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บทคัดยอ 

สารบีตาเลน (betalains) เปนสารประกอบฟนอลิกที่พบในพืชหลายชนิด มีคุณสมบัติทางชีวภาพที่สำคัญ 

เช น ตานอนุมูลอิสระ ตานการอักเสบ ตานจุลชีพ และตานมะเร ็ง โดยพบไดในพืชกลุ มวงศบานไมร ู  โรย 

(Amaranthaceae) รวมถึงตนสรอยไก (Celosia argentea var. plumosa) ซึ่งเปนพืชไมดอกที่มีศักยภาพในการ

ผลิตบีตาเลนในกลุมบีตาแซนทิน (สีเหลือง - สม) และบีตาไซยานิน (สีแดง - มวง) วิถีการสังเคราะหสารบีตาเลนในพืช

เกี ่ยวของกับยีนสำคัญหลายชนิด โดยเฉพาะ polyphenol oxidase (PPO) และ cytochrome P450 76AD1 

(CYP76AD1; CYP) ซึ่งมีบทบาทในชวงตนของกระบวนการผลิตสารนี้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อโคลนและศึกษา

ลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP ในตนสรอยไก โดยออกแบบ degenerate primers จากลำดับ           

นิวคลีโอไทดของพืชในวงศเดียวกันหรือใกลเคียง โดยยีน PPO ใชขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดจากผักโขม (Amaranthus 

tricolor) และบีทรูท (Beta vulgaris) สวนไพรเมอรที่จำเพาะกับยีน CYP ไดใชลำดับนิวคลีโอไทดจากตนบีทรูท              

(B. vulgaris) ในการออกแบบไพรเมอร จากนั้นสกัด RNA จากแคลลัสสีแดงของสรอยไก และใชเทคนิค RT-PCR เพ่ือ

เพ่ิมปริมาณ cDNA ของยีนเปาหมาย ผลิตภัณฑ PCR ถูกตรวจสอบดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส จากนั้นเชื่อมตอ

กับเวกเตอร pGEM®-T Easy และสงถายเขาสู เซลล Escherichia coli สายพันธุ  JM109 เพื ่อทำการโคลนและ

วิเคราะหลำดับเบื้องตน ผลการศึกษาพบวา PPO cDNA ที่โคลนไดมีความยาว 471 นิวคลีโอไทด และมีความ

เหมือนกับยีน PPO ของ Amaranthus tricolor รอยละ 74.82 สวน CYP cDNA ที่ไดมีความยาว 270 นิวคลีโอไทด 

มีความเหมือนกับยีนของ Celosia cristata รอยละ 98.90 และยังมีความคลายกับ Amaranthus cruentus,                

A. tricolor และ Chenopodium quinoa รอยละ 87.41, 86.67 และ 84.44 ตามลำดับ ขอมูลที่ไดสามารถนำไป

ประยุกตใชในการออกแบบไพรเมอรจำเพาะสำหรับการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสาร

บีตาเลนในพืชตอไป 
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Abstract 

Betalains are phenolic compounds found in various plant species, possessing significant 

biological activities such as antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, and anticancer properties. 

These compounds are typically present in plants of the Amaranthaceae family, including Celosia 

argentea var. plumosa, an ornamental species with the ability to produce betalains in both the 

betaxanthin group (yellow to orange) and the betacyanin group (red to purple). The biosynthetic 

pathway of betalains in plants involves several key genes, especially polyphenol oxidase (PPO) and 

cytochrome P450 76AD1 (CYP76AD1; CYP), which function in the early stages of the pathway. This 

study aimed to clone and analyze partial nucleotide sequences of the PPO and CYP genes in                  

C. argentea var. plumosa. Degenerate primers were designed based on nucleotide sequences from 

related species within or closely related to the Amaranthaceae family. For PPO, the primers were 

designed using sequences from Amaranthus tricolor and Beta vulgaris, while for CYP, sequences 

from B. vulgaris were used. Total RNA was extracted from red callus of C. argentea, and RT-PCR was 

performed to amplify cDNA of the target genes. PCR products were confirmed by agarose gel 

electrophoresis, ligated into the pGEM®-T Easy vector, and transformed into Escherichia coli strain 

JM109 for cloning and preliminary sequencing analysis. The cloned PPO cDNA fragment was 471 

nucleotides in length and showed 74.82% similarity to the PPO gene of A. tricolor. The CYP cDNA 

fragment was 270 nucleotides long and shared 98.90% similarity with Celosia cristata, as well as 

87.41%, 86.67%, and 84.44% similarity to Amaranthus cruentus, A. tricolor, and Chenopodium 

quinoa, respectively. These findings provide foundational information for the design of gene-specific 

primers to study gene expression related to betalain biosynthesis in plants. 
 

Keywords: Celosia argentea, betalains, nucleotide sequence, polyphenol oxidase (PPO), cytochrome 

P450 76AD1 (CYP)  
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บทนำ 

ตนสรอยไก (Celosia argentea var. plumosa) จัดอยูในวงศบานไมรูโรย (Amaranthaceae) เปนตนไมท่ี

มีแหลงกำเนิดในทวีปเอเชีย อเมริกา และแอฟริกา เปนไมพุมขนาดเล็ก มีความสูงประมาณ 2 - 3 เมตร แตกกิ่งกาน

จำนวนมาก ใบเดี่ยวและหนาใบมีสีเขียว สวนดานหลังมีเสนกลางใบที่เดนชัด โดยปกติตนสรอยไกออกดอกในชวงฤดู

หนาว ดอกมีหลากหลายสี เชน เหลือง สม ชมพู และแดง เปนตน ขึ้นกับพันธุ นิยมใชตนสรอยไกเปนไมประดับ

สถานที่และจัดสวนเพื่อความสวยงาม นอกจากนี้ในบางประเทศ เชน ประเทศจีนหรือประเทศในทวีปแอฟริกา มีการ

นำตนออนและดอกของตนสรอยไกมาประกอบอาหารไดเชนเดียวกันกับผักท่ัวไป (Palada & Crossman, 1999) 

สารที ่พบในดอกสรอยไกคือสารกลุ มบีตาเลน ซึ ่งเปนสารสีที ่โมเลกุลประกอบดวยธาตุไนโตรเจน (N) 

(nitrogen-containing compounds) ละลายในน้ำได โดยแบงออกเปนสองกลุมหลัก ไดแก กลุมที่ 1 บีตาแซนทิน 

(betaxanthin) เก ิดจากปฏ ิก ิร ิยาการควบแน นระหว างกรดบ ีตาลาม ิก ([4- (2-oxoethylidene)-1,2 ,3,4-

tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylic acid]; betalamic acid) และกรดอะมิโน โดยสารกลุมนี้มีสีเหลืองถึงสม ซ่ึง

มีคาการดูดกลืนแสงอยูในชวง 475 - 480 นาโนเมตร สำหรับสารในกลุมของบีตาแซนทินจะมีกรดอะมิโน เชน โพรลีน 

(proline) กลูตามีน (glutamine) กรดกลูตามิก (glutamic acid) กรดแอสปารต ิก (aspartic acid) ฮีสติดีน 

(histidine) ไทโรซีน (tyrosine) อะลานีน (alanine) เปนตน (Slimen et al., 2017) มาเชื่อมกับโมเลกุลทำไหเกิด

