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การถ่ายฝากยนีสงัเคราะห์ในรปูอนิทรอนแฮร์พิน RNAi เวคเตอร์ของยนี ERD15 เข้าสูต้่นยาสบู
Transformation of Intron Hairpin RNAi (ihpRNAi vector) 
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ABSTRACT

ERD15 (Early Responsive to Dehydration 15)	is	a	negative	regulator	of	abscisic	acid	
(ABA)	responses	which	includes	rapid	activation	or	response	to	drought	and	freeze	as	well	
as	stomatal	closure	regulation.	It	is	widely	involved	in	the	process	of	gene	transcription	and	
drought	tolerance	in	plants.	The	objective	of	this	study	was	to	utilize	the	high-throughput	
system	for	making	hairpin	RNA	(hpRNA)	constructs	of	ERD15	gene	fragment	using	one	tube	
restriction-ligation	approach.	The	cloning	of	the	609	bp	full-length	synthetic	ERD15	gene	
silencing	(GenBank	accession	number	MN816266)	flanked	with	BsaI	restriction	sites	at	both	
sense	and	antisense	using	the	pRNAi-GG	(Golden	Gate)	based	on	the	Golden	Gate	(GG)	
cloning	had	been	successfully	constructed	and	named	the	synthetic	gene	pRNAi-ERD15 
construct.	For	Agrobacterium-mediated	transformation,	the	PCR	analysis	results	using	35S	
CaMV	(reverse)	and	Nos	(forward)	primers	showed	that	twenty	four	percent	(4	out	of	17	
calluses)	were	transformed	plants.	The	ERD15	gene	sequence	of	the	transformed	tobacco	
plant	when	compared	with	the	nucleotide	database	in	GanBank	exhibited	sequence	similarity	
to	 that	 of	 ERD15	 gene.	 In	 conclusion,	 we	 succeeded	 in	 constructing	 ihpRNAi	 plasmid	 
construct	 of	 the	ERD15	 gene	 to	 be	 used	 for	 plant	 gene	 transformation	with	 any	 other	 
tolerant	traits	in	plants.
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บทคัดย่อ

ยีน	 ERD15 (Early Responsive to  
Dehydration 15)	 เกีย่วข้องกบัการควบคมุการลด	
(negative	 regulator)	 การตอบสนองต่อ	 ABA	
(Abscisic	 acid)	 การกระตุ้นหรือตอบสนองต่อ
สภาวะขาดนำา้และความเย็น	รวมทัง้ควบคมุการปิด
เปิดของปากใบ	 เกีย่วข้องในกระบวนการถอดรหสั
ของยีนและความทนแล้งในพืช	 การวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อสร้างโครงสร้าง	 intron-hairpin	
RNA	ของยีน	ERD15	ทีม่อีนิทรอนคัน่กลางของยนี
ภายในโครงสร้าง	 โดยใช้ระบบการโคลนนิ่งแบบ	
high-throughput	ด้วยวธิกีาร	one-tube	restriction 
-ligation	 system	 สำาหรับนำาไปใช้ถ่ายฝากเข้าสู่
ยาสูบ	 พบว่า	 การโคลนชิ้นส่วนแบบเต็มสายยีน
สงัเคราะห์	 ERD15	 ขนาด	 609	 bp	 (GenBank	
accession	number	MN816266)	ทีม่จีดุตดั	BsaI 
ทัง้สองทศิทาง	 sense	 และ	 antisense	 ด้วยการใช้  
พลาสมิด	pRNAi-GG	(Golden	Gate)	ตามวธิกีาร
โคลนนิง่แบบโกลเด้นเกท	 ให้ชือ่ว่า	 โครงสร้างยนี
สงัเคราะห์	pRNAi-ERD15	เมือ่วเิคราะห์ผลการถ่าย
ฝากยีน	ERD15	เข้าต้นพชืยาสูบโดยวธีิ	Agrobac-
terium-mediated	 transformation	 ด้วยวิธีการ 
พซีอีาร์	โดยใช้ไพรเมอร์	35S	CaMV	(reverse)	และ	
Nos	(forward)	พบว่า	ต้นยาสบูจำานวน	4	ต้นจาก
จำานวน	17	ต้น	ได้รบัการถ่ายฝากยนี	หรอืคดิเป็นร้อย
ละ	24	และเมือ่นำาลำาดบันวิคลโีอไทด์ไปเปรยีบเทยีบ
กบัฐานข้อมลู	GenBank	พบว่า	มคีวามเหมอืนอย่าง
สูงกับยีน	 ERD15	 ของพืชยาสูบท่ีปรากฏในฐาน
ข้อมลู	 ซึง่ผลสำาเรจ็ในการสร้างโครงสร้างพลาสมิด	
(ihpRNAi)	ของยีน	ERD15	จากงานวจิยัน้ีสามารถ
นำาไปประยกุต์ใช้ในการถ่ายฝากยีนในพชือ่ืน	ๆ 	เพือ่
ให้ต้นพชืแสดงลกัษณะต่าง	ๆ	ตามต้องการต่อไปได้

