHI-IG(SX)-SAT1-rcs1 (17 kb) 

 
อักษรยอของเรสทริกชันเอนไซม : 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 แผนที่ตาํแหนงโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทัง้ 2 สาย บนลาํดับเบสของยนี rcs1 
(GenBank accession number AF073695) ขนาด 1,290 เบส ลําดบัเบสที่ 74-1,039 เปนบริเวณ
ซึ่งแปลรหัสโปรตีน 

atg (start codon) หมายถงึ จุดเริ่มตนของการแปลรหสัโปรตีน 
tga (stop codon)  หมายถงึ จุดสิน้สุดของการแปลรหัสโปรตีน 
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ภ
(
ร

 
 

JSAT 6 

JSAT 5 

าพที ่ค.3 แผนที่ตาํแหนงโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทัง้ 2 สาย บนลาํดับเบสของยนี SAT1 
GenBank accession number L42212) ขนาด 1,079 เบส ลําดับเบสที่ 10-954 เปนบริเวณซึง่แปล
หัสโปรตีน 

atg  (start codon) หมายถงึ จุดเริ่มตนของการแปลรหสัโปรตีน 
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) น้ําสกัดจากใบของผักบุงไทยที่เจริญในอาหารเหลวสูตร Hoagland (ข) และน้ําสกัด
จากใบผักบุงไทยที่เจริญบนอาหารแข็ง MS ทีม่ีแคดเมียมคลอไรดเขมขน  200 ไมโครโมลาร (ค) 
 WT :  ผักบุงไทยพันธุเดิม 
 Tr1 :  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 

Tr2 :  ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 
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1. การคํานวณกิจกรรมจําเพาะ (specific activity)ของซีสเตอีนซนิเตส 
กําหนด  1  หนวยเอนไซม    คือ    จาํนวนเอนไซมทีท่ําใหเกิดกรดอะมโินซิสเตอีน  
                                                1 ไมโครโมลที่ภาวะทีท่ดสอบในเวลา 1 นาท ี
 
                         

 
เมื่อ  C = ความเข
       A = คาการด
     ε =  extinct
       I  =  ระยะขอ
                         
                         
                         

                         
เนื่องจากปริมาณ
                         
                         
 
2. การคํานวณกิจ
Tomkins, 1966) 
กําหนด  1  หนวย
                         
 
 
 
 
 
 
 

   

 

                              C       =       A 
      εI 

มขนของกรดอะมิโนซิสเตอีน  (ไมโครโมลาร) 
ูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
ion coefficient (กําหนดใหเทากับ 25,000 M-1  cm-1 ) 
งชองใหแสงผานของคิวเวตต (path length)(cm) 

                              A       =       X 
                              I        =      1 ซม. 
                              C       =       X 

             25,000 
                              C       =      X / 25,000   โมล(โมล/ลิตร) 
ชองแสงทีใ่ชในการวัดคาการดูดกลนืแสงเทากับ  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    จาํนวนเอนไซมทีท่ําใหเกิดโคเอนไซมเอ  1 มิลลิโมลาร  
                      ที่ภาวะทีท่ดสอบในเวลา 1 นาท ี
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ภาคผนวก ง 
 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test 
 

ตารางที่ ง.1 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงจีนพันธุเดิมในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) ความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 
สายพนัธุ ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 0.9 2.3 1.9 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.6 1 2 1.9 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.5 1.1 2.5 1.5 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 4.7 0.4 1.9 1.6 
ผักบุงจนีพนัธุเดิม 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 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.007 0.0194 22.03338 8 * 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0224 0.0064 3.299832 8 * 
 
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    *  หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 
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ตารางที่ ง.2 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงจีนแปลงพนัธุ SR10 ในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 
สายพนัธุ ไมมี 

CdCl2 
มี 

CdCl2 
ไมมี 

CdCl2
มี 

CdCl2 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 4.5 4.7 3.1 3 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 4.9 4.1 3.1 2.4 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ SR10 5 3.9 2.9 2.4 
ผักบุงจนีแปลงพนัธุ 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 
  
  

ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.013 0.1216 0.109028 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.002 0.0154 3.638871 8 * 
 

    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 

*    หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ 
 
 
 
 

 



 77

ตารางที่ ง.3 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-testของความสูงของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยพันธุเดิมในสภาวะที่ไมมีและมีแคดเมียมคลอไรด (CdCl2) ความ
เขมขน 200 ไมโครโมลาร 

 
ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 

สายพนัธุ ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.7 1.1 2.1 1.7 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.7 1.6 2.1 1.2 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5 1.4 2 1.4 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม 4.5 1.4 2.3 1.9 
ผักบุงไทยพนัธุเดิม         
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 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.012 0.007 22.48976 8 * 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0024 0.0146 4.295004 8 * 
 

    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    *  หมายถึง ขอมูลในชุด n1 และ n2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 
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ตารางที่ ง.4 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1ในสภาวะที่ไมมีและมแีคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 

 
ความสงูของลาํตน (ซม) ความยาวของราก (ซม) 

สายพนัธุ ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.8 4.7 2.4 2.4 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.9 4.7 2 2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.6 4.5 2 2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr1 4.2 4.6 2.7 2.5 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 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 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.0186 0.0034 0.13484 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.033 0.011 0.953463 8 ns 
   
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 
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ตารางที่ ง.5 ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ T-test ของความสงูของลําตนและความยาวของ
รากภายใน 14 วันของผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 ในสภาวะที่ไมมีและมแีคดเมียมคลอไรด (CdCl2) 
ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
 

ความสงูของลาํตน 
(ซม) 

ความยาวของราก 
(ซม) สายพนัธุ 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ไมมี 
CdCl2

มี 
CdCl2 

ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.2 4.5 3 2.4 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.4 5.5 3.2 2.5 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ Tr2 5.4 5.7 2.9 2.9 
ผักบุงไทยแปลงพนัธุ 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 
ไมมี CdCl2
ลําตน 

มี CdCl2
ลําตน 0.0164 0.0484 1.178511 8 ns 

ไมมี CdCl2
ราก 

มี CdCl2 

ราก 0.0306 0.0104 2.864416 8 * 
 
    t-value ที่ 95% (df=8) = 2.306 
    ns หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ 

 *  หมายถงึ ขอมูลในชุด n1 และ n2 มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ 
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 นางสาวปาริชาติ  มูลทองชนุ  เกิดวนัที ่21 กรกฎาคม  2524  จ.นครปฐม  สําเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต   จากภาควิชาจุลชีววทิยา   คณะวทิยาศาสตร   มหาวิทยาลัย 
สงขลานครนิทร วทิยาเขตหาดใหญ  เมื่อปการศึกษา  2546  และเขาศึกษาตอระดับปริญญาโท 
ภาควิชาจุลชีววิทยาสาขาจุลชีววทิยาทางอตุสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  
เมื่อปการศึกษา 2547 
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