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COMT (Caffeate-O-Methyl-Transferase) gene involves in lignin, an important part 

of wood component synthesis. DNA sequence of COMT genes from genebank 

information of Clarkia breweri, Liguilambar styraciflua, Saccharum officinarum, Lolium 

multiforum and Festuca arundinacea were taken to identify similar base sequence using 

comparative principle of multiple alignment. The result revealed identical DNA sequence 

that could be used as primer to increase number of COMT gene parts from cDNA of 

Chachengsao Para rubber var. 50. When the base sequence were studies, it was found 

that DNA was 549 bp. And when compared to base sequence in those other crops, it was 

found that Liguilambar styraciflua had 47.5% of identity which was the highest. 

Lux primer design by using the sequence of gene parts line up and examining 

distinctiveness revealed that the primer obtained could increase only one band of K21 

Para rubber gene part which was 108 bp., and when examined expression of cloned 

gene parts with K21 Para rubber leaves, it was found that the obtained primer could be 

used to check quantity of gene expression with Quantitative Real-Time RT-PCR 

technique.    

  

 

รหัสกิจกรรม   05-01-47-03

รหัสการทดลอง   05-01-47-0302 



 

บทคัดยอบทคัดยอ  
 

ยีน COMT (caffeate O-methyl-transferase) เปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห 

ลิกนินที่เปนองคประกอบของเนื้อไม จากการนําลําดับดีเอ็นเอของยีน COMT จากฐานขอมูล 

GenBank ของ Clarkia breweri, Liquidambar styraciflua, Saccharum officinarum, Lolium 

multiflorum และ Festuca arundinacea มาหาลําดับเบสสวนที่เหมือนกันโดยอาศัยหลักการ

เปรียบเทียบ Multiple Alignment พบลําดับเบสที่เหมือนกันและใชเปน primer ที่สามารถเพิ่ม

ปริมาณชิ้นสวนของยีน COMT จาก cDNA ของยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 ได และเมื่อนําไปหา

ลําดับเบสพบวาชิ้นดีเอ็นเอมีขนาดเทากับ 549 bp. และเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีน 

COMT ในพืชชนิดอ่ืนพบวามีลําดับเบสเหมือนกันมากที่สุดใน Liquidambar styraciflua มีคา 

Identity 47.5%  

จากการนําลําดับการเรียงตัวของชิ้นสวนยีนไปออกแบบ LUX primer และตรวจสอบ

ความจําเพาะ พบวา primer ที่ไดสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนจากยางพาราพันธุ K21 ได

เพียงแถบเดียว ซึ่งมีขนาดเทากับ 108 bp. และเมื่อนําไปตรวจสอบการแสดงออกของชิ้นสวนยีนที่

โคลนไดกับสวนใบของยางพาราพันธุ K21 พบวา primer ดังกลาวสามารถใชตรวจสอบปริมาณการ

แสดงออกของยีนไดดวยเทคนิค Quantitative Real-Time RT-PCR  

 
คํานําคํานํา  

 

ยางพาราเปนพืชเศรษฐกิจทีสํ่าคัญของประเทศ และทาํรายไดใหเกษตรกรโดยการกรีดยาง 

นําน้ํายางมาผานการแปรรูป สงไปจําหนายยังตางประเทศ จนยางพาราเปน 1 ใน 4 ชนิดของสินคา

หลักของประเทศ เมื่อประมาณป 2512 เปนตนมา ไมจากปาธรรมชาติมีจํานวนลดลงและเริ่มมีราคา

สูงขึ้น ผูประกอบการที่ตองการใชไมมาทาํลังเพื่อบรรจุผลิตภัณฑ เชน เครื่องยนต เครื่องจักร พืชผล

ทางการเกษตรชนิดตางๆ ผลผลิตทางทะเล ผูประกอบจงึไดหันมาใชไมชนิดอื่นๆ รวมทั้งไมยางพารา   

ตอมาไดมีการพัฒนากรรมวธิีวิธีรักษาเนื้อไมใหมีความทนทาน และนํามาผลิตเฟอรนิเจอร มกีาร

พัฒนารูปแบบ และสงออกไปจําหนายในประเทศตางๆ มากขึน้ ในป 2543 อุตสาหรรมเฟอรนิเจอร

ไมยางพาราไดมีการสงออกเปนมูลคาไมต่าํกวา 22,000 ลานบาท (สรรพกิจ, 2544) 

การปรับปรุงพันธุยางใหมีผลผลิตเนื้อไมสูงเพิ่มข้ึนจาก 45 ลบ.ม./ไร เปน 60 ลบ.ม./ไร ตาม

เปาหมายของกรมวิชาการเกษตรนั้น วิธีที่นาจะทําเพื่อใหไดผลผลิตเนื้อไมไดตามเปาหมายนั้น อาจ

ทําไดโดยการปรับปรุงพันธุยางแบบปกติรวมกับการใชเทคนิคทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ ที่ผานมา



 

สถาบันวิจัยยางไดเร่ิมดําเนินการปรับปรุงพันธุยางเพื่อเนื้อไมดวยวิธีการผสมพันธุและคัดเลือกพันธุ

โดยดูจากลักษณะทางฟโนไทป ปจจุบันความกาวหนาทางดานเทคโนโลยีชีวภาพไดพัฒนาไปอยาง

รวดเร็วและมีการนํามาประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุพืชหลายชนิด สําหรับในยางพารา

เทคโนโลยีชีวภาพ สามารถนํามาใชเพิ่มผลผลิตเนื้อไมไดโดยการคนหาทดสอบและวิเคราะหยีนที่

เกี่ยวของกับเนื้อไมยาง ที่สามารถใชเปนโมเลกุลเครื่องหมายสําหรับปรับปรุงพันธุยางใหมีเนื้อไมสูง 

และเพิ่มประสิทธิภาพในการปรับปรุงพันธุใหรวดเร็ว แมนยํา โดยคัดเลือกพันธุจากยีนที่มีลักษณะ

จําเพาะในระดับพันธุกรรม ตนยางที่มีอัตราการเจริญเติบโตเร็ว การพัฒนาของทอลําเลียงน้ํามี

ประสิทธิภาพ และกระบวนการสังเคราะหลิกนินเกิดขึ้นอยางเต็มที่เปนปจจัยที่สงเสริมใหตนยางมี

ผลผลิตเนื้อไมสูงและมีคุณภาพดี 

ในไมยืนตนการเจริญเติบโตของเสนผาศูนยกลางของตนเปนผลมาจากการเจริญเติบโตของ 

Vascular cambium (Larson 1994, Telewski et.al.,1996) ซึ่งจะพัฒนาไปเปนเซลลที่มีหนาที่ลํา

เลี้ยงน้ํา (Xylem) และใหความแข็งแรงของตน (Wood) การพัฒนาของทอลําเลียงน้ํา และทอลําเลียง

อาหาร เกี่ยวของกับกระบวนการพื้นฐานของการเจริญเติบโตของพืช รวมทั้งการแบงเซลล การขยาย

ขนาดเซลล การสรางผนังเซลล ซึ่งมีสวนสัมพันธกับการสราง Cellulose, Hemicellulose, ลิกนิน และ

การตายของเซลล ระหวางขั้นตอนการพัฒนาจะมีผลตอคุณสมบัติโครงสรางของเนื้อไมและเสนใย 

ในพืชลิกนินเปนองคประกอบหลักที่สําคัญของผนังเซลล เซลลที่ทําหนาที่ เชน องคประกอบ

ของ tracheary sclerenchyma และ phloem fiber ซึ่งองคประกอบเหลานี้จะมีการพัฒนาตอไปเปน