ค�าส�าคญั:	ERD15,	ihpRNAi,	ความทนแล้ง,	การ
ยับยั้งการแสดงออกของยีน,	 เวคเตอร์อินทรอน	
Hairpin	RNA	

บทน�า

สภาวะขาดนำา้	 เป็นปัญหาทางกายภาพที่
สำาคัญที่สุดต่อการผลิตพืชที่ทั่วโลกกำาลังเผชิญอยู	่
หากพชืมปีริมาณนำา้ในเซลล์ลดลง	 ความต่างศกัย์
ของนำา้ในเซลล์จะลดลง	สญูเสยีความดันนำา้ในเซลล์	
ปากใบปิดน้อยลง	 เกิดการสูญเสียนำ้า	 และทำาให ้
พืชมีการเจริญเติบโตลดลง	 ก่อให้เกิดการสูญเสีย
ผลผลิต	 อันเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงทาง
โครงสร้างของกระบวนการทางชีวเคมแีละเมตาบอลซิมึ
ของนำา้ในพชืผดิปกต	ิ (Shinozaki	 et al., 2007)	 
รวมทัง้การเพิม่มากขึน้ของการแสดงออกของยนีที่
เกีย่วข้องกับการใช้นำา้ของเซลล์	เช่น		AP2/EREPB,	
โปรตนี	bZIP,	WRKY	และ		MYB,	โปรตนีฟอสฟาเตส, 
โปรตีนไคเนส,	 LEA,	 transcription	 factors,	 
ยนีทีต่อบสนองต่อ	JA,	GA,	SA,	ออกซนิ	และเอธลินี	
เป็นต้น	 (Ding	 et al., 2013;	 Li	 et al.,	 2016)	 
อกีทัง้ยงัเป็นอปุสรรคต่อการปรบัปรงุพันธุพื์ชด้วย	
(Cattivelli	 et al.,	 2008;	 Sun,	 2014)	 การ
เปลีย่นแปลงทางด้านการแสดงออกของยนีเม่ือพืช
ได้รับความเครียดจากสภาวะขาดนำ้า	 ได้แก่การ
แสดงออกของยนี	ERD15	(Early	Responsive	to	
Dehydration	 15)	ซึง่แบ่งการทำางานเป็น	 2	 ช่วง	
คือ	ช่วงทีข่าดนำา้	(dehydration)	และช่วงระยะเริม่
ต้นในการขาดนำา้	(early	responsive	to	dehydration) 
(Levitt,	 1980;	 Shinozaki	 et al.,	 2007)	 โดย 
พบว่า	 ยนี	 ERD15	 เป็นกลุม่ยีนทีมี่ความอนรุกัษ์	
(conserved	gene)	ในพชืทกุชนดิ	ในสภาวะขาดนำา้	
ยนี	ERD15	จะถกูกระตุ้นให้เกดิการแสดงออก	และ
เกดิการสร้างโปรตนี	ERD15	ภายหลงัขาดนำา้ภายใน
ระยะเวลาอนัสัน้	(dehydration-induced	protein)	
(Kiyosue	et al.,	1994)	และมีความเชือ่มโยงกับ
ความเครียดจากปัจจัยทางกายภาพและชีวภาพ	
(Shao	et al.,	2014)

จากการศกึษาโปรตนี	ERD4	ในวชัพชืสกลุ
อะราบิดอพซิส	 (Arabidopsis thaliana	 L.)	 
พบว่า	 เป็นโปรตีนประเภทที่พบบริเวณเยื่อหุ้ม 
คลอโรพลาสต์	(chloroplastic	envelop	membrane)	
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เป็นโดเมนท่ียังไม่ทราบหน้าท่ีแน่ชัด	 (Froehlich  
et al.,	 2003)	 ต่อมาจากการวิจัยเพิ่มเติมใน	 
อะราบิดอพซิส	 พบว่า	 การแสดงออกของยีน	
ERD15		สูงขึ้น	เป็นสาเหตุให้เกิดการตอบสนอง
ของวิถีทนทานต่อสภาวะขาดนำ้าท่ีอาศัย	 ABA	
(Abscisic	acid	and	Salicylic	acid	(SA)-de-
pendent	pathway)	และเกีย่วข้องกับการตอบสนอง
ของ	 ABA	 ท่ีลดลง	 ทำาให้พืชสกุลอะราบิดอพซิส 
ท่ีได้รับการถ่ายฝากยีนมีความทนทานต่อสภาวะ
ขาดนำา้ลดลง	และไม่สามารถทีจ่ะเพิม่ความทนทาน
ต่อสภาวะเยน็จดัได้	ในทางตรงกนัข้าม	การสญูเสยี
การทำางานของ		ERD15		อันเนื่องมาจากภาวะการ
ยับยั้งการแสดงออกของยีน	 (gene	 silencing)	
ทำาให้เกิดภาวะ	 Hypersensitivity	 ต่อ	 ABA	 
พืชจะแสดงความทนทานต่อสภาวะขาดนำ้า	 และ
สภาพเย็นจัดได้	(Kariola	et al.,	2006)			