เปนสารตัวใหมท่ีหลากหลาย ไดแก โดปาแซนทิน (dopaxanthin) อินดิกาแซนทิน (indicaxanthin) พอรทูเลกาแซน

ทิน (portulacaxanthin I) และโวลกาแซนทิน (vulgaxanthin I) เปนตน สวนกลุมที่ 2 บีตาไซยานิน (betacyanin) 

เกิดจากปฏิกิร ิยาการควบแนนระหวางกรดบีตาลามิก และ -3-(-L-3,4-dihydroxy-phenylalanine) (-DOPA) 

(Herbach et al., 2006) มีสีแดงถึงมวง ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงอยูในชวง 535 - 540 นาโนเมตร (Lystvan et al., 

2018) 

การสังเคราะหสารบีตาเลนนั้นเกิดขึ้นภายในเซลล และจะถูกเก็บสะสมอยูที่แวคิวโอล (vacuole) ภายใน

เซลลพืช กระบวนการสังเคราะหสารบีตาเลนเริ่มตนจากวิถีชิคิเมต (shikimate pathway) ซ่ึงเปนวิถีท่ีสังเคราะหกรด

คอริสมิก (chorismic acid) เพื่อเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดอะมิโนจำเปนในตนพืชไดแก ฟนิลอะลานีน 

(phenylalanine) ทริปโตเฟน (tryptophan) และไทโรซีน (tyrosine) โดยสารบีตาเลนนั้นมีสารตั้งตนคือ ไทโรซีน 

หลังจากนั้นไทโรซีนจะถูกเปลี่ยนเปนไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน (dihydroxyphenylalanine; L-DOPA) ดวยเอนไซม

โพลีฟนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase; PPO) จากนั้นเอนไซมโดปาไดออกซิจิเนส (L-DOPA 4,5 dioxygenase; 

DODA) เปลี่ยน L-DOPA เปน betalamic acid โดยที่กรดอะมิโนที่อยูภายในเซลลพืชจะเขามาเชื่อมกับกรดบีตา

ลามิกทำใหเกิดเปนสารกลุมบีตาแซนทิน เชน ไมราแซนทิน (miraxanthin) และอินดิกาแซนทิน (indicaxanthin) 

เปนตน สำหรับสารกลุมบีตาไซยานินนั้นเริ่มจากการท่ีเอนไซม cytochrome P450 76AD1 (CYP76AD1) เปลี่ยน  

L-DOPA เปนไซโคลโดปา (-DOPA) จากนั้นทำปฏิกิริยากับกรดบีตาลามิกมีการเติมหมูน้ำตาล (glycosylation) ตาม

ดวยปฏิกิริยาควบแนน (condensation) โดยเอนไซม betanidin 5-glucosyltransferase (Be 5-GT) เกิดเปนบีตา

นิน (betanin) นอกจากนี้ไซโคลโดปายังสามารถเปลี่ยนเปนไซโคล-โดปา-5-O-กลูโคไซด (-DOPA 5-O-glucoside) 

ดวยเอนไซมไซโคล-โดปา-5-O-กลูโคซิลทรานสเฟอเรส (-DOPA-5-O-glucosyltransferase; cDOPA5GT) ที่สามารถ
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ทำปฏิกิริยากับกรดบีตาลามิก ทำใหเกิดเปนสารบีตานิน และสารกลุมบีตาไซยานินชนิดอื่น ๆ เชน กอมฟรีนิน 

(gomphrenin) และอะมาแรนทิน (amaranthin) เปนตน โดยอาศัยการทำงานของเอนไซมหลายชนิด (ภาพท่ี 1)  

 

 
ภาพท่ี 1 วิถีการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลน (ฐาปกรณ แสงอรุณ, 2565) 

 

สารบีตาเลนเปนเม็ดสีไนโตรเจนที่พบเฉพาะในกลุ มพืชบางชนิด โดยเฉพาะในวงศ Amaranthaceae, 

Cactaceae และ Caryophyllaceae ซึ่งสามารถแบงออกเปนสองกลุมยอย คือ บีตาแซนทิน (สีเหลือง-สม) และ 

บีตาไซยานิน (สีแดง-มวง) โดยกระบวนการสังเคราะหสารบีตาเลนเริ่มตนจากกรดอะมิโน ไทโรซีน (tyrosine) ที่ถูก

เปลี่ยนผานหลายข้ันตอนของเอนไซมเฉพาะ โดยยีน polyphenol oxidase (PPO) มีบทบาทในวิถีการสังเคราะหสาร

บีตาเลน โดยทำหนาท่ีถอดรหัสเอนไซม polyphenol oxidase ซ่ึงเปนเอนไซมในข้ันตอนเริ่มตนของวิถีการสังเคราะห

บีตาเลน และเปลี่ยนไทโรซีนใหเปน L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) ผานกระบวนการไฮดรอกซิเลชัน 

(hydroxylation) การเกิดของ L-DOPA เปนจุดเริ่มตนสำคัญที่นำไปสูการสราง betalamic acid ซึ่งเปนโครงสราง

แกนกลางของสารบีตาเลนทุกชนิด สวนยีน cytochrome P450 76AD1 (CYP76AD1; CYP) มีบทบาทในวิถีการ

สังเคราะหสารบีตาเลน โดยยีน CYP76AD1 ถอดรหัสเอนไซม cytochrome P450 76AD1 ซ่ึงทำหนาท่ีออกซิไดซ  

L-DOPA ไปเปน cyclo-DOPA ซ่ึงเปนสารตั้งตนเฉพาะท่ีสำคัญในการสรางกลุมบีตาไซยานิน การสราง cyclo-DOPA 

ทำใหเกิดการรวมตัวกับ betalamic acid และผานกระบวนการ glycosylation และ condensation ตอไป จึง

สามารถสราง betacyanins ได เชน betanin โดยที่ PPO และ CYP ทำงานในชวงตนของวิถีการสังเคราะหบีตาเลน 

โดย PPO เปนเอนไซมท่ีชวยเปลี่ยนไทโรซีนเปน L-DOPA ซ่ึงเปนสารตั้งตนท่ีใชรวมกันท้ังในกลุม betaxanthins และ 

betacyanins สวน CYP มีบทบาทเฉพาะในแขนงของ betacyanin เทานั้น โดยเปลี่ยน L-DOPA ใหเปน cyclo-

DOPA เพ่ือใหสามารถจับกับ betalamic acid ได 
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จากรายงานการวิจัยท่ีผานมาพบวาบีตาเลนเปนสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ มีคุณสมบัติเดนในการชวยตานอนุมูล

อิสระ ตานการอักเสบ ตานจุลชีพ และตานมะเร็ง (Smeriglio et al., 2019; Madadi et al., 2020) นอกจากนี้ ยัง

พบวาสารสกัดบีตาเลนจากบีทรูทสามารถยับยั้งการลำเลียงน้ำตาลกลูโคสในลำไสได ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวอาจเปน

ประโยชนสำหรับผูปวยโรคเบาหวาน (Madadi et al., 2020) ในปจจบุัน สารท่ีเปนองคประกอบในผลิตภัณฑท่ีพบใน

ตลาดสวนใหญเปนสารสังเคราะห ซ่ึงอาจเปนอันตรายตอผูบริโภค และเนื่องจากผูบริโภคใหความสนใจกับสุขภาพและ

ผลิตภัณฑที่ไดจากธรรมชาติมากขึ้น จึงมีการใชประโยชนจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ไดจากพืชเพิ่มมากขึ้น และ