เซลลที่ทําหนาที่ลําเลียงน้ําและอาหาร อีกทั้งเปนที่ยอมรับกันมานานแลววาการสังเคราะหลิกนินมี 

ความสัมพันธกับความแข็งแรงของลําตนพืช (Qing et.al., 2002) 

ยีน COMT (caffeate O-methyl-transferase) เปนเอ็นไซมที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับ

กระบวนการสรางลิกนินในพืช โดยเปนตัวเรงปฏิกิริยา methylation ของ caffeic acid ใหเปลี่ยนไป

เปน ferulic acid และเปลี่ยน 5-hydroxyferulic acid ไปเปน sinapic acid ซึ่งขั้นตอนเหลานี้มี

ความเกี่ยวของกับการสรางองคประกอบของลิกนิน (Chung and Wang, 2000) 

ในไมที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจมีขอมูลเกี่ยวกับการควบคุมลักษณะทางพันธุกรรมในการสราง

เนื้อไมนอยมาก (Baucher et.al.,1998) มีรายงานการศึกษาในพืชไมเนื้อออน เชน Zinnia และ 

Arabidopsis พบวาตนที่ไดรับการดัดแปลงทางพันธุกรรมของยีน COMT (caffeate O-methyl-

transferase) มีการพัฒนาของทอลําเลียงตางไปจากตนปกติ การเปรียบเทียบการสังเคราะห 

cellulose และ lignin จึงเปนจุดที่นาสนใจ ที่สามารถใชเปนแนวทางในการคนหายีนที่เกี่ยวของกับ

การสรางเนื้อไม (Meyer et.al.,1996; Pear et.al.,1996) ตัวอยางที่เกี่ยวเนื่องของ lignin กับ 

monomer ที่เปลี่ยน จาก caffeate O-methyl-transferase (COMT) (Ralph et.al.,2001) พบวาใน 

trangenic line เมื่อลดกิจกรรมของยีน COMT จะมีสวนประกอบของ lignin ลดลง 



 

การคนหายีนโดยวิเคราะหจากการแสดงออกมีความสําคัญมากในการศึกษาหนาที่ของยีนที่

ผานมาการแสดงออกของยีนวิเคราะหโดยใชเทคนิค Northern blotting, RNA dot blotting และ 

RT-PCR การคนหายีนที่แสดงออกแตกตางกันระหวาง 2 ตัวอยาง ทําไดโดยใชเทคนิค differential 

display แตเปนเทคนิคที่ไมสามารถศึกษาการแสดงออกของยีนในเชิงปริมาณ ปจจุบันมีเทคนิค 

Quantitative Real Time RT-PCR สามารถศึกษาการแสดงออกของยีนในเชิงปริมาณได ซึ่งชวยลด

ขอจํากัดของกระบวนการ PCR แบบดั้งเดิมที่ไมสามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน บอกไดแตเพียง

วามีดีเอ็นเอเปาหมายอยูหรือไม อีกทั้งยังสามารถตรวจสอบผลไดเร็วหลังจากกระบวนการ PCR 

เสร็จส้ินลง นอกจากนี้ยังสามารถหาปริมาณตั้งตนของดีเอ็นเอเปาหมายจาก unknown sample 

สามารถทําไดโดยใช Standard DNA (ดีเอ็นเอเปาหมายที่ทราบปริมาณ) มาเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมควบคูกับดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการทราบปริมาณ (unknown DNA) ขอมูลที่ไดจากกลุม

ของ Standard DNA จะถูกนําไปสรางเปน calibration graph เพื่อใหกลุม unknown DNA ให

เปรียบเทียบหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน(หนวยไวรัสวิทยาและจุลชีววิทยาโมเลกุล, 2542) ซึ่ง 

Standard DNA สามารถสรางไดจาก plasmid ที่มีชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายอยู (Wawrik et al., 2002) 

การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อโคลนชิ้นสวนของยีน COMT จากยางพารา พรอมทั้งหา

ลําดับเบส และใชออกแบบ primer ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหการแสดงออกของยีน COMT 

ในยางพาราดวยเทคนิค Quantitative Real-Time RT-PCR ทั้งนี้เพื่อนําไปใชในการศึกษาการ

แสดงออกของยีนในยางพารา

  
อุปกรณและวิธีอุปกรณและวิธีการการ  

 
อุปกรณอุปกรณ  

1. Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen life technology) 

2. DNase I Amplification Grade (Invitrogen life technology) 

3. SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life technology) 

4. QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

5. QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 

6. pGEM-T  Easy เวคเตอร System I (Promega) 

7. BigDye  Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (® Appliedbiosystems) 

8. เครื่อง spectrophotometer (PERKIN ELMER MBA2000)  

9. เครื่องหมนุเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสงูชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 



 

10. เครื่องแยกสารพันธุกรรมในแนวนอน (GelMate 2000, TOYOBO) 

11. ชุดถายภาพ และ UV Transilluminators (BIORAD) 

12. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 

13. เครื่องวิเคราะหลําดับการเรียงตัวของสารพันธกุรรม (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) ® 

14. เครื่องตรวจสอบการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในสภาพจรงิ (LightCycler , Roche) 

15. ยางพาราพนัธุฉะเชิงเทรา 50 และยางพาราพันธุ K21 

 

วิธีการทดลองวิธีการทดลอง  

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 11    การการโคลนชิ้นสวนของยีนโคลนชิ้นสวนของยีน  COMT จากยางพารา จากยางพาราCOMT

วิธีการดําเนนิงานวิธีการดําเนนิงาน  
  

11..  การเตรียมตัวอยางพันธุยางพาราการเตรียมตัวอยางพันธุยางพารา  

 ตนยางพาราที่ใชในการทดลองไดดําเนินการจัดเตรียมโดยศูนยวิจัยยางฉะเชิงเทรา ต.ลาด

กระทิง อ. สนามชัยเขต จ. ฉะเชิงเทรา โดยมาจากการนํากิ่งตายางพันธุฉะเชิงเทรา 50 ไปติดลงบนตน

ตอที่ไดจากการเพาะเมล็ด แลวนําไปปลูกจนเจริญเติบโตเปนยางชําถุง จากนั้นนําไปปลูกลงถุงขนาด

ใหญจนมีขนาด 3-4 ฉัตร 
 

22..  ออกแบบ ออกแบบ primer  เพื่อคนหายีน เพื่อคนหายีน COMT  จากยางพาราprimer COMT จากยางพารา  

 คนหายีน COMT ที่มีรายงานในพืชชนิดอื่นๆ จากฐานขอมูล NCBI Sequence 

GeneBank นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหหาสวนที่เหมือนกันโดยใชโปรแกรม ClustalW Multiple 

Alignment ที่ทํางานบนชุดโปรแกรม BioEdit นําลําดับเบสสวนที่เหมือนกันใชออกแบบ primer 

สําหรับเพิ่มปริมาณสวนของยีน COMT จากยางพารา 
 

33..  การเตรียมการเตรียม  TToottaall  RRNNAA  จากยางพาราโดยใชจากยางพาราโดยใช  CCoonncceerrtt  PPllaanntt  RRNNAA  RReeaaggeenntt    