RNA	interference	(RNAi)	เป็นกระบวน
การลดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนหลัง
จากการถอดรหัสดีเอ็นเอ	 โดยมีอาร์เอ็นเอสายคู่	
(dsRNA)	 เป็นตัวชักนำา	 อาร์เอ็นเอสายคู ่นี ้
จะมีลำาดับเบสคูส่มกบัลำาดบัเบส	mRNA	เป้าหมาย
ทำาให้เกดิการทำาลาย	mRNA	นัน้	RNA	interference 
เป็นวธิกีารทีม่ปีระสทิธภิาพในการศกึษาวเิคราะห์
หน้าท่ีการทำางานของยีนที่สนใจ	 (Veerakorn,	
2007)	โดย	Yan	et al.	(2012)	ประสบความสำาเรจ็
ในการถ่ายฝากยีน	 pRNAi+PCB,	 pRNAi+GFP	
และ	 pRNAi+PCB	 และทำาการถ่ายโครงสร้าง	
RNAi	 เข้าสู ่มันฝรั่งโดยวิธีอะโกรแบคทีเรียม	 
ซึ่งสามารถให้ต้นมันฝรั่งท่ีได้รับการถ่ายท่ี	 1,500,	
1,000	 และ	 1,000	 ต้น	 ตามลำาดับ	 ซึ่งชี้ให ้
เห็นว่า	 โครงสร้างพลาสมิดนี้	 มีประสิทธิภาพสูง 
ในการนำาไปใช้ในการถ่ายฝากยีน	

การนำาเทคโนโลยกีารยับย้ังการแสดงออก
ของยีน		โดยใช้	RNAi	ถอืเป็น	“reverse	genetics”	
ท่ีใช้ในการ	 knockdown	 การแสดงออกของยีน 
เป้าหมายท่ีใช้ในพชื	เช่นเดยีวกนักบัในสิง่มชีวิีตอืน่	ๆ 	
ส่วนใหญ่แล้วจะมุ่งเน้นการนำา	 RNAi	 ไปเป็น 

เครือ่งมือในการยบัยัง้การแสดงออกของยนีเป้าหมาย
ที่จำาเพาะ	 หรือตำาแหน่ง	 promoters	 ของยีน 
นั้น	ๆ	โดยอาศัยการทำางานของชิ้นส่วน	double	
strand	RNA	(dsRNA)	ซึ่งเมื่อผ่านกระบวนการ
ต่าง	 ๆ	 แล้ว	 จะมีผลไปยับยั้งการทำางานของ	 
messenger	RNA	(mRNA)	ทำาให้ยีนนั้น	ๆ	ถูก
ยบัยัง้และไม่แสดงออก	เพือ่ปรบัปรงุพนัธุพ์ชืให้ได้
ลักษณะใหม่	ๆ 	ที่ต้องการซึ่งสามารถถ่ายทอดไปสู่
รุน่หลงั	(Wang	et al.,	2018)	นอกจากนี	้การสร้าง
อินทรอนแฮร์พินอาร์เอ็นเอ	 (hairpin	 RNA)	 
ทั้งแบบ	sense	และ	antisense	RNA	ให้อยู่ใน	
promoter	เดยีวกนัโดยม	ีintron	คัน่กลางระหว่าง
ลำาดับ	 sense	และ	antisense	จะเกิดการสร้าง
เป็น	hpRNA	หลังจากผ่านกระบวนการถอดรหัส	
ซึ่งวิธีการใหม่นี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนในพืชได้ดีกว่า	 dsRNA	 โดยจะ
ให้ผล	80-100%	(Mallory	et al.,	2001)	ซึ่งหาก
สร้างเวคเตอร์แบบ	 ihpRNAi	 จะลดขั้นตอนและ
ใช้ระยะเวลาการศึกษาหน้าที่และการแสดงออก
ของยีนได้รวดเร็วกว่าการใช้วิธีการแบบทั่วไป	