ดวยคุณประโยชนหลายประการที่กลาวขางตน ประกอบกับเปนสารที่มีโทนสีที่แตกตางกัน จึงเหมาะที่จะนำไป

ประยุกตใชในผลิตภัณฑไดหลากหลายชนิด ซ่ึงในปจจุบันไดมีการศึกษาและพัฒนาสารสกัดบีตาเลนจากพืชหลายชนิด

เพ่ือนำไปประยุกตใชในดานตาง ๆ เชน ดานอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม ดานการแพทย อุตสาหกรรมยา รวมถึง

ผลิตภัณฑอาหารเสริมท่ีมีการผลิตออกมาจำหนายตามทองตลาด อุตสาหกรรมเครื่องสำอางและสียอม เพ่ือตอบสนอง

ตอกลุมคนที่ตองการใชผลิตภัณฑที่มาจากธรรมชาติและตองการหลีกเลี่ยงการใชสีสังเคราะหทางเคมีที่อาจกอใหเกิด

อันตรายตอผูใช (Delgado-Vargas et al., 2000) 

แมวาจะพบรายงานการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดรวมถึงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการ

ส ังเคราะหสารกล ุ มบ ีตาเลนในพืชที ่ม ีการสะสมสารบีตาเลน เช น Amaranthus tricolor, Suaeda salsa, 

Hylocereus polyrhizus, Hylocereus costaricensis และ  Beta vulgaris (Zhao et al., 2011; Hatlestad et 

al., 2012; Qingzhu et al., 2016; Zheng et al., 2016; Xi et al., 2019) อยางไรก็ตาม ยังไมพบรายงานการศึกษา

ลำดับนิวคลีโอไทดและการแสดงออกของยีนดังกลาวจากแคลลัสของตนสรอยไกท่ีมีการสะสมสารกลุมบีตาเลนภายใน

เซลล ดังนั ้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื ่อโคลนและศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน polyphenol 

oxidase (PPO) และ CYP76AD1 (CYP) จากแคลลัสสีแดงที่มีการสะสมสารบีตาเลนจากตนสรอยไก โดยใชเทคนิค

ทางชีววิทยาระดับโมเลกุล และหวังวาขอมูลท่ีไดจากงานวิจัยในครั้งนี้จะเปนประโยชนอยางมากหากตองการนำขอมูล

ดังกลาวไปใชเปนขอมูลพื้นฐานประกอบการทำวิจัยเพื่อศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดแบบเต็มยีน (full-length gene) 

หรือใชขอมูลที่ไดในการออกแบบไพรเมอรเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในวิถีสังเคราะหสารบีตาเลนในพืชวงศ

บานไมรูโรยหรือพืชชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีการสังเคราะหและสะสมสารบีตาเลน 

  สำหรับการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน PPO และ CYP ที่โคลนไดจากแคลลัสสีแดงของตนสรอยไกนัน้ 

จะใชเทคนิคการสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสสีแดงของตนสรอยไก นำอารเอ็นเอที่สกัดไดเปนแมแบบ (template) ใน

การสังเคราะห cDNA ดวยเทคนิค reverse transcription (RT) จากนั้นเพิ่มปริมาณบางสวนของยีน PPO และ CYP 

ดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช degenerate primers ท่ีไดออกแบบไว จากนั้นตรวจสอบ

ผลิตภัณฑพีซีอารดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ผูวิจัยไดศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดของบางสวนของยีน PPO 

และ CYP จากแคลลัสตนสรอยไก รวมถึงโดเมนสำคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม จากการศึกษานี้ คาดวาจะ

สามารถใชลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) สำหรับการ

คัดเลือกพืชที่ผลิตสารบีตาเลนในเบื้องตน โดยวิธีดังกลาวเปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว นอกจากนี้ จากการเปรียบเทียบ

ลำดับนิวคลีโอไทดและลำดับกรดอะมิโนจากพืชในวงศใกลเคียงกัน โดยใชฐานขอมูล National Center for 
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Biotechnology Information (NCBI) พบบริเวณอนุรักษ (conserved region) ซึ่งสามารถนำมาใชในการออกแบบ

ไพรเมอรจำเพาะตอยีนดังกลาว และยังสามารถใชเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการศึกษาการแสดงออกของยีน

ในวิถีการสังเคราะหสารบีตาเลนตอไป  

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

 เพื่อโคลนและศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน polyphenol oxidase (PPO) และ CYP76AD1 

(CYP) จากแคลลัสสีแดงของตนสรอยไก ซึ่งคาดวาเปนยีนที่ควบคุมการการสังเคราะหสารบีตาเลน โดยใชเทคนิคทาง

ชีววิทยาระดับโมเลกุล 

 

ระเบียบวิธีวิจัย 

พืชตัวอยาง 

ในงานวิจัยนี้ใชแคลลัสสีแดงที่ไดจากการชักนำแคลลัสจากตนสรอยไกพันธุดอกสีแดง ซึ่งมีการผลิตสารกลุม

บีตาเลน ท่ีไดจากงานวิจัยกอนหนานี้ (Sang A Roon et al., 2024) โดยเพาะเลี้ยงแคลลัสในอาหารสูตร Murashige 

and Skoog (MS) (PhytotechLab, USA) ที่เสริมดวยฮอรโมน 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) 

(Sigma, USA) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ 6-benzylaminopurine (BAP) (Sigma, USA) ความเขมขน 

0.1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเลี้ยงแคลลัสในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื ่อพืช สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยขอนแกน รวมถึงตนสรอยไกที่โตเต็มวัยที่มีดอกสีแดงที่ปลูกในสภาพแวดลอมภายนอกหองเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อพืช และไดนำไประบุสายพันธุที่พิพิธภัณฑพืช สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

โดยไดหมายเลขตัวอยางคือ KKU No 25556 

 

การเพ่ิมปริมาณแคลลัสท่ีผลิตสารบีตาเลน 

ยายแคลลัสสีแดงที่มีอายุ 14 วันลงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เสริมดวยฮอรโมน 2,4-D (Sigma, USA) ความ

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP (Sigma, USA) ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ทุก ๆ 2 สัปดาหเพื่อเพ่ิม

ปริมาณแคลลัส โดยเลือกเฉพาะแคลลัสที่มีสีแดง มีลักษณะเกาะตัวแบบหลวม ๆ และมีการเจริญอยางรวดเร็วทั้งบน

อาหารแข็งและในอาหารเหลว จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 

ความเขมแสง 3,000 ลักซ (Lux) โดยใหแสงสวางเปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน  

 

การสืบคนขอมูลและการออกแบบไพรเมอร  

สำหรับการออกแบบไพรเมอรท่ีจำเพาะกับยีน PPO และ CYP ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการผลิตสารกลุมบีตาเลน 

เริ่มจากการสืบคนลำดับนิวคลีโอไทดของยีนท้ังสองจากฐานขอมูลออนไลนของ NCBI เพ่ือใชในการออกแบบไพรเมอร

จำเพาะ เม่ือไดขอมูลยีนดังกลาวจากพืชชนิดอ่ืนท่ีปรากฏในฐานขอมูล NCBI เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของยีน 

(DNA sequence alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal Omega จากเว็บไซต 