 นําชิ้นสวน แผนใบ กาน ใบ และ ลําตนนํามาหั่นใหเปนชิ้นขนาดเล็กโดยใชใบมีดผาตัด 

แลวบดรวมกันดวยไนโตรเจนเหลวจนละเอียดเปนผง แลวนําไปแยกสกัด RNA โดยใชสารเคมีและ

ปฏิบัติตามวิธี Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen life technology) หลังจากนั้นนําหา

ปริมาณและความบริสุทธิ์ของ RNA โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer 

และตรวจสอบดูแถบ RNA ดวย 1.5% Agarose gel electrophoresis ที่ยอมดวย GelStar แลวนําไป

เก็บไวที่อุณหภูมิ  –80°C  
 



 

44..  การสังเคราะหการสังเคราะห  ccDDNNAA  จาก จาก TToottaall  RRNNAA ของยางพาราโดยใช ของยางพาราโดยใช  SSuuppeerrSSccrriipp  IIIIII  FFiirrsstt--

SSttrraanndd  SSyynntthheessiiss  SSyysstteemm  ffoorr  RRTT--PPCCRR  

 กอนทีจ่ะสังเคราะห cDNA จะตองกาํจัดดีเอ็นเอที่อาจจะปะปนออยูใน Total RNA โดย

ยอยดวย DNase I Amplification Grade (Invitrogen life technology) ทาํการสงัเคราะห cDNA 

โดยใช SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life technology) 

ดวยTotal RNA ปริมาณ 1 μg และ Oligo(dT) 20 primer 
 

55..  การเพิม่ปริมาณสวนของยีน การเพิม่ปริมาณสวนของยีน CCOOMMTT  ดวยเทคนิค ดวยเทคนิค PPCCRR  

 เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 10X  

PCR Buffer 2  ไมโครกรัม, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 μM 

Forward Primer (COMT) 2 ไมโครลิตร, 5 μM Reverse Primer (Oligo(dT)20) 2 ไมโครลิตร, 

cDNA Template (จากขอ 7) 1 ไมโครลิตร, 5 U/μl Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร 

และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนครบ 20 ไมโครลิตร จากนั้นผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากัน แลวจึง

นําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่

กําหนดการเปลี่ยน แปลงของอุณหภูมิเปน 94°C 2 นาที ในแตละรอบของ PCR กําหนดอุณหภูมิ

เปน Denature 94°C 30 นาที, Anneal   42°C 1 นาที และ Extend 72°C 2 นาที ทําซ้ําจํานวน 35 

รอบ สวนในรอบสุดทายตามดวย 72° C เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําเก็บตัวอยางไวที่ –20°C 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหผล 

 

66..  การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอ  

 นําผลผลิต PCR ที่เพิ่มปริมาณไดไปตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอโดยใช 1.5% Agarose gel 
electrophoresis โดยปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 5 แลวยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide 
ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV 
Transilluminators พรอมบันทึกภาพ 

 

77..  การแยกและดงึดีเอ็นเอกลบัมา การแยกและดงึดีเอ็นเอกลบัมา ((RReeccoovveerryy  ooff  DDNNAA))  

  โดยใช QIAquick Gel Extraction Kit    
  

  88..  ใชดีเอ็นเอที่เพิ่มประมาใชดีเอ็นเอที่เพิ่มประมาณดวยเทคนิค ณดวยเทคนิค PPCCRR  มาแยกดวย มาแยกดวย 11..55%%  AAggaarroossee  ggeell  

eelleeccttrroopphhoorreessiiss  แลวยอมดวย แลวยอมดวย ggeell  ssttaarr ( (CCaammbbrreexx))  

  หลังจากนั้นนําไปตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการบนเครื่อง Dark Reader transilluminators 
และแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากชิ้นวุนโดยใช QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) เก็บชิ้นดีเอ็น
เอที่แยกไดที่ –20°C จนกวาจะไปในใช 



 

99..  การเชื่อมตอดีเอ็นเอกับการเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ  VVeeccttoorr และการทาํ  และการทาํ TTrraannssffoorrmmaattiioonn    

 ทําการเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายดาน 3′-A overhangs เขากับ pGEM-T Vector 
System I (Promega) นําปฏิกิริยาที่ไดไปเก็บที่ 4°C นานขามคืน หลังจากนั้นทําการสงถายดเีอน็เอ
เขาเชื้อ Escherichia coli DH5α ที่นํามาทําใหเซลลมีคุณสมบัติเปน Competent cell ดวย CaCl2 
โดยนําไป heat-shock ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42°C  เปนเวลา 50 วินาที  แลวเติม SOC medium 
นําไปเลี้ยงที่อุณภูมิ 37°C ที่เขยาความเร็ว 150 rpm เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง แลวจึงนําไป plate บน
อาหารแข็ง LB ที่เติม 100 μg/ml ampicillin 0.5 mM IPTG และ 50 mg/ml X-Gal  แลวนําไปเลี้ยง
ที่อุณภูมิ 37°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

 

1010..  การตรวจหาโคโลนีทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายดวยวธิี การตรวจหาโคโลนีทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายดวยวธิี SSiinnggllee  ccoolloonnyy  PPCCRR    

 ตรวจหาโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายดวยวิธี Single colony PCR โดยใชไมจิ้มฟนจิ้ม 
colony นําไปใสในหลอดที่มีปฏิกิริยาของ PCR ซึ่ง 1X  PCR Buffer minus Mg, 0.2 mM dNTP 
each, 1.5 mM MgCl2, 0.2 μM T7 Primer, 0.2 μM SP6 Primer, 1 units Taq DNA Polymerase, 
Autoclaved distilled water to 20 μl นําเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง Themal Cycler ที่
กําหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแตละขั้นตอนดังนี้ เร่ิมตนที่อุณภูมิ 94°C เปนเวลา 5 นาที ใน
แตละรอบของปฏิกิริยา PCR กําหนดอุณหภูมิและเวลา Denature 94°C 30 sec, Anneal 55°C 1 
min, Extend  72° C 1 min ทําซ้ําจํานวน 35 รอบ ตามดวย Final extend 72°C 10 min นําไป
ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดโดยใช 1.5% Agarose gel electrophoresis  แลวยอมดวย 
ethidium bromide  

 

1111..  การแยกพลาสมิดดวย การแยกพลาสมิดดวย QQIIAApprreepp  SSppiinn  MMiinniipprreepp  KKiitt    

 เลี้ยงเชื้อ E. coli DH5α  ทีม่ีชิ้นดีเอน็เอเปาหมายในพลาสมิด pGEM-T ในอาหารเลี้ยง
เชื้อสูตร LB ที่เติม ampicillin 100 μg/ml นําไปเลีย้งที่อุณภูมิ 37°C และเขยาดวยความเร็ว 150 
rpm เปนเวลาเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นตกตะกอนเซลลใน microcentrifuge tube 1.5 ml แลวนาํไป
แยกสกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) ตรวจสอบพลาสมิดที่แยกไดใช 
1% Agarose gel electrophoresis แลวยอมดวย ethidium bromide นําสารละลายทีเ่หลือเก็บไวที่     
–20°C จนกวาจะนาํไปใชหาลําดับเบส 
 

 1122..  การหาลําดับเบสของยีนโดยใชการหาลําดับเบสของยีนโดยใช  ABI  PRISM BigDye Terminator  v3.1  Cycle  