เทคนิคการสร้างโครงสร้างแฮร์พินอาร์
เอน็เอทีป่ระกอบด้วยอนิทรอนอยูภ่ายในโครงสร้าง	
(intron-containing	hairpin	structure)	สามารถ
นำามาใช้ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนและ
ใช้ได้อย่างมปีระสทิธภิาพกบัพชืหลายชนดิ	Smith	
et al.	(2000),	William	et al.	(2004)	และ	Yan	
et al.	 (2009)	 ประสบความสำาเร็จในการสร้าง 
โครงสร้างแฮร์พินอาร์เอ็นเอท่ีประกอบด้วยอินทรอน 
ภายในโครงสร้าง	 และเมื่อ	 Li	 et al.	 (2009)	 
ใช้โครงสร้างดังกล่าวในการยับยัง้การแสดงออกของ
ยนี	RACK1	ในข้าว	พบว่า	ข้าวมคีวามสามารถใน
การทนทานต่อสภาวะขาดนำา้ได้ดยีิง่ขึน้	 (Li	et al., 
2009)	ต่อมา	Yan	et al.	(2012)	พฒันาวธิกีารโดย
เชือ่มต่อยนีและการโคลนนิง่	แบบ	High-through-
put	 เป็นรายงานแรก	 ซ่ึงต่อมานำามาประยุกต์ใช้ 
ในการโคลนนิ่งยีนที่สนใจอื่น	 ๆ	 ได้ด้วยเช่นกัน	 
(Yan	et al.,	2013)	ดงันัน้	งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงค์
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ในการสร้างอนิทรอนแฮร์พนิพลาสมดิเวคเตอร์แบบ	
ihpRNAi	ของยนี	ERD15	เพือ่ใช้ศกึษาการถ่ายฝาก
โครงสร้างยนีสงัเคราะห์	ERD15	ทีอ่ยู่ในภาวะเกดิ
การยบัยัง้การแสดงออกของยนีเข้าสูต้่นอ่อนยาสบู	
ซึง่เป้าหมายของงานวิจัยสามารถนำาโครงสร้างของ
พลาสมิด	ihpRNAi	มาใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานต่อการ
ปรบัปรงุพนัธุพ์ชืให้มลัีกษณะทนต่อการขาดนำา้ได้ต่อ
ไปในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ

1. พันธุ์ยาสูบและสายพันธุ์แบคทีเรียที่ใช้ในการ

ทดลอง
พืชที่ใช้ในการทดลอง	 ได้แก่	 ยาสูบพันธุ์

เวอร์จิเนีย	 (Nicotiana tabacum	 ‘Virginia	
Coker’)	 ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มวิจัย
เทคโนโลยีชีวภาพ	กรมวิชาการเกษตร	แบคทีเรีย
ทีใ่ช้ในการทดลอง	ได้แก่	Escherichia coli	สายพนัธุ์ 
DH5	 alpha	 (ThermoFisher	 Scientific,	 USA)	 
ใช้สำาหรับเพิ่มจำานวนยีนสังเคราะห์	 ERD15	 ที่
โคลนในเวคเตอร์	 pUC19	 (Addgene,	 USA)	
แบคทีเรีย	ElectroMAXTM	DH5	alpha	(Invitrogen,	
USA)	 ใช้สำาหรับเพิ่มจำานวนพลาสมิดโครงสร้าง
ยีนสังเคราะห์	inhRNAi+	และอะโกรแบคทีเรียม
สายพันธุ์	 ELECTROMAXTM Agrobacterium 
tumefaciens	LBA4404	(ThermoFisher	Scientific, 
USA)	สำาหรับใช้ในการถ่ายฝากยีนเข้าสู่ต้นยาสูบ

2. การออกแบบและโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีน 

ERD15
การโคลนชิน้ดเีอ็นเอของยนี	ERD15	ด้วย

วธิ	ีPCR		โดยการออกแบบยีนสงัเคราะห์	ERD15 
ของยาสูบ	 (XP_009804354.1)	 ด้วยวิธีการ	
GeneArt	 GeneSynthesis	 (Invitrogen,	 USA)	
กำาหนดให้มีลำาดับนิวคลีโอไทด์แบบเต็มสายยีน
ขนาด	584	คู่เบส	โดยเพิ่มจุดตัดเอ็นไซม์	BsaI	ที่
ปลาย	5’	และ	3’	ของยนี	ERD15	และ	protective- 

bases	adapters	ทัง้สองด้าน	(5’-ACCAGGTCT-
CAGGAG-3’)	 และ	 (5’-ACGATGAGACC 
TGGT-3’)	 จึงทำาให้ได้โครงสร้างยีนสังเคราะห์มี
ความยาว	609	คู่เบส		