วารสารวิชาการ ปขมท. ปท่ี 15 ฉบับท่ี 1, e1637 (มกราคม - เมษายน 2569)  7 of 18 

 

CUAST Journal           https://so19.tci-thaijo.org/index.php/CUASTJournal 

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo เพ่ือหาตำแหนงของลำดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกัน โดย

ออกแบบไพรเมอร (Degenerate Primers) สำหรับยีน PPO ใชขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดจากผักโขม (Amaranthus 

tricolor; XM_057675084.1) และบีทรูท (B. vulgaris; KU644146.1) สวนไพรเมอรท่ีจำเพาะกับยีน CYP ไดใช

ลำดับนิวคลีโอไทดจากตนบีทรูท (B. vulgaris; HQ656024.1, KM592962.1) ในการออกแบบไพรเมอร  

 

การสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสท่ีผลิตสารบีตาเลน 

สกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสสีแดงจากตนสรอยไกที่มีอายุ 14 วัน โดยใชสาร TRIzol® Reagent (Invitrogen, 

USA) จากนั้นใชอารเอ็นเอที่สกัดไดเปนแมแบบในการสังเคราะหcDNA โดยใชชุด High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits (Applied Biosystems, USA)  โ ด ย เ ต ร ี ย ม  2 x Reverse Transcription Master Mix ท่ี

ประกอบดวย 10x RT Buffer 2 ไมโครลิตร  25 x dNTP Mix (100 mM) 0.8 ไมโครลิตร 10x RT Random Primers 

2 ไมโครลิตร MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ำที่ปราศจากเอนไซมนิวคลี

เอส (Nuclease-free water) ใหครบ 10 ไมโครลิตร จากนั้นเติมอารเอ็นเอ 300 นาโนกรัม/ไมโครลิตร นำไปบมท่ี 25 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีแลว บมตอท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที และบมตอท่ี 85 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 วินาที ดวยเครื่อง PCR: C1000TM Thermal Cycler (BIO-RAD, USA) จากนั้น วิเคราะหคุณภาพและ

ปริมาณของ cDNA ที่ได ดวยเครื่อง BioDrop Duo (Biochrom, UK) ปรับความเขมขนของ cDNA ใหมีความเขมขน 

100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) ในการทำ PCR ข้ันตอนตอไป  

 

การเพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

เพิ่มปริมาณยีน PPO และ CYP ในหลอดทดลอง โดยใชชุดไพรเมอรที่ออกแบบใหจำเพาะตอยีน PPO และ 

CYP โดยใชปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร (ExpressGOTM PreMix, Bioptic, Taiwan) ประกอบดวย 

cDNA ความเขมขน 100 นาโนกรัม, 1X ExpressGOTM PreMix 0.2 ไมโครโมล ของ forward primer และ reverse 

primer และปรับปริมาตรใหครบ 25 ไมโครลิตรดวยน้ำที่ปราศจากเอนไซมนิวคลีเอส (nuclease-free water) ผสม

ใหเขากันในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร แลวนำไปใสในเครื่องพีซีอาร (PCR): C1000TM Thermal Cycler (BIO-

RAD, USA) โดยปรับอุณหภูมิอัตโนมัติดังนี้ ขั้นท่ี 1 (Initial denaturation) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที 

จำนวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 (PCR amplification) จำนวน 35 รอบ ประกอบดวย 3 ขั้นตอนยอย ไดแก (1) อุณหภูมิ 95 

องศาเซลเซียส 30 วินาที (2) อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ (3) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

และขั้นที่ 3 (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที จำนวน 1 รอบ จากนั้นวิเคราะหผลิตภัณฑพีซี

อาร (PCR product) ดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใชเจลอะกาโรส ท่ีความเขมขน 1% (w/v) ใน

สารละลายทีเออีบัฟเฟอร (Tris-acetate-EDTA buffer; TAE) ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.5X โดยใชความตางศักยไฟฟา 

100 โวลต เปนระยะเวลา 30 นาที และบันทึกภาพเจลอะกาโรสดวยเครื ่องถายภาพและวิเคราะหเจล (Gel 

Documentation, BIO-RAD, USA) 
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การทำผลิตภัณฑพีซีอารใหบริสุทธิ์ 

นำผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดหลังจากการทำปฏิกิริยาไปแยกขนาดดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดย

ใชเจลท่ีมีความเขมขน 1% (w/v) ในสารละลาย TAE buffer ท่ีความเขมขนสุดทาย 0.5X และใชความตางศักยไฟฟา 

100 โวลต เปนเวลา 40 นาที จากนั้นนำแผนเจลไปสองผานภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV light) และใชใบมีดใหมท่ี

ปลอดเชื้อตัดชิ้นเจลในตำแหนงที่มีผลิตภัณฑพีซีอารเปาหมายอยู เก็บชิ้นเจลในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 

มิลลิลิตร และนำไปแยกสกัดผลิตภัณฑพีซีอารออกจากเจล โดยใชชุดแยกสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป GF-1 AmbiClean 

Kit (Vivantis Technology, Malaysia) จากนั ้นตรวจสอบคุณภาพของผลิตภ ัณฑท ี ่ ไดด วยเทคนิคอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เพื่อเปนการยืนยันวาผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดหลังจากการทำใหบริสุทธิ์นั้นยังคงมีขนาดที่ถูกตอง 

ตามท่ีคาดไว เพ่ือใชในการทดลองข้ันตอนตอไป 

 

การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายกับดีเอ็นเอพาหะ การสงถายยีนเขาสูเซลลเจาบานและการคัดเลือกเซลลท่ี

ตองการ 

การเช่ือมตอดีเอ็นเอเปาหมายกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA ligation) 

การเชื ่อมตอชิ ้นดีเอ็นเอเปาหมาย (PCR products) เขากับ pGEM® T-easy vector (Promega, USA) 

เพื่อใหไดผลิตภัณฑการเชื่อมตอ (ligation products)  ซึ่งในหลอดปฏิกิริยาประกอบดวย pGEM® T-easy vector 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, PCR products ปริมาตร 3 ไมโครลิตร, 2X Rapid Ligation Buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร

ของ T4 DNA Ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตรผสมสารใหเขากัน โดยใชปเปตดูดขึ้นลงเบา ๆ แลวนำสวนผสมดังกลาว

ไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง และนำไปใชในการทดลองข้ันตอนตอไป 

 

การสงถายพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบานและคัดเลือกเซลลท่ีตองการ (Transformation) 

การสงถาย ligation products ที่ไดจากขอ 7.1 เขาสูเซลลเจาบาน Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ 

JM109 โดยองคประกอบของหลอดปฏิกิริยาประกอบดวยเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ JM109 ที่พรอมรับดีเอ็นเอ

จากภายนอก (competent cells)  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ ligation products ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมเบา 

ๆ ดวยปเปต ตั้งท้ิงไวบนอางน้ำแข็ง 30 นาที ตามดวยนำไปแชใน heat block ท่ีปรับอุณหภูมิไวท่ี 42 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 45 - 50 วินาที จากนั้นแชในอางน้ำแข็ง 2 นาที ตามดวยการเติม Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร นำไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 rpm เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเซลล 

(spread) บนจานอาหาร LB ที่มีการเติม X-gal (ความเขมขนสุดทายเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร), IPTG และ 

ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เมื ่อครบ 16 ชั่วโมง ทำการ

คัดเลือกโคลนท่ีตองการ โดยอาศัยลักษณะทางฟโนไทป (phenotype) ท่ีเปลี่ยนแปลงของเซลลเจาบานภายหลังไดรับ

ชิ้นดีเอ็นเอเขาไป ซึ่งในการทดลองนี้ใชวิธีการคัดเลือกโคลนดวยเทคนิค blue/white colony screening โดยเลือก

โคโลนีเดี่ยว (single colony) สีขาวท่ีสามารถเจริญบนจานอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีการเติม IPTG, X-gal และยาปฏิชีวนะ

แอมพิซิลลิน จากนั้นนำมาขีดลาก (streak) บนจานอาหารเพาะเลี้ยงที่มี LB เพื่อใชสำหรับการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
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ตอไป ซึ่งกอนนำเซลลไปใชในการสกัดพลาสมิดนั้น ผูวิจัยไดนำเซลลจากโคโลนีสีขาวมาทำโคโลนีพีซีอาร (colony 

PCR) เพ่ือเปนการยืนยันผลอีกครั้งวาโคโลนีสีขาวท่ีคัดเลือกมานั้นไดรับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีนของ PPO และยีน CYP 

 

การเพาะเล้ียงโคลนท่ีคัดเลือกไดเพ่ือเพ่ิมจำนวนและแยกสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 

นำโคโลนีเดี่ยวของเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ JM109 ที่คัดเลือกไดจากขอ 7.2 ไปเพาะเลี้ยงในอาหาร 

LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินท่ีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนำไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวเก็บเก่ียวเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

5 นาที จากนั้นสกัดพลาสมิดลูกผสมตามวิธีการที่ระบุในชุดสกัดพลาสมิดสำเร็จรูป GF-1 Plasmid DNA Extraction 

Kit (Vivantis Technology, Malaysia) ตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดลูกผสมที่แยกสกัดไดดวยเทคนิคอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP  

ผู ว ิจ ัยได ส งพลาสมิดล ูกผสมไปวิเคราะหลำด ับนิวคล ีโอไทดโดยใชว ิธ ี  Dideoxy-mediated chain 

termination (Sanger et al., 1977) (Macrogen Korea) จากนั้น วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 11 software (Tamura  et al., 2021) เปรียบเทียบ

ลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับฐานขอมูลออนไลน NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) จากนั ้นนำไปว ิเคราะหหาลำดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม BioEdit 

(Alzohairy, 2011)  และวิเคราะหตำแหนงโดเมนของโปรตีน (protein domain) ในฐานขอมูล Conserved Domain 

(CD Search, NCBI)  

 

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการทดลอง 

การเพ่ิมปริมาณแคลลัสท่ีผลิตสารบีตาเลน 

เมื่อนำแคลลัสตนสรอยไกมาวางบนอาหารสูตร MS ที่เสริมดวยฮอรโมน 2,4-D ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ

ลิตร และ BAP ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสง 3,000 ลักซ เปน

เวลา 16 ชั่วโมงและในที่มืด 8 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 2 สัปดาห พบวาแคลลัสมีการเจริญอยางรวดเร็ว และมีลักษณะ

เปนแคลลัสที่เซลลจับกันแบบหลวม ๆ (Friable callus) เซลลมีลักษณะชุมน้ำ ออนนุม เซลลมีสีแดงอยางสม่ำเสมอ 

(ภาพท่ี 2) บงบอกวามีการผลิตและสะสมสารบีตาเลน ซ่ึงเปนคุณสมบัติของแคลลัสตามท่ีตองการ  
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ภาพท่ี 2 ลักษณะแคลลัสหลังจากการเพาะเลี้ยง 14 วัน ในอาหารสูตร MS ท่ีเสริมดวยฮอรโมน 2,4-D ความเขมขน 1 

มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

การสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสตนสรอยไกท่ีผลิตสารบีตาเลน 

 ผลการสกัดอารเอ็นเอจากแคลลัสดวย TRIzol® Reagent ภายหลังการตราวจสอบขนาดของอารเอ็นเอดวย

เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใชเจลที่มีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ในสารละลายบัฟเฟอร 0.5 เปอรเซ็นต 

TAE ที่ความตางศักย 50 โวลต เปนเวลา 30 นาที และบันทึกภาพดวยเครื ่องถายภาพและวิเคราะหเจล (Gel 

Documentation, BIO-RAD, USA) พบวาอารเอ็นเอท่ีสกัดไดม ีความบริส ุทธิ์ เนื ่องจากพบแถบที ่คมชัดของ 

ribosomal อารเอ็นเอ (rRNA) จำนวน 3 แถบ คือ 28S rRNA, 18S rRNA และอารเอ็นเอขนาดเล็ก (5.8S และ 5S) 

rRNA (ภาพท่ี 3) และมีปริมาณท่ีเหมาะสมสำหรับใชในการทดลองข้ันตอไป นอกจากนี้ ไมพบแถบของดีเอ็นเอท้ังหมด 

(genomic DNA) ที่อาจปนเปอนมากับตัวอยาง และไมพบรอยสเมียร (smear) ซึ่งอาจบงชี้ถึงการเสียสภาพของอาร

เอ็นเอ ท้ังนี้  

 

 
 

ภาพท่ี 3 อารเอ็นเอที ่แยกสกัดไดจากแคลลัสสีแดงจากตนสรอยไก (Lane 1 ; Lambda DNA/ EcoRI Marker, 

Lanes 2 ถึง 6; อารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากแคลลัสสีแดงตนสรอยไก ตัวอยางท่ี 1 - 5)  
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การสืบคนขอมูลและการออกแบบไพรเมอร 

ผูวิจัยออกแบบไพรเมอร (Degenerate primers) สำหรับยีน PPO โดยใชขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดจากผัก

โขม (Amaranthus tricolor; XM_057675084.1) และบีทรูท (B. vulgaris; KU644146.1) สวนไพรเมอรที่จำเพาะ

กับยีน CYP ไดใชลำดับนิวคลีโอไทดจากตนบีทรูท (B. vulgaris; HQ656024.1, KM592962.1) การออกแบบไพร

เมอรสำหรับยีน CYP โดยใชลำดับนิวคลีโอไทดจาก B. vulgaris ท้ังสองรหัส HQ656024.1 และ KM592962.1 แมวา

จะเปนยีนท่ีแตกตางจากพืชชนิดอ่ืน ๆ สามารถทำได เนื่องจากบีทรูท (Beta vulgaris) เปนพืชท่ีอยูในวงศเดียวกันกับ

ตนสรอยไก (Celosia argentea) และมีลำดับนิวคลีโอไทดของยีน CYP ที่อาจมีความใกลเคียงกัน โดยการเลือกยีน

จากพืชชนิดใกลเคยีงกันสามารถใหผลทีแ่มนยำ ในกระบวนการออกแบบไพรเมอรลำดับนิวคลีโอไทดจากพืชตางชนิด

กันอาจมีการเปลี่ยนแปลงในลำดับที่สำคัญสำหรับการจับกับไพรเมอรได ขอมูลที่มีในฐานขอมูลอาจจำกัด โดยการ

เลือกใชลำดับนิวคลีโอไทดจากพืชชนิดเดียวกัน เชน B. vulgaris จะชวยใหการออกแบบไพรเมอรมีความแมนยำ และ

ความเหมาะสมในการทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) มากขึ้น เพราะขอมูล

เหลานี้มีการศึกษาและถูกบันทึกไวอยางครบถวน ในกรณีที่ยีน CYP ไมพบขอมูลในพืชอื่นๆ ที่ศึกษาใกลเคียงกันมา

กอน การใชยีนจากพืชเดียวกันท่ีมีขอมูลพ้ืนฐานเปนประโยชนในข้ันตอนการออกแบบไพรเมอร เนื่องจากการใชขอมูล

จากพืชที่มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันจะชวยใหไดไพรเมอรที่มีความจำเพาะและประสิทธิภาพในการทำ PCR 

ที่ดี ความสัมพันธใกลเคียงกันในวงศหรือสกุลเดียวกันอาจใหผลการทดลองที่แมนยำและสอดคลองกันมากกวาการใช

ยีนจากพืชท่ีมีการพัฒนาในเสนทางพันธุกรรมตางชนิดในการออกแบบไพรเมอร (ตารางท่ี 1) เพ่ือใชในการเพ่ิมปริมาณ

ยีนในข้ันตอนการทำ PCR 

 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอรท่ีใชสำหรับการเพ่ิมปริมาณยีน PPO และ CYP  

ลำดับที ่ ชื่อไพรเมอร ไพรเมอร (5′ → 3′) ขนาดของ PCR product (bp) ตำแหนง Degenerate 

1 PPO-F GAA T/CTG GGA TCA T/CCC A/TGA TGG ∼ 525 T/C, T/C, A/T 

2 PPO-R ACA GGA/T TT/GA GCG/A TTT TCA TCA  A/T, T/G, G/A 

3 CYP-F GGA AGT GTA ACA ACT ATT GTT G ∼ 440  

4 CYP-R CAG CAT AAT TAG GT/CT/C TG/TC CAA T  T/C, T/C, G/T 

 

การเพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

จากการทำพีซีอาร โดยนำอารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลแคลลัสตนสรอยไก สังเคราะห cDNA และนำ cDNA 

ที่สังเคราะหไดมาใชเปนแมแบบในการเพิ่มปริมาณยีน PPO และ CYP ดวยเทคนิคพีซีอาร และตรวจสอบผลดวย

เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใชเจลที่มีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ในสารละลายบัฟเฟอร TAE 0.5 

เปอรเซ็นต ที่ความตางศักย 50 โวลต เปนเวลา 30 นาที และบันทึกภาพดวยเครื่องถายภาพและวิเคราะหเจล พบวา

แถบผลิตภัณฑพีซีอารที่คาดวาเปนชิ้นสวนของยีน PPO มีขนาดประมาณ 500 bp และ ยีน CYP มีขนาดประมาณ 

400 bp (ภาพท่ี 4) ซึ ่งมีความคมชัด นอกจากนี ้ไมพบแถบผลิตภัณฑพีซีอารที ่ไมตองการ (non-specific PCR 
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products) ซึ่งบงบอกวาสภาวะที่ใชในการทำปฏิกิริยาพีซีอารมีความเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณยนี PPO และ CYP 

จากแคลลัสตนสรอยไก 

 

 
 

ภาพท่ี 4 การตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส จากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคพีซี

อาร (Lane 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Lanes 2 และ 4: ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นยีน 

PPO และ CYP โดยใชไพรเมอร PPO-F, PPO-R และ CYP-F, CYP-R ตามลำดับ และ Lanes 3 และ 5: ไมมีตัวอยาง) 

 

การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายกับดีเอ็นเอพาหะ การสงถายยีนเขาสูเซลลเจาบานและการคัดเลือกเซลลท่ี

ตองการ 

หลังจากการเพ่ิมปริมาณยีน PPO และ CYP ดวยเทคนิคพีซีอาร พบวาผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมีขนาดตรงตามท่ี

คาดไว จึงสกัดผลิตภัณฑพีซีอารออกจากเจล โดยใชชุดแยกสกัดดีเอ็นสำเร็จรูป GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis 

Technology, Malaysia) จากนั้นเชื่อมตอผลิตภัณฑพีซีอารกับ pGEM® T-easy vector และสงถายผลิตภัณฑการ

เชื่อมตอ (ligation products) ท่ีได เขาสูเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ JM109 และคัดเลือกโคโลนีท่ีตองการโดยใช

เทคนิค blue/white colony selection โดยจะเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวซึ่งเปนโคโลนีที่ไดรับการสงถายพลาสมิดลูก

ผสมเขาไปภายในเซลล นอกจากนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิคโคโลนีพีซีอาร (colony PCR) เพื่อใชในการตรวจสอบและยนืยัน

ผลการคัดเลือกโคโลนีท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมที่มียีนของ PPO และยีน CYP จากผลการทดลองพบวา โคโลนีสีขาวท่ี

ผานการคัดเลือกมานั้นมีแถบของผลิตภัณฑพีซีอารของยีน PPO ที่มีขนาดประมาณ 500 และ 250 bp และยีน CYP 

ที่มีขนาดประมาณ 400 bp ซึ่งเปนไปตามที่คาดไว (ภาพที่ 5) จากนั้นนำเซลลจากโคโลนีที่คัดเลือกไดไปเพาะเลี้ยง 

และสกัดพลาสมิดด ีเอ ็นเอโดยใช ช ุดสก ัดพลาสมิดสำเร ็จร ูป GF-1 Plasmid DNA Extraction Kit (Vivantis 

Technology, Malaysia) และสงพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดไปวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทดตอไป 

 



วารสารวิชาการ ปขมท. ปท่ี 15 ฉบับท่ี 1, e1637 (มกราคม - เมษายน 2569)  13 of 18 

 

CUAST Journal           https://so19.tci-thaijo.org/index.php/CUASTJournal 

 
 

ภาพที่ 5 การตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส หลังจากการตรวจสอบโคโลนีท่ี

ไดรับยีน PPO และ CYP จากแคลลัสตนสรอยไก (Lane 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Lanes 2-4: ผลิตภัณฑ

พีซีอารท่ีไดจากโคโลนีสีขาวท่ีไดรับยีน PPO; Lanes 5-7:ผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากโคโลนีสีขาวท่ีไดรับยีน CYP) 

 

การศึกษาลำดับนิวคลิโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP  

 เนื่องจากยังไมมีการรายงานขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดของยีน PPO และ CYP จากแคลลัสของตนสรอยไกใน

ฐานขอมูล NCBI มากอน ดังนั้นการโคลนยีนและการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP จาก

แคลลัสของตนสรอยไกในครั้งนี้จึงใชขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดของพืชวงศบานไมรูโรย (Amaranthaceae) ท่ีมีรายงาน

ไวในฐานขอมูล NCBI เพ่ือใชเปนแนวทางในการดำเนินการทดลอง เชน การออกแบบไพรเมอรท่ีจำเพาะกับยีน รวมถึง

วิเคราะหขอมูลท่ีไดจากการตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด เปนตน 

 เม่ือศึกษาและเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทดลองนี้และยีนอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงาน

ในฐานขอมูล และนำขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดที่ได มาวิเคราะหโดยใชโปรแกรม MEGA11 พบวาลำดับนิวคลีโอไทด

ของยีน PPO มีความยาวเทากับ 471 นิวคลีโอไทด เมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทดกับฐานขอมูล NCBI พบวามี