Sequencing  Kit    

ABI PRISM®  ®BigDye®®Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit

 นําพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอของยีน COMT เปนดีเอ็นเอตนแบบในการหาลําดับเบสโดย
ใชสารเคมีชุด ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit รวมกับ primer 
ชนิด T7 และ SP6 พรอมทั้งตรวจสอบลําดับเบสดวยเครื่อง ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 

® ®

® 



 

ขั้นตอนที่ ขั้นตอนที่ 22    ศึกษศึกษาการแสดงออกของยนี าการแสดงออกของยนี CCOOMMTT ดวยเทคนิค  ดวยเทคนิค   QQuuaannttiittaattiivvee  RReeaall  TTiimmee  RRTT--PPCCRR  

วิธีการดําเนนิงานวิธีการดําเนนิงาน  

1. การออกแบบ primer สําหรับวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค 

Quantitative Real Time RT-PCR โดยใชลําดับเบสของยีน COMT ที่หาไดจากขอ 16 ไปออกแบบ 

LUX primer โดยใชโปรแกรม D-LUX™ Designer (www.invitrogen.com) ที่ติดฉลากดวยสารเรือง

แสงชนิด FAM โดยปฏิบัติตามขั้นตอนของการใชโปรแกรมที่อยูบนอินเตอรเน็ท ข้ันตอนสุดทายจะ

แสดงผลของลําดับ primer และลําดับคะแนนของแตละ primer ใหเลือกใชเปนคู โดยแตละคูจะ

ประกอบดวย primer ที่ตองติดฉลากสารเรืองแสง และ primer ที่ไมตองติดฉลากสารเรืองแสง และ

ส่ังสังเคราะห primer ดังกลาวจากบริษัท Invitrogen 

2. การเตรียม Standard DNA เพื่อใชเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน นําพลาสมิด 

pGEM-T ที่มีชิ้นยีน COMT ไปหาปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่อง spectrophotometer แลวนําคาความเขมขนที่ไดมาทําใหเจือจางโดยในปริมาตร 2 

ไมโครลิตร ใหมีความเขมขนของสารละลายของพลาสมิด 8 ระดับ คือ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 

100, 1,000 และ 10,000 pg สําหรับนําไปใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาที่ประกอบดวย 10X  PCR Buffer 2 ไมโครลิตร, 10 mM 

dNTP 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 mg/ml BSA 1 ไมโครลิตร, 5 μM Forward 

LUX Primer (COMTFL) 2 ไมโครลิตร, 5 μM Reverse LUX Primer (COMTRU) 2 ไมโครลิตร,     

5 U/μl Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนครบ          

18 ไมโครลิตร หลังจากนั้นดูดสารละลาย 18 ไมโครลิตรใสในหลอดแกว capillary ที่ใชสําหรับเครื่อง 

LightCycler  แลวเติม 2 ไมโครลิตรของพลาสมิดที่ใชเปนดีเอ็นเอตนแบบที่ความเขมขนตางๆ ลงใน

แตละหลอด แลวจึงนําไปปนที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที และนําไปเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง LightCycler ที่กําหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเปน 94° C 2 นาที ใน

แตละรอบของ PCR  กําหนดอุณหภูมิเปน Denature 94°C 5 วินาที, Anneal 50°C 10 วินาที 

(กําหนดคาเปน single acquire) และ Extend 72°C 10 วินาที ทําซ้ําจํานวน 45 รอบ หลังจากนั้น

วิเคราะหปริมาณของชิ้นสวนยีน COMT ที่อยูในพลาสมิด ดวยโปรแกรม Quantification Analysis 

แลวจึงนําดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดไปตรวจสอบโดยใช 3% Agarose gel electrophoresis โดย

ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 5 แลวยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide ความเขมขน 0.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV Transilluminators พรอม

บันทึกภาพ



 

3. การวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยนี COMT ในชิ้นสวนใบของยางพารา  

 นําชิน้สวนใบมาแยกสกัด Total RNA โดยใชสารเคม ี Concert Plant RNA Reagent 

ปฏิบัติตามขั้นตอนในขอ 3 ทําการกําจดัดีเอ็นเอที่อาจจะปะปนอยูใน Total RNA โดยยอยดวย 

DNase I Amplification Grade ปฏิบัติตามขั้นตอนในขอ 6 และหาปริมาณและความบริสุทธิข์อง 

RNA ปฏิบัติตามขั้นตอนในขอ 4 หลังจากนัน้ใหตรวจสอบดูแถบ RNA ดวย 1.5% Agarose gel 

electrophoresis ปฏิบัติตามขั้นตอนในขอ 5 แลวจึงทําการสังเคราะห cDNA จาก Total RNA ของ

ยางพาราโดยใช SuperScrip III First-Strand Synthesis System for RT-PCR โดยปฏิบัติตาม

ข้ันตอนในขอ 7 

 นํา cDNA ที่ไดไปตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน CAD ดวยเทคนิค Quantitative 

RT-PCR โดยเตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมดเปน master mix ที่แตละหลอดประกอบดวย 10X  

PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4  ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6  ไมโครลิตร, 5 mg/ml 

BSA 1 ไมโครลิตร, 5 μM Forward LUX Primer (COMTFL) 2 ไมโครลิตร, 5 μM Reverse LUX 

Primer (COMTRU)  2  ไมโครลิตร, 5 U/μl Platinum Taq DNA Polymerase  0.2 ไมโครลิตร และ

เติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อจนครบ 18  ไมโครลิตร หลังจากนั้นดูดสารละลาย 18 ไมโครลิตรใสใน

หลอดแกว capillary  ที่ใชสําหรับเครื่อง LightCycler  หลังจากนั้นเติม 2 ไมโครลิตรของ cDNA 

Template จากขอ 3  ลงในหลอดแกวแตละหลอด และนําไปปนที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปน

เวลา 15 วินาที แลวจึงนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง LightCycler  ที่กําหนดการเปลี่ยนแปลง

ของอุณหภูมิเปน 94° C 2  นาที ในแตละรอบของ PCR  กําหนดอุณหภูมิเปน Denature 94° C       

5 วินาที, Anneal  50° C 10 วินาที (กําหนดคาเปน single acquire) และ Extend 72° C 10 วินาที 

ทําซ้ําจํานวน 45 รอบ หลังจากนั้นวิเคราะหผลการแสดงออกของยีน COMT ดวยโปรแกรม 

Quantification Analysis โดยเปรียบเทียบกับคา Standard ที่เตรียมจากพลาสมิด pGEM-T ที่มีชิ้น

ยีน COMT แทรกอยู ซึ่งมีความเขมขนของ Standard เทากับ 0.1, 1, 10, 100, 1,000 และ 10,000 

pg โดยเตรียมสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมดเปน master mix ครั้งเดียวกับตัวอยางที่ตองการ

วิเคราะห 

4. การวิเคราะหคา melting curve เพื่อหาคา Tm ของชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได 

 นําตัวอยางที่ผานการเพิ่มปริมาณและวิเคราะหการแสดงออกของยีนมาหาคา melting 
curve โดยกําหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเปน  90°C 0 วินาที, 55°C 15 วินาที, 90°C        
0 วินาที (กําหนดการเพิ่มของอุณหภูมิเปน 0.1° C ตอวินาที และกําหนดคา เปน continuous 
acquisition) และ  40°C 0  วินาที หลังจากนั้นวิเคราะหคา melting curve ดวยโปรแกรม Melting 
Curve Analysis 