ออกแบบไพรเมอร์สำาหรับตรวจสอบ 
รคีอมบแินนต์	ได้ดงัน้ีคอื	ไพรเมอร์วเิคราะห์ลำาดบั
นวิคลโีอไทด์	และตรวจสอบความถกูต้องของส่วน
ยีน	 ERD15	 ได้แก่	 ไพรเมอร์	 P21	 และ	 P22	 
และไพรเมอร์ตรวจสอบทศิทางของอนิทรอน	ได้แก่	
P23,	P24	และ	P25	(Table	1)		ตั้งโปรแกรมการ
ทำางานดังนี้	ขั้นตอน	Initial	Denaturation	95°๐ซ.	
30	วินาที	จำานวน	1	รอบ,	Denaturation	95°๐ซ.	
30	วนิาท,ี	Annealing	65°๐ซ.	15	วนิาท,ี	Extension	
65°๐ซ.	 1	 นาที	 จำานวน	 30	 รอบ	 และ	 Final	 
extension	68°๐ซ.	5	นาที	จำานวน	1	รอบ	และจบ
ปฏิกิริยาที่	 4°๐ซ.	 (Yan	 et al.,	 2012)	 โคลนชิ้น
ดีเอ็นเอสังเคราะห์เข้าสู่เวคเตอร	์ pUC19	 (Add	
gene,	USA)	และถ่ายฝากเข้าสู่	ELECTROMAXTM 
DH5α	 (Invitrogen,	 USA)	 เก็บรักษาดีเอ็นเอ
สังเคราะห์ไว้ในระยะยาวท่ีอณุหภูมิ	-	80°๐ซ

3. การเ ชื่อมต ่อชิ้น ยีน ERD15 เข ้ากับ  

pRNAi-GG การตรวจสอบทิศทาง และการถ่าย 

พลาสมิดโครงสร้างยีนสังเคราะห์เข้าเซลล์

แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α  
นำายีน	 ERD15	 เชื่อมต่อเข้าพลาสมิด

โกลเด้นเกต	pRNAi-GG			(GenBank	accession	
number	 JQ085427)	 ด้วยปฏิกิริยาสมบูรณ์ใน
หลอดเดียว	 ซึ่งประกอบด้วยการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจำาเพาะ	 และทำาการเชื่อมต่อ	 (one	 tube	 
restriction-ligation	step)	ด้วยเอ็นไซม์	T4	DNA	
ligase	พร้อมกนั	ทำาให้เกดิรคีอมบแินนต์	ihpRNA	

องค์ประกอบของเวคเตอร์	 pRNAi-GG	
ประกอบด้วยโปรโมเตอร์	 35SCaMV,	 Nos	 
terminator	 ยนีคดัเลอืกกานามัยซนิ	 (kanamycin	
resistance	 gene)	 ใช้เซลล์เจ้าบ้านเป็น	E. coli  
สายพนัธุ	์DH5α	ตามวธิกีารของ	Yan et al. (2009)	 
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และ	Yan et al.	(2012)	ทัง้นี	้การเตมิเอนไซม์	T4-
DNA	ligase	เอนไซม์ตดัจำาเพาะ	EcoRI	และ	SacI	
ทำาให้ยีน	ccdB	ในเวคเตอร์ถกูแทนท่ีด้วยยนี	ERD15 
ท้ังด้าน	 sense	 และ	 antisense	 พร้อมกนัในหนึง่
ปฏิกิริยา	 และมีอินทรอนคั่นกลางระหว่างยีนทั้ง
ทิศทาง	 sense	และ	antisense	ภายในโครงสร้าง	
บนัทกึลำาดบัเบสสงัเคราะห์ทีไ่ด้ในฐานข้อมลู	 NCBI	
(MN816266)	 และบนัทึกภาพด้วยกล้องบนัทกึภาพ	
(SONY-DSC-W800	Cyber	shots)

4. การถ่ายฝากโครงสร้างของยีน ERD15 เข้า 

ยาสูบ โดยใช้ Agrobacterium tumefaciens  

สายพันธุ์ LBA4404

 4.1 ขัน้ตอนการถ่ายฝากยนี 
นำา A. tumefaciens	 LBA4404	 จาก

อณุหภมู	ิ-20°๐ซ.	มาละลายบนนำา้แข็ง	นาน	5	นาที		
ผสมอะโกรแบคทีเรยีมขึน้ลงเบา	ๆ	ด้วยไปเปต	ดดู
เซลล์อะโกรแบคทีเรยีม	20	ไมโครลติร	ลงในหลอด
ทดลองขนาด	1.5	มล.	(วางบนนำา้แข็ง)	ทีป่ระกอบ
ด้วยโครงสร้างพลาสมดิเอน็เอจากข้อ	 3	 ปรมิาตร	 
5	 ไมโครลิตร	 ผสมส่วนผสมดีเอ็นเอและอะโกร 
แบคทเีรยีมเบา	ๆ	ด้วยไปเปต	นำาส่วนผสมทีไ่ด้วาง
บนนำา้แข็ง	30	นาที	เคลือ่นย้ายพลาสมดิเข้าสูเ่ซลล์
อะโกรแบคทเีรียม	 ด้วยวิธ	ี Electroporation	 โดย 
ใช้สภาวะตามคำาแนะนำาบริษัทผู้ผลิต	 (Biorad	
Gene	 Pulser)	 ได้แก่	 ในคิวเวตต์	 0.2	 ซม.	 
(Electroporation	cuvette,	0.2	cm,	Invitrogen,	