ค ว าม เหม ื อน  (percent identity)  ก ั บ ล ำด ั บน ิ ว คลี โ อ ไทด  ข อ ง ผ ั ก โ ข มส ว น  (Amaranthus tricolor ; 

XM_057675084.1) รอยละ 74.82  จากนั้นนำไปวิเคราะหหาลำดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม BioEdit พบวาสามารถ

แปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 156 กรดอะมิโน (ภาพที่ 6) และเมื่อนำลำดับกรดอะมิโนไปวิเคราะหดวยโปรแกรม 

Conserved Domain Search Service (CD Search) ตรงกับลำดับกรดอะมิโนท่ีเปนโดเมนของเอนไซม polyphenol 

oxidases (PPO) ในฐานขอมูล NCBI โดยมีหมายเลข accession number คือ cl13563 และ cl02830 โดยเอนไซม 

PPO นั้นจัดเปนเอนไซมท่ีเก่ียวของในกระบวนการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลนบีตาเลนในพืชรวมถึงตนสรอยไก โดยมี

หนาท่ีเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดอะมิโนไทโรซีนไปเปน L-DOPA จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวายีน PPO ที่โคลนได

บางสวนจากแคลลัสตนสรอยไกนั้น เปนยีนท่ีจะถูกแปลรหัสไปเปนโปรตีนที่เปนเอนไซมชื่อ PPO ซึ่งมีบทบาทและ

หนาท่ีในการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลนบีตาเลนในแคลลัสตนสรอยไก 
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ภาพท่ี 6 ลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO ของตนสรอยไก และลำดับกรดอะมิโนตำแหนงท่ีตัวหนาสีแดง แสดง

ถึงตำแหนงบริเวณอนุรักษ 

 

เม่ือนำลำดับนิวคลีโอไทดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA11 พบวา ลำดับนิวคลีโอไทดของยีน CYP มีความ

ยาว 270 นิวคลีโอไทด เมื่อนำนิวคลโีอไทดไปเทรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวามีความเหมือนกับลำดับนิวคลโีอ

ไทดของตนหงอนไก (Celosia cristata ; KC857455.1) ตนผักโขมแดง (Amaranthus cruentus ; HQ656025.1) 

1     ATA GAT TTG GCT TAC AAC AGA AGC TTT GTA GAG GCC GAT TAT ACA   45 

1         I   D   L   A   Y   N   R   S   F   V   E   A   D   Y   T    15 

 

46    GAC AAG CAA CAG ATC CAG GAA AAC TTA CTA CTC CTG CGC AAG CAA   90 

16     D   K   Q   Q   I   Q   E   N   L   L   L   L   R   K   Q   30 

 

91    ATG TTG TAT GTA ACT AAA CCC AAT CTC TTT TTT GGT GCG GAA TAT   135 

31       M   L   Y   V   T   K   P   N   L   F   F   G   A   E   Y             45 

 

136   GTA GGT GGA GAT GCC GGT CAG TTT CAA GCT TCT AGC GCG GGT TCC   180 

46       V   G   G   D   A   G   Q   F   Q   A   S   S   A   G   S    60 

 

181   CTT GAG AGA TCT CCT CAC AAT AAT GTT CAC ATT TGG ACT GGA CAA   225 

61     L   E   R   S   P   H   N   N   V   H   I   W   T   G   Q    75 

 

226   AAG ATC GAT GGT GGT AAA GAC ATG GGT GCT TTT TGG TCT TCT GCT   270 

76       K   I   D   G   G   K   D   M   G   A   F   W   S   S   A    90 

 

271   CGG GAC TCT ATC TTC TAT TGT CAT CAC GCC AAC GTT GAT CGA ATG   315 

91       R   D   S   I   F   Y   C   H   H   A   N   V   D   R   M    105 

 

316   TGG GAC ATC TGG ATT AAC AAC CTT CCA GGG TCT GGA AGA GTC GAC   360 

106      W   D   I   W   I   N   N   L   P   G   S   G   R   V   D    120 

 

361   CTC AAC GTA CCA GAC TAC CTC AAT GCG TAC TTC ATT TTC TAT GAT   405 

121    L   N   V   P   D   Y   L   N   A   Y   F   I   F   Y   D    135 

 

406   GAA AAC GCT AAA CCT GTA ATC ACT AGT GAA TTC GCG GCC GCC TGC   450 

136      E   N   A   K   P   V   I   T   S   E   F   A   A   A   C    150 

 

451   AGG TCG ACC ATA TGG GAG AG-   471 

151    R   S   T   I   W   E  XXX   156 
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ตนผักโขมสวน(Amaranthus tricolor ; MT740230.1) และควินัว (Chenopodium quinoa ; XM_021913610.1) 

รอยละ 98.90 87.41, 86.67 และ 84.44 ตามลำดับ จากนั้นใชโปรแกรม BioEdit ในการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 

90 กรดอะมิโน (ภาพท่ี 7) และพบวาลำดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความคลายกับลำดับกรดอะมิโนท่ีเปนตำแหนงโดเมน

ของเอนไซมกลุม cytochrome P450 ในฐานขอมูล NCBI โดยมีหมายเลข accession number คือ cl41757 โดย

เอนไซมดังกลาวมีสวนเก่ียวของในกระบวนการสังเคราะหสารบีตาเลนบีตาเลนในตนพืชท่ีมีการสะสมสารกลุมบีตาเลน

บีตาเลน ซ่ึงมีหนาท่ีในการเปลี่ยน L-DOPA ไปเปน cyclo-DOPA  

 

 
 

ภาพท่ี 7 ลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน CYP ของตนสรอยไกและลำดับกรดอะมิโน ตำแหนงที่ตัวหนาสีแดง 

แสดงถึงตำแหนงบริเวณอนุรักษ 

 

สรุปผลการวิจัย 

การโคลนและศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP จากแคลลัสของตนสรอยไก 

 จากผลการทดลองพบวาเมื่อนำพลาสมิดที่สกัดไดจากเซลลเจาบาน E. coli สายพันธุ JM109 ท่ีไปวิเคราะห

หาลำดับนิวคลโีอไทด พบวา E. coli ที่ไดรับพลาสมิดลูกผสมที่มียีน PPO บางสวนมีความเหมือนกับผักโขมสวน รอย

ละ 74.82 สำหรับ E. coli ท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมที่มียีน CYP บางสวนนั้น พบวามีความเหมือนกับตนหงอนไกรอย

ละ 98.90 รวมถึงผักโขมแดง ผักโขมสวน และควินัว รอยละ 87.50, 86.76 และ 84.44 ตามลำดับ นอกจากนี้ผูวิจัยได

นำลำดับนิวคลิโอไทดไปวิเคราะหหาลำดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม BioEdit และเมื่อนำลำดับกรดอะมิโนไปเทียบ

1     TGG CGA AAT TTC CGA AAA ATC ACC GCC GTT CAC TTA CTC TCC CCA   45 

1      W   R   N   F   R   K   I   T   A   V   H   L   L   S   P    15 

 

46    CTA AGA CTA GAT GCT TGC CAA TCC CTT AGG CAT GCC AAA GTG CAA   90 

16     L   R   L   D   A   C   Q   S   L   R   H   A   K   V   Q    30 

 