 

เวลาและสถานที่ทําการทดลองเวลาและสถานที่ทําการทดลอง  
 

ระยะเวลาระยะเวลาทําการทดลองทําการทดลอง     2 ป (ตุลาคม  2546 – กันยายน  2548) 
 

สถานสถานทีท่ําการทดลองทีท่ําการทดลอง       สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยชีีวภาพ กรมวชิาการเกษตร 

 
ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  

 

11.  .  การการโคลนชิ้นสวนของยีนโคลนชิ้นสวนของยีน  CCOOMMTT จากยางพารา จากยางพารา  

จากการคนหาขอมูลลําดับเบสของยีน COMT จากฐานขอมูล NCBI Sequence 

GeneBank ของพืชชนิดตางๆ พบพืชที่มีรายงานยีน COMT ไวในฐานขอมูล คือ Clarkia breweri, 

Liquidambar styra, Saccharum officinarum, Lolium multifloru และ Festuca arundinac และ

เมื่อนํามาวิเคราะหหาสวนที่เหมือนกันโดยใชโปรแกรม ClustalW Multiple Alignment พบลําดับ

เบสบางสวนที่เหมือนกัน และพบสวนที่มีลําดับเบส TACGGCGCCG CGCCCGTGTGC เพื่อใช

เปน primer ดาน 5’ รวมกับ primer Oligo(dT20) สําหรับเพิ่มปริมาณสวนของยีน COMT จาก

ยางพารา 

จากการแยกสกัด Total RNA ของยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 พบวา Total RNA ที่ไดมี

ปริมาณเทากับ 518 ng/μl และมีความบริสุทธิ์เทากับ 1.94  เมื่อนําไปตรวจสอบดวย Agarose gel 

พบแถบของ RNA สวนที่เปน 18S rRNA และ 28S rRNA (รูปที่ 1) แสดงใหเห็น Total RNA ที่ไดไม

ถูกยอยดวย RNase การสกัด Total RNA โดยใช Concert Plant RNA Reagent ไดมีการนําไปใช

สกัดจากสวนตางๆ กับพืชชนิดอื่น เชน หัวมันฝร่ัง ยอดสนขาว และใบมะเขือเทศ ซึ่งสามารถแยก

สกัด Total RNA ไดคุณภาพสูงและมีปริมาณมาก นอกจากนี้ยังสามารถใชไดดีกับตัวอยางพืชที่มี

สารประกอบพวกฟโนลิก และแปงสูง แตอยางไรก็ตามการใช Concert Plant RNA Reagent 

จะตองใชอยางระมัดระวัง เนื่องจากเปนสารเคมีที่มีสวนผสมของ β–mercaptoethanol และ 

sodium azide จึงตองมีการใชสารนี้ในตูดูดควันพิษ และตองสวมถุงมือปองกันการสัมผัสดวย 

ในขณะที่ทําการสกัดนั้นทุกขั้นตอนของการสกัดหรือทํางานเกี่ยวกับ RNA จะตองปองกันการ

ปนเปอนของ RNase ที่จะเขาไปปะปนกับตัวอยางแลวจะไปยอยสลาย RNA ได  ถาหากผลจากการ

ตรวจ RNA บน Agarose gel พบวาแถบของ RNA ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าและเกิดการ smear 

แสดงวา RNA ถูกยอยสลายดวย RNase  อาจจะสงผลใหการสังเคราะห cDNA ไมประสบผลสําเร็จ 

นอกจากนี้ผลจากการสกัด Total RNA พบวามีปริมาณเพียงพอสําหรับการเปลี่ยน mRNA ของยีน 



 

COMT ไปเปน cDNA รวมทั้ง Total RNA ที่ไดไมมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม SuperScrip III 

Reverse Transcriptase ในปฏิกิริยาการสังเคราะหสาย First Strand cDNA  นอกจากนี้ในขั้นตอน

กอนการสังเคราะหสาย cDNA สําหรับใชในงาน RT-PCR จําเปนอยางยิ่งที่จะตองกําจัดดีเอน็เอจาก

สวนของจีโนม ซึ่งอาจจะปนเปอนอยูในตัวอยาง Total RNA ที่เตรียมได โดยการเติม DNase I 

Amplification Grad ทั้งนี้เพื่อไมใหเกิดการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอจากสวนของจีโนม ซึ่งการ

ทดลองนี้ตองการเพิ่มปริมาณเฉพาะสวนของยีนที่มีการแสดงออกในรูป mRNA ที่ทําใหเปลี่ยนรูป

เปน cDNA เทานั้น  

การสังเคราะห cDNA โดยใช SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-

PCR เปนระบบที่สามารถสังเคราะห cDNA ที่มีความยาวตั้งแต 100 bp. จนถึงมากกวา 12 kp และ

ยังเปนระบบที่สามารถใชปริมาณ Total RNA เร่ิมตนตั้งแต 1 pg ถึง  5 μg เนื่องจากเปนระบบที่มี

เอ็นไซม SuperScript III  Revers Transcriptase ที่มีการนําเอาเอ็นไซม M-MLV Revers 

Transcriptase มาดัดแปรพันธุกรรมใหกิจกรรมของ RNase H ลดกิจกรรมลง และสามารถทํางาน

ไดในอุณหภูมิที่สูงขึ้น ทําใหสามารถใชสังเคราะห cDNA ที่ระดับอุณหภูมิตั้งแต 42°C – 55°C จึง

เปนขอดีที่สามารถเพิ่มความจําเพาะ และสามารถสังเคราะหสาย cDNA ไดสายยาวมากขึ้น อีกทั้ง

ยังสามารถสังเคราะหสาย cDNA จาก Total RNA ไดโดยตรง โดยไมจําเปนตองแยก mRNA ให

บริสุทธิ์กอน เนื่องจาก ribosomal RNA และ Transfer RNA ที่อยูใน Total RNA ไมสามารถยับยั้ง

กิจกรรมของเอ็นไซม SuperScript III Revers Transcriptase ได นอกจากนี้ในปฏิกิริยาการ

สังเคราะหสาย cDNA ไดเติม RNaseOUT Recombinant ลงไปดวยเพื่อยับยั้งการทํางานของ 

RNase ที่อาจจะปนเปอนมาในขั้นตอนการเตรียม RNA ไมใหไปทําลาย Total RNA ที่สกัดได 

หลังจากการสังเคราะห cDNA เสร็จส้ินแลวตองมีการกําจัด RNA ออก โดยการเติม RNase H ทั้งนี้

เนื่องจากจะมีการจับกันระหวาง RNA กับ cDNA ที่สังเคราะหได ซึ่งจะสงผลใหการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอดวยเทคนิค PCR เกิดขึ้นนอย โดยเฉพาะอยางยิ่งถาตองการเพิ่มปริมาณจากดีเอ็นเอตนแบบ

ที่มีสายยาว แตอยางไรก็ตามตองระวังอยาให RNase H ปะปนอยูในปฏิกิริยาระหวางการ

สังเคราะหสาย cDNA เพราะจะไปทําลาย mRNA ทําใหไมสามารถสังเคราะหสาย cDNA ที่ตองการ 

ผลจากการโคลนสวนของยีน COMT จากยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 โดยใช primer 

TACGGCGCCGCGCCCGTGTGC รวมกับ primer Oligo(dT)20 ดวยเทคนิค PCR พบวาการใช 

primer ทั้งสองสามารถเพิ่มปริมาณหรือโคลนชิ้นสวนของยีน COMT จากยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 