life	technology)	ทีส่ภาวะ	25	μμF,	200	โอห์ม	และ	
2.5	 kV	 เตมิอาหารเหลว	 YEP	 (bacto-tryptone	 
10	ก./ล.	yeast	extract	10	ก./ล.	NaCl	5	ก./ล.	
pH	7.0)	ทีอ่ณุหภมูห้ิอง	ปรมิาตร	1	มล.	ลงในคิว
เวตต์		และดดูลงในหลอดทดลองแบบมีฝาปิดขนาด	
15	มล.	เตมิรแิฟมพซิิน	100	มก./ล.	และกานามยัซิน	 
50	มก./ล.	เลีย้งเชือ้นานข้ามคนื	(ให้ได้	 ค่า	O.D

600	 

ที	่0.1		บ่มต่อที	่25°๐ซ.	นาน	1-2	ชม.	(ในสภาพมดื)	
ตกตะกอนเซลล์โดยการป่ันเหวีย่งที	่ 2,000	 g	 นาน	 
5	 นาที	 อุณหภูมิ	 25°๐ซ.	 เจือจางด้วย	 infiltration	 
buffer	(NAA	0.1	มก./ล.	+นำา้ตาลซโูครส	3%	pH	
5.7	+100	ไมโครโมลาร์	อะซโิตไซรินโกน)	เขย่าหลอด
ที่	 200	 รอบ/นาที	 นาน	 3	 ชม.	 ตกตะกอนเซลล ์
โดยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว	 10,000	 รอบ/นาท	ี 
ทีอ่ณุหภมู	ิ25°๐ซ.	นาน	1	นาที	

ห่อเมล็ดยาสูบด้วยผ้าขาวบาง	 แช่เมล็ด
ยาสบูในนำา้ปลอดเช้ือเป็นเวลา	 12	 ชม.	 ล้างเมลด็ 
ด้วย	95%	แอลกอฮอล์	นาน	5	นาท	ีเขย่าด้วยมอื	
ตามด้วยการล้างด้วย	10%	คลอรอกซ์	สองครัง้	ๆ	
ละ	10	นาท	ีเขย่าด้วยมอื	ล้างด้วยนำา้กลัน่ปลอดเชือ้	 
2	ครัง้	ๆ	ละ	5	นาที	เขย่าด้วยมอืเบา	ๆ	จากน้ันทำา
มาเลีย้งลงบนอาหารแข็งสตูร	MS	(Murashige	and	
Skoog,	1962)	เตมิ	BA	5	โมลาร์	+	นำา้ตาลซโูครส	
3%	(นำา้หนัก/ปรมิาตร)	+	gelrite	0.3%	(นำา้หนัก/
ปรมิาตร)	 ปรบัพเีอชเท่ากบั	 5.7	 เพาะเลีย้งในห้อง
ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเป็นเวลา	 5	 สัปดาห์	 
ก่อนนำามาใช้ในการถ่ายฝากยนี	

Table 1	Primers	used	for	recombinants	and	orientation	identifications

Primer Names Sequence (5’ - 3’) Description

P21 accatttacgaacgatagcc For	recombinants	identification	and	sequencing

P22 gtaaaacgacggccagtg For	recombinants	identification	and	sequencing

P23 cgaatctcaagcaatcaagc For	recombinants	sequencing	and	intron	orientation	
identification

P24 cattttagcttccttagctcc For	recombinants	and	intron	orientation	identification

P25 catttggattgattacagttgg For	recombinants	and	intron	orientation	identification