91    CAA CTT TTT CAA TAC GTA CAA GAA TGT GCT CAA AAA GGT CAA GCT   135 

31     Q   L   F   Q   Y   V   Q   E   C   A   Q   K   G   Q   A    45 

 

136   GTT GAC ATT GGC AAA GCT GCA TTT ACC ACT TCC CTT AAT TTG TTA   180 

46     V   D   I   G   K   A   A   F   T   T   S   L   N   L   L    60 

 

181   TCA AAA CTA TTC TTT TCA AAA GAA TTA GCG AGC CAT AAA TCC CAT   225 

61     S   K   L   F   F   S   K   E   L   A   S   H   K   S   H    75 

 

226   GAA TCA CAA GAA TTT AAG CAA TTA ATT TGG AAT ATA ATG GAA GAT   270 

76     E   S   Q   E   F   K   Q   L   I   W   N   I   M   E   D    90 
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กับฐานขอมูล NCBI โดยใชโปรแกรม CD Search พบวาลำดับกรดอะมิโนที ่ไดจากยีน PPO และ CYP มีความ

เหมือนกับลำดับกรดอะมิโนที่เปนตำแหนงโดเมนของเอนไซม polyphenol oxidases (PPO) และกลุมของเอนไซม 

cytochrome P450  

ยีน PPO และCYP ที่โคลนไดจะมีตนกำเนิดมาจากพืชชนิดเดียวกัน คือ แคลลัสสีแดงของตนสรอยไก 

(Celosia argentea var. plumosa) แตเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกบัฐานขอมูล พบวา ยีน PPO 

มีความคลายคลึงสูงสุดกับยีนจากผักโขมสวน (Amaranthus tricolor) ขณะที่ ยีน CYP กลับมีความคลายคลึงสูงสุด

กับยีนจากตนหงอนไก (Celosia cristata) และยังมีความคลายคลึงกับพืชในสกุลอื่น ๆ ในวงศ Amaranthaceae 

เชน Amaranthus cruentus และ Chenopodium quinoa อีกดวย ความแตกตางในการจับคูความคลายคลึงนี้

สามารถอธิบายไดจากปจจัยหลายประการ ไดแก ความแตกตางของอัตราการวิวัฒนาการของแตละยีน (Gene 

Evolution Rate) ยีนแตละยีนมีความเร็วในการกลายพันธุไมเทากัน บางยีนมีการอนุรักษสูง (highly conserved) 

ขณะท่ีบางยีนมีการเปลี่ยนแปลงมากข้ึนเม่ือเวลาผานไป ยีน PPO เปนยีนท่ีพบไดกวางในพืชหลายชนิดและมีฟงกชันท่ี

กวางเกี ่ยวของกับกระบวนการออกซิเดชัน จึงอาจมีความแปรผันมากกวา CYP ที่มีบทบาทจำเพาะในเสนทาง

ส ังเคราะหบ ีตาเลน สวนล ักษณะของยีนในระดับสายวิว ัฒนาการ (Phylogenetic divergence) พืชในวงศ 

Amaranthaceae แมจะมีสายวิวัฒนาการที่ใกลเคียงกัน แตก็มีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับของแตละยีน 

จึงอาจทำใหบางยีนของตนสรอยไกมีความคลายกับผักโขมสวน ขณะท่ีอีกยีนหนึ่งมีความคลายกับตนหงอนไกมากกวา

ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Sunnadeniya et al. (2016) ที่ศึกษายีนในเสนทางบีตาเลนในบีทรูท (Beta vulgaris) 

พบวายีน CYP มีรูปแบบเฉพาะในบางสายพันธุมากกวายีน PPO ซ่ึงพบในวงกวางของพืชท่ีไมจำเปนตองผลิตบีตาเลน

เสมอไป สำหรับระดับการอนุรักษของโดเมนในโปรตีน (Protein Domain Conservation) ถึงแมลำดับนิวคลีโอไทด

อาจแปรผัน แตโดเมนท่ีมีหนาท่ีในโปรตีน (functional domain) ยังคงอนุรักษไว ดังท่ียืนยันจากผลการวิเคราะหดวย 

CD Search วาทั ้ง PPO และ CYP ที่ไดจากตนสรอยไกนั ้นมีโดเมนตรงกับกลุ มของ polyphenol oxidase และ 

cytochrome P450 ตามลำดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวามีการรักษาหนาที่ไวแมมีความหลากหลายในลำดับนิวคลีโอไทด 

สวนของขนาดตัวอยางของลำดับ (Partial gene fragment) ในงานวิจัยนี้ใชการโคลนยีนบางสวน (partial cDNA) ซ่ึง

อาจครอบคลุมเฉพาะบริเวณที่มีความแปรผันสูงหรือต่ำไมเทากันในแตละยีน จึงทำใหผลการเปรียบเทียบแตกตางกัน 

ขนาดและตำแหนงของลำดับท่ีใชวิเคราะหมีผลตอระดับความคลายคลึงอยางมาก 

จากผลการทดลองท้ังหมดนี้สามารถสรุปไดวายีน PPO และ CYP ท่ีโคลนไดจากแคลลัสสีแดงของตนสรอยไก

นั้น เปนยีนที่เกี่ยวของในวิถีการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลนในแคลลัสตนสรอยไก โดยยีนดังกลาวจะถูกแปลรหัสเปน

โปรตีนท่ีทำหนาท่ีเปนเอนไซมในวิถีการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลน ซ่ึงผลลัพธท่ีไดเปนไปตามวัตถุประสงคท่ีไดกำหนด

ไว ซ่ึงทางคณะผูวิจัยคาดหวังวาขอมูลและองคความรูท่ีไดจากการวิจัยครั้งนี้จะเปนประโยชนอยางยิ่งสำหรับการศึกษา

การแสดงออกของยีน รวมถึงการโคลนยีน Be 5-GT และยีน DODA จากพืชที่มีการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลน 

นอกจากนี้ ขอมูลดังกลาวยังสามารถนำไปใชเปนพื้นฐานในการศึกษาการแสดงออกของยีน และการโคลนยีนท่ีแปล

รหัสไปเปนโปรตีนซ่ึงทำหนาท่ีเปนเอนไซมในวิถีการสังเคราะหสารกลุมบีตาเลนในพืชสายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีมีการสังเคราะห

และสะสมสารบีตาเลนอีกดวย 
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ขอเสนอแนะการวิจัย 

การศึกษาในครั้งนี้ซึ่งมุงเนนการโคลนและวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP จาก

แคลลัสของตนสรอยไก ควรขยายขอบเขตการวิจัยโดยดำเนินการเปรียบเทียบผลในแคลลัสที่มีสีแตกตางกัน ของตน

สรอยไกเพิ่มเติม และการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน PPO และ CYP ที่ไดดำเนินการในครั้งนี้ สามารถ

นำไปพัฒนาตอยอดเพ่ือศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดแบบเต็มยีนในอนาคตได นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้มุงเนนการศึกษาใน

ระดับโมเลกุลเพื่อใหเกิดความเขาใจกลไกการสังเคราะหสารบีตาเลน ดังนั้น จำเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการศึกษาวิจัย

เพ่ิมเติมเก่ียวกับวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตสารบีตาเลน ท้ังนี้เพ่ือสามารถนำองคความรูดังกลาวไปประยุกตใช

สำหรับการผลิตสารบีตาเลนในระดับอุตสาหกรรมไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป 
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