50 ไดแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 550 bp. (รูปที่ 2) แสดงใหเห็นวาลําดับเบสของยีน COMT ใน

ยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 มีบางสวนที่เหมือนกันกับยีน COMT ในพืชชนิดอื่นๆ ที่ใชเปรียบเทียบ



 

ความเหมือนในการออกแบบ primer ในปฏิกิริยาการเพิ่มประมาณยีน COMT ดวยเทคนิค PCR ได

ใชเอ็นไซม Platinum Taq DNA Polymerase ซึ่งเปน hot start เอ็นไซมที่ใชแอนติบอดีสําหรับยับยั้ง

กิจกรรมของเอ็นไซมไมใหทํางานในอุณหภูมิปกติ แตจะมีกิจกรรมก็ตอเมื่อไดใหความรอนที่อุณหภูมิ 

94 °C เปนเวลา 30 วินาที ถึง 2 นาที จึงเปนขอดีของเอ็นไซมที่สามารถเพิ่มความจําเพาะ และไดผล

ผลิต PCR มาก อีกทั้งยังทําใหการเตรียมปฏิกิริยา PCR มีความสะดวกมากขึ้น รวมทั้งยังกําจัด

ปญหาการปนเปอนของปฏิกิริยาได 

จากการนําชิ้นสวนของยีน COMT ที่เพิ่มปริมาณไดมาแยกใหบริสุทธิ์โดยการแยกผานชิ้นวุน 

พบวาชิ้นดีเอ็นเอที่แยกไดมีดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว ซึ่งมีปริมาณเพียงพอสําหรับนําเชื่อมตอกับ

เวคเตอร วิธีการทําใหชิ้นสวนของยีน COMT มีความบริสุทธิ์โดยใช QIAquick Gel Extraction นั้น

เปนระบบที่ใชเทคโนโลยี spin column ที่ใช silica gel membrane เปนตัวจับดีเอ็นเอไว ซึ่งใน

สภาวะที่มีความเขมขนของเกลือสูงดีเอ็นเอจะจับอยูกับ silica gel membrane และสวนที่ไม

ตองการจะถูกลางไหลผาน column ไป นอกจากนี้การดูดซับดีเอ็นเอไวกับ silica  จะขึ้นอยูกับคา 

pH ของสารละลาย ถาคา pH นอยกวาหรือเทากับ 7.5 ดีเอ็นเอจะถูกจับไว 95% แตถา pH สูงขึ้น 

การจับของดีเอ็นเอจะลดนอยลงมาก ดังนั้นในระหวางการทดลองถาสังเกตเห็นสารละลายที่เติม

บัฟเฟอร QG แลวมีสีมวง จะตองเติม 10 ไมโครลิตรของ 3M Sodium acetate pH 5.0  เพื่อปรับคา 

pH  ใหนอยกวาหรือเทากับ 7.5 โดยจะสังเกตเห็นสารละลายมีสีสมกอนที่จะใสสารละลายลงใน 

column นอกจากนี้ในขั้นตอนการแยกเอาดีเอ็นเอที่จับกับ silica  กลับคืนมา ถาตองการใชน้ําแทน

บัฟเฟอร EB จะตองมั่นใจวาน้ําที่ใชนั้นมี pH อยูระหวาง 7.0 ถึง 8.5 ซึ่งการใชน้ํามีขอดีที่ไมมีสารที่

จะไปยับยั้งการทํางานของเอ็นไซมในขั้นตอนการเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากับเวคเตอร แตอาจจะมีผลทํา

ใหการสูญเสียดีเอ็นเอไดงาย (QIAGEN, 2002) 

ผลจากการนําชิ้นสวนของยีน COMT ไปเชื่อมตอกับ pGEM-T เวคเตอร และถายเขาสู 

แบคทีเรีย E. coli พบวาประสบผลสําเร็จ โดยสามารถตรวจพบโคโลนีของแบคทีเรียที่มีชิ้นดีเอ็นเอ

เปาหมายซึ่งมีสีขาวเปนจํานวนมาก การเชื่อมตอดีเอ็นเอของยีน COMT กับเวคเตอร pGEM-T ซึ่ง

เปนเวคเตอรที่เหมาะสมสําหรับการโคลนชิ้นของ PCR  เวคเตอรนี้เตรียมไดมาจากการนําเวคเตอร 

pGEM-5Zf (+) ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ EcoR V และเติม T ของเบสทั้งสองเสน โดยจะมี

ลักษณะปลาย T ยื่นออกมา ซึ่งเปนตําแหนงที่เหมาะสําหรับใชเชื่อมตอกับผลผลิต PCR ของยีน 

COMT ที่ถูกเติมดวย A ทางดานปลาย 3’ โดยเอ็นไซม Taq DNA Polymerase  นอกจากนี้เวลาที่ใช

ในการบมปฏิกิริยาใหมีการเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอกับเวคเตอรนั้น ในกรณีที่เปนงานเรงดวนสามารถใช

เวลา 1 ชั่วโมง ในการบมที่อุณหภูมิหอง แตประสิทธิภาพในการเชื่อมตอจะนอยลง แตกรณีที่เปน



 

งานทดลองที่ไมมีความเรงรีบมากนัก ใหนําไปบมที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง ทําใหเพิ่ม

ประสิทธิภาพการเชื่อมตอดีเอ็นเอกับเวคเตอรเพิ่มมากขึ้น และเมื่อนําไปถายเขาสูแบคทีเรียจะได

โคโลนีที่เปนสีขาวเพิ่มมากขึ้นดวย โดยกลไกลการเกิดโคโลนีสีขาวนั้นเปนผลมาจากการที่ชิ้นสวน

ของยีน COMT ที่สอดแทรกอยูในเวคเตอรไปขัดขวางการถอดรหัสของยีน β-galactosidase แตถา

ไมมีการสอดแทรกของยีน COMT ในเวคเตอรจะเกิดเปนโคโลนีสีฟา 

การตรวจสอบเพื่อยืนยันผลที่ไดดวยเทคนิค Single Colony PCR พบวาทุกโคโลนีที่มีสีขาว

ไดมีชิ้นสวนของดีเอ็นเอเปาหมายไป แทรกอยูทุกโคโลนี การทํา PCR จากโคโลนีโดยตรงเปนเทคนิค

ที่สามารถตรวจหาโคโลนีเปาหมายไดรวดเร็ว ไมมีข้ันตอนการเพิ่มปริมาณเชื้อ และไมตองสกัด 

พลาสมิด ทําใหทราบผลไดภายใน 1 วันการแยกสกัดพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของดีเอ็นเอเปาหมายจาก

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α สามารถแยกพลาสมิดได  70 ng/μl และพลาสมิดที่สกัดไดโดย

วิธีนี้มีปริมาณเพียงพอสําหรับนําไปใชในปฏิกิริยาการหาลําดับเบส โดยมีระดับความบริสุทธิ์ที่ไม

สงผลยับยั้งปฏิกิริยาการหาลําดับเบสเมื่อใช BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing การ

แยกพลาสมิดในขั้นตอนนี้เปนการแยกพลาสมิดที่ใช QIAprep Miniprep ที่ใชดางทําใหเซลล

แบคทีเรียแตกตัว และตามดวยการใชเทคโนโลยี silica membrane ดูดซับดีเอ็นเอไว เมื่อใชบัฟเฟอร