Source:	Yan	et al. (2012)
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ตดัใบอ่อนยาสบูทีข่นาด	50	ตร.มม.	มาใช้ใน
การถ่ายฝากยีน	 โดยเขย่าชิ้นส่วนใบร่วมกับสาร
แขวนลอยเชื้อ	 (co-cultivation)	 บนเครื่องเขย่า
ความเร็วรอบ	 100	 รอบ/นาที	 นาน	 60	 นาที	 
ในสภาพมดื	นำาเนือ้เยือ่ทีผ่่านการปลกูเชือ้ไปวางลงบน
กระดาษซบั	 แล้วนำาไปเลีย้งบนอาหารแขง็สตูร	MS	 
ที่เติมสารอะซิโตไซรินโกน	 (acetosyringone)	 
ความเข้มข้น	100	ไมโครโมลาร์	ในสภาพมืดทีอุ่ณหภูมิ	
28°๐ซ.	นาน	5	วนั	หลงัจากนัน้	นำาชิน้ส่วนพชืไปล้าง
ด้วยสารละลาย	MS	ทีเ่ติมซโีฟแทกซมี	(cefotaxime)	
ความเข้มข้น	100	มก./ล.	เพือ่ขจดัเซลล์อะโกรแบคที
เรียม	 เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชต่อในอาหารแข็ง	 MS	
สภาพมแีสง	16	ชม./วนั	(8	ชม.	กลางคนื)	ทีอ่ณุหภมิู	
28°๐ซ.	 นาน	 5	 สปัดาห์	 สงัเกตการเกดิแคลลสัและ
เปลีย่นอาหารใหม่ทกุ	ๆ 	สองสปัดาห์	เพือ่เพิม่ปรมิาณ
ยอด	จากนัน้	นำาแคลลสัมาเลีย้งต่อในอาหารแขง็สตูร	
MS+NAA	0.1	มก./ล.	+	นำา้ตาลซโูครส	3%	+	gelrite	
0.3%		pH	5.7	ทีเ่ติมกานามยัซนิ	50	ไมโครกรมั/มล.	
และไฮโกรมยัซนิ	 20	 มก./ล.	 เพือ่ชกันำาให้เกดิราก	 
จากนั้น	 คัดเลือกชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้รับการถ่ายฝาก
โครงสร้างยีน	 inhRNAi+ERD15	 โดยแคลลัสที่ม ี
ชิน้ยนีจะสามารถเจรญิได้ในอาหารทีม่สีารปฏชิวีนะ 
กานามัยซนิและไฮโกรมยัซนิ	เลีย้งประมาณ	2	สัปดาห์	
เปลีย่นอาหารทกุสปัดาห์	จนพัฒนาเป็นต้นอ่อน

5. การตรวจสอบและคัดเลือกต้นอ่อนยาสูบที่ได้

รับการถ่ายฝากยีน ERD15 
สกัดดีเอ็นเอจากใบยาสูบท่ีได้รับการถ่าย

ฝากยีนตามคำาแนะนำาคู่มือผู้ผลิต	 (NucleoSpin	
Plant	L	Kits,	Takara	Bio,	USA)	ตรวจสอบและ
คดัเลอืกต้นอ่อนยาสบูทีไ่ด้รบัการถ่ายฝากยนี	ERD15 
ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์จำานวน	 1	 คู่	
ได้แก่		Nos	(Forward)	(5’-GTTTGAACGATCG-
GGGAAATTCGAGCTC-3’)	 และ	 35SCaMV	
(Reverse)	(5’-CATTTGGAGAGGACACGCTG-
ACAAGCTGAC-3’)	ปฏกิิริยาพซีีอาร์ประกอบด้วย	
ขัน้ตอน	Initial	Denaturation	95°๐ซ.	5	นาท	ีจำานวน	

1	รอบ,	Denaturation	95°๐ซ.	3	นาท,ี	Annealing	
60°๐ซ.	1	นาท,ี	Extension	72°๐ซ.	1	นาท	ีจำานวน	30	
รอบ	และ	Final	extension	72°๐ซ.	5	นาท	ีจำานวน	
1	รอบ	และจบปฏิกริยิาท่ี	4°๐ซ.	นำาผลผลิตพซีอีาร์ที่
ได้มาตรวจสอบบน	 1.2%	 อะกาโรสเจล	 ต้นอ่อน
ยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝากยีน	 ERD15	 แสดงแถบ
ดเีอน็เอทีป่รากฏประมาณ	600	คูเ่บส	เทยีบกบั	100	
bp	DNA	ladder	(Fermentas)

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การออกแบบและโคลนชิ้นดีเอ็นเอของยีน 

ERD15
ยีนสังเคราะห์	 ERD15	 มีขนาดส่วน 

ที่มีการแสดงออกของยีน	 (ORF)	 579	 คู ่เบส	 
เมื่อทำาการเติม	 protective-base	 adapters	 
ที่ตำาแหน่ง	 5’	 และ	 3’	 โครงสร้างยีนมีขนาด 
นวิคลโีอไทด์	 609	คูเ่บส	 (GenBank	 accession	
number	MN816266)	 (Figure	 1)	 เมือ่นำาลำาดบั 
นวิคลโีอไทด์ดงักล่าวไปเปรยีบเทยีบกบัฐานข้อมลู 
ลำาดบันวิคลโีอไทด์ในฐานข้อมลู	GenBank	พบว่า	
มีความเหมือนอย่างสงู	(%	Max	Identities)	กบัยนี	
ERD15	 ที่พบในยาสูบ	 (Nicotiana tabucum)	
(XM_016582044.1)	 ที่ 	 100%,	 ยาสูบ	 
(Nicotiana termentiformis)	(XM_019372630.1)		 
ที่ 	 100%	 ,	 ยาสูบ	 (Nicotiana attenuata)
(XM_009806053.1)	 ที่ 	 97 .95%,	 ยาสูบ	 
(Nicotiana tabucum)	 (XM_016582043.1)	 
ที่	 99.72%,	 ยาสูบ	 (Nicotiana sylvestris)	
(XM_009806052.1)	 ที่	 99.72%,	 และยาสูบ	
(Nicotiana tabucum)	 (XM_009624730.2)	 
ที	่94.44%	เมือ่แปลลำาดบันวิคลโีอไทด์ให้เป็นกรด
อะมโิน	 ได้สายโพลเิปปไทด์ขนาด	 193	 กรดอะมโิน	
จัดเป็นประเภทไฮโดรฟิลิค	 เมื่อนำาลำาดับกรด 
อะมโินของยนีสงัเคราะห์	ERD15	มาทำาการเปรยีบเทยีบ
ในฐานข้อมูลพบว่า	 ใกล้เคียงกับโปรตีน	 ERD15  
ของ	Nicotiana tabacum (XM_016582044.1	
และ	XM_019372630.1)	มากที่สุด	ที่	100%
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5’-accaggtctcaggag 