ที่เหมาะสมก็สามารถชะลางดีเอ็นเอออกจาก silica ได ถือไดวาเปนระบบที่ปฏิบัติไดงาย  รวดเร็ว 

และปลอดภัย เนื่องจากไมตองใชสารพวกฟนอล  คลอโรฟอรม และ เอทานอล นอกจากนี้ยังชวยลด

สารเคมีที่เหลือใชจากหองปฏิบัติการอีกดวย 

ผลจากการหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีน COMT ที่แทรกตัวอยูใน pGEM-T Vector ดวย  

primer T7 และ SP6 เมื่อนําลําดับเบสที่ไดมาตัดสวนที่เปนเวคเตอรออกพบวาลําดับเบสของ

ชิ้นสวนยีน COMT ที่โคลนไดจากยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 มีขนาดเทากับ 549 bp. ซึ่งลําดับ

เบสไดหาโดยการใช BigDye Terminator V 3.1 Cycle Sequencing โดยมีสวนประกอบของ

สารเคมีครบชุด ที่พรอมสําหรับการหาลําดับเบสของสารพันธุกรรม เพียงแตเติมพลาสมิดที่มีชิ้นสวน

ของยีน COMT สอดแทรกอยู และ primer T7 หรือ SP6 ในปริมาณที่เหมาะสมก็สามารถใชไดทันที 

ซึ่ง primer T7 และ SP6 จะมีลําดับเบสที่เปนเบสคูสมกับตําแหนงของเบสบนพลาสมิด pGEM-T 

ลําดับเบสที่ไดจากการใช primer T7 และ SP6  จะตองนํามาวิเคราะหรวมกับลําดับเบสของพ

ลาสมิด pGEM-T แลวตัดสวนของเบสที่เปนของพลาสมิดออกจึงไดลําดับเบสของยีน COMT ที่

ตองการ 

การเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีน COMT กับพืชชนิดอื่นใน GenBank พบวามีลําดับ

เบสเหมือนกันมากที่สุดกับ Liquidambar styraciflua  รองลงมาคือ Clarkia breweri, Saccharum 



 

officinarum, Lolium multiflorum และ Festuca arundinacea  ซึ่งมีคา  Identity  47.5% 47.3%  

44.4% 43.0% และ 42.8% ตามลําดับ จะเห็นไดวาความเหมือนกันต่ํา ทั้งนี้เนื่องมาจากยีน COMT 

ในพืชชนิดตางๆ ที่ทําการเปรียบลําดับเบสก็มีความเหมือนกันต่ําดวย เชน การเปรียบเทียบระหวาง 

Liquidambar styraciflua กับ Festuca arundinacea มีคา Identity เทากับ 45% สวน 

Liquidambar styraciflua กับ Lolium multiflorum มีคา Identity เทากับ 45%เชนกัน ซึ่งคาที่ได

นอยกวาคาความเหมือนกันระหวางยีน COMT ในยางพารา กับ Liquidambar styraciflua จึงเปน

เหตุผลที่สนับสนุนวาชิ้นสวนของยีน COMT ที่โคลนไดจากยางพารามีคาความเหมือนกับยีน COMT 

ในพืชชนิดอื่นๆ ต่ํา 
 

22.  .  ศกึษาการแสดงออกของยีน ศกึษาการแสดงออกของยีน CCOOMMTT ดวยเทคนคิ  ดวยเทคนคิ QQuuaannttiittaattiivvee  RReeaall  TTiimmee    RRTT--PPCCRR  

เมื่อนําลําดับการเรียงตัวของ ยีนที่โคลนไดจากยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 ไปออกแบบ 

primer ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยีน COMT ในยางพาราดวย

เทคนิค Quantitative Real-time PCR ดวยใชโปรแกรม D-LUX™ Designer ไดลําดับเบสเพื่อใช

สังเคราะห primer (Forward : GGAATCCAAGGGGAAATTCG, Reverse : TTCAGCAGATGA 

TCCCATATTCTC) ที่ไมมีการติดฉลากดวยสารเรืองแสงนํามาตรวจสอบความจําเพาะ การที่ตอง

นํา primer ที่ไมมีการติดฉลากมาทดสอบกอนนั้นเพื่อประหยัดคาใชจายได ในกรณีที่ primer นั้นมี

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดมากกวาหนึ่งแถบ ซึ่งจะตองเปลี่ยน primer คูใหม ดังนั้นการทดสอบ 

primer กอนทําการติดฉลากจึงมีความจําเปน ในการทดลองนี้พบวา primer ที่ไดสามารถเพิ่ม

ปริมาณชิ้นสวนของยีน COMT เพียงแถบเดียว ซึ่งมีขนาดเทากับ 108 bp. (รูปที่ 3) จึงไดนํา  

Forward primer ไปสังเคราะห LUX primers ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงชนิด FAM เพื่อใช

ทดสอบปริมาณการแสดงออกของยีน COMT ในยางพารา ซึ่ง LUX primer เปนชนิดของ primer ที่

ใชงานไดงาย มีความไวสูง และมีความเหมะสมกับงาน Real Time PCR ทั้งในดาน Quantitative 

PCR (qPCR) และ RT-PCR (qRT-PCR) อีกทั้งยังสามารถวิเคราะหหาคา melting curve ของชิ้นดี

เอ็นเอได โดยระบบนี้จะติดฉลากสารเรืองแสงที่ปลายดาน 3’ ของ primer เพียงเสนเดียว สวน 

primer อีกเสนหนึ่งไมมีการติดฉลาก ซึ่งเสนที่ติดฉลากจะเติมเบส 4-6 เบสที่ปลายดาน 5’ และมีเบส

คูสมกับดาน 3’ ที่ติดฉลาก จึงทําใหโครงสรางของ primer เปนแบบ  hairpin แลวสงผลใหการเรือง

แสงของสารที่ติดฉลากลดลง แตเมื่อ primer ปรากฏอยูในเสนดีเอ็นเอที่เปนสายคูในระหวางการเพิม่

ปริมาณดีเอ็นเอ สารเรืองแสงที่ใชติดฉลากจะมีการเรืองแสงเพิ่มข้ึนเปน 10 เทา (Invitrogen, 2004) 

การใช LUX primer เปนตัวตรวจจับดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณดวยเทคนิค Real Time PCR เปน

ทางเลือกหนึ่งที่คอนขางประหยัดกวาการใชเทคโนโลยี FRET (Fluorescene Resonance Enercy 



 

Transfer)  ที่สามารถกระทําไดในลักษณะตางๆ เชน 1) Hybridization probe ที่ใช 

Oligonucleotide probe สายสั้นสองสาย 2) Hydrolysis probe (Taqman) ที่ใชสาย 

Oligonucleotide เสนเดียวแลวติดฉลากดวย Reporter dye และ Quencher dye 3) Molecular 

Beacons ที่มีการสังเคราะห probe ใหโคงงอเปน hair pin loop ซึ่งจะตองติดฉลากดวย 

Fluorochrome และ Quencher dye จะเห็นไดวาการใช LUX primer คอนขางประหยัดกวาระบบที่

กลาวขางตน ซึ่งใชวิธีการติดฉลากที่สาย Oligonucleotide ที่ใชเปน primer เพียงที่เดียวเทานั้น 

นอกจากใชกับการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเชิงปริมาณแลว และใชหาคา melting 

curve ของชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดอีกดวย 

ผลจากการสรางคา Standard เพื่อใชเปรียบเทียบและคํานวณหาจํานวน copy number 

ของยีน COMT ในยางพารา โดยเตรียมจาก Plasmid  pGEM-T ที่มีชิ้นยีน COMT แทรกอยู ที่ระดับ

ความเขมขนของ Plasmid 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1,000 และ 10,000 pg เปนดีเอ็นเอ

ตนแบบ และใช LUX primers ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงชนิด FAM (Forward:cgaat GGAATC 

CAAGGGGAAATT[FAM]G) Reverse :(TTCAGCAGATGATCCCATATTCTC)  พบวาสามารถ

ตรวจสอบชิ้นของยีน COMT ที่แทรกตัวอย ูใน Plasmid ไดคา Crossing Point  ตั้งแต  46.61  46.03  

41.69  34.96  29.92  26.27  22.85 และ 17.44 ตามลําดับ  สําหรับตัวอยางที่ใชน้ําแทนดีเอ็นตั้ง

ตน (No Template Control : NTC) ใหคา Crossing Point  เทากับ 47.82 ซึ่ง Standard ที่ไดมีคา 

r.-0.99  slope. –4.342 intercept. 48.14  เมื่อนําชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดไปตรวจสอบดวย 3% 

Agarose gel electrophoresis (รูปที่ 4) พบวาที่ระดับความเขมขนของดีเอ็นเอตนแบบตั้งแต 0.1 – 

10,000 pg สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดโดยไมมีสวนที่เปน primer dimer สวนที่ความเขมขน 

0.01 และ 0.001  pg ไดเกิดแถบดีเอ็นเอสวนที่เปน primer dimer ซึ่งจะสงผลใหการตรวจวัดการ

เรืองแสงของ FAM ที่อยูกับช้ินดีเอ็นเอเปาหมายมีความผิดพลาดได 

จากการตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน COMT ในใบของยางพาราพนัธุ K21 โดย

ใช LUX primer รวมกับเทคนิค Two Step Quantitative Real-Time RT-PCR พบวาสามารถใช

ตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยนีได โดยตรวจสอบพบระดับการแสดงออกของยีน COMT 

เมื่อนําไปเปรยีบเทียบกับคา Standard มีคาเทากับ 1.95 pg (รูปที่ 5) โดยชิ้นดีเอน็เอของยนี COMT 

ที่เพิม่ปริมาณไดเมื่อนําไปวิเคราะหดวยโปรแกรม melting curve พบวามีคา Tm เทากับ 81.2° C  

 

 



 

 
สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  

 

จากการสกัด Total RNA ของยางพาราพันธุพันธุฉะเชิงเทรา 50 พบวาไดปริมาณ Total 

RNA 518 ng/μl และมีความบริสุทธิ์เทากับ 1.94 สามารถนําไปใชสังเคราะห cDNA เพื่อเพิ่ม

ปริมาณสวนของยีน COMT โดยใช primer ที่ไดจากนําพืชชนิดอื่นมาหาลําดับเบสสวนที่เหมือนกัน 

เมื่อนํามาใชรวมกับ primer Oligo(dT)20 พบวาสามารถนํามาเพิ่มปริมาณสวนของยีน COMT จาก

ยางพาราพันธุฉะเชิงเทรา 50 ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 bp. และชิ้นดีเอ็นเอนี้เมื่อผานการ

ทําใหบริสุทธสามารถนําเขาไปเชื่อมตอกับเวคเตอร pGEM-T และถายเขาสูแบคทีเรีย E. coli สาย

พันธุ DH5α  ไดสําเร็จ โดยโคโลนีสีขาวที่เกิดขึ้นเมื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค PCR พบวาทุก

โคโลนีมีการแทรกของชิ้นสวนยีน COMT เมื่อนําโคโลนีเพิ่มปริมาณแลวสกัดพลาสมิดไดเทากับ 70 

ng/μl และนําไปหาลําดับเบสพบวาชิ้นดีเอ็นเอของยีน COMT มีขนาดเทากับ 549 bp. โดยมีลําดับ

เบสเหมือนกันมากที่สุดกับ Liquidambar styraciflua  ลําดับเบสที่ไดสามารถนําไปใชออกแบบ 

LUX primer ที่ใหความจําเพาะกับยีน COMT และสามารถใชตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของ

ยีนดวยเทคนิค Two Step Quantitative Real-Time RT-PCR  จากการทดสอบเบื้องตนพบวามี

ระดับการแสดงออกของยีน COMT ในใบยางพาราพันธุ K21 เมื่อเทียบกับคาดีเอ็นเอมาตรฐานมีคา

เทากับ 1.95 pg  โดยชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีคา melting curve เทากับ 81.2°C   

อยางไรก็ตามการทดลองนี้ได primer ที่สามารถตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน 

COMT ในยางพาราเทานั้น จําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยการนํา primer ที่ไดไปตรวจสอบ

ปริมาณการแสดงออกของยีนกับยางพาราพันธุตางๆ ที่ใหเนื้อไมสูงและต่ํา เพื่อใหทราบขอมูลระดับ

การแสดงออกของยีน COMT ในยางพาราแตละพันธุ ทั้งนี้เพื่อเปนประโยชนในการใชเปนขอมูล

ประกอบการตัดสินใจในการคัดเลือกพันธุในขั้นตอนการปรับปรุงพันธุยางเพื่อเนื้อไม ตอไป 

 
คําขอบคุณคําขอบคุณ  

  

คณะผูวิจัยขอขอบคุณ ศูนยวิจัยยางฉะเชิงเทรา  ที่ไดใหความอนุเคราะหพันธุยางพารา

สําหรับใชในการทดลองในครั้งนี้      
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รูปที่ รูปที่ 11    แสดง Total RNA ที่แยกดวย 1% Agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 
bromide M :RNA Ladder High Range (Fermentas), 1 - 2 : Total RNA ที่สกัดไดจาก
ยางพาราพนัธุฉะเชิงเทรา 50 

 

                                                              
 

รูปที่ รูปที่ 22    แสดงชิ้นสวนของยีน COMT ที่เพิม่ปริมาณไดจากยางพันธุฉะเชงิเทรา 50, M1 :100 bp 



 

DNA Ladder,1 : ชิ้นสวนยนี COMT ขนาด 550 bp. 2 : Control PCR (น้ํา)  และ M2 
:1Kb DNA Ladder 

                                                                   
  

รูปที่ รูปที่ 33   แสดงการตรวจสอบความจาํเพาะยนี COMT, M : 100 bp.DNA Ladder, 1 : แถบดีเอ็นเอ

ที่เพิ่มปริมาณไดจากการใช  ขนาดเทากับ 108 bp. , 2 : control PCR  LUX  primers
 

                         
  

รูปที่ รูปที่ 44    แถบดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณไดจากการใช Plasmid  pGEM-T ที่มีชิน้ยนี COMT แทรกอยู

(Standard DNA) ชองที่ 1 - 8 10,000 - 0.001 pg , 9 :น้ํา, M : 100 pb.DNA Ladder 
 

                   
  



 

รูปที่ รูปที่ 55   กราฟแสดงปรมิาณการแสดงออกของยนี COMT ในใบของยางพาราพันธุ K21 กับคา 

Standard DNA ที่ระดับความเขมขน 1000 - 0.1 pg  
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