atggcgttagtttcaggaggaaggtcgacactgaatccgaatgcacctcttttcatcccgtcttatgtgcgtcaagtggaggacttttcacccgaatggtggaatttggt

gacaacttcgacatggttccatgattattggacgaggcagcatcaaggagaggaatatggcgatgatgcttttggttttactgggaatgatgttgctgacttgcttcccg

aaaatatcgatcttgatgttgatgaagatattttgaacatggaagctcagtttgaagaattcctccaatcatctgaaagtgaacaacaaggaatcaagtcatcaccctat

ggtatcagtggtatgcttctatttggtatatatctccattatcttacaattatagtcatgatagtgatagagccacaaatttatactaggggattcaaaagtatactgaccaa
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Figure 2	Schemes	of	inhRNAi	construct	with	Pdk	Intron	and	ccdB	genes	in	which	hairpin	
RNA	 constructs	 containing	 ccdB	 genes	 to	 be	 replaced	 with	 ERD15	 target	 genes.	 The	 
cassette	gene	under	the	control	of	35S	CaMV	promoter	and	Nos	terminater	at	their	5’	and	
3’	 respectively.	 In	 this	case,	ccdB	genes	at	both	sense	and	antisense	within	 the	pRNAi	
vector	are	replaced	with	ERD15	gene

Figure 1	The	609	bp	ERD15	gene	synthesis	with	BsaI	restriction	enzymes	at	both	5’and	3’	
ends.	Protective	bases-adapters	for	pRNAi-GG	(5’-protective-abases	adapters	-BsaI-	ORF	
(ERD	open	 reading	 frame)–BsaI-protective-bases	adapters	 -	3’)	with	 restriction	site	BsaI	
(GGTCTC)	is	shown

2. การเ ชื่อมต ่อชิ้น ยีน ERD15 เข ้ากับ  

pRNAi-GG การตรวจสอบทิศทาง และการถ่าย

พลาสมิดโครงสร้างยีนสังเคราะห์เข้าเซลล์

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α  
ยนีสังเคราะห์	ERD15	ได้แทนทีย่นี	ccdB 

(ccdB	lethal	gene)	ในทศิทาง	sense	และ	anti-
sense	ตามแผนภาพ	 (Figure	2)	ทีป่ระกอบด้วย	
35S	 CaMV	 Promoter	 และ	 Nos	 terminator	 

โดยมีอินทรอน	 Pdk	 ค่ันกลางภายในโครงสร้าง	
การถ่ายฝากโครงสร้างยนี	ERD15	โดยวธิอีนิทรอน
แฮร์พิน	RNAi	เข้าสู่พลาสมิดโกลเด้นเกต	ประสบ
ความสำาเร็จ	 จากการตรวจสอบโครงสร้างยีน
สงัเคราะห์	 ERD15	 	 และทศิทางอนิทรอนภายใน
พลาสมิดด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจำาเพาะ BamHI,	
XbaI	และ	SacI	เปรียบเทียบกับ	RNAi	loading	
และ	ท่อนยีน	ERD15	ที่เชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิด	
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Figure 3 Gene identification of ihpRNAi+ERD15 construct digested with SacI, HindIII, XbaI and BamHI 

restriction enzymes for their size identifications by gel electrophoresis. (Lane 1; SacI-HindIII),  

 (Lane 2; XbaI-BamHI), (Lane 3; full length of ERD15 cut with BsaI), (Lane 4; RNAi loading) and 

(Lane 5; RNAi+T4 DNA ligase). 
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3. การตรวจสอบและคัดเลือกต้นอ่อนยาสูบทีไ่ด้รับการถ่ายฝากยนี ERD15 
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เวคเตอร์โครงสร้างยนีสังเคราะห์อินทรอนแฮร์พินอาร์เอน็เอของยนี ERD15 เขา้สู่ตน้อ่อนยาสูบ  พบวา่ ยาสูบ

จาํนวน 4 ตน้ จากทั้งหมด 17 ตน้ (24%) ใหผ้ลผลิตพีซีอาร์เป็นแถบดีเอน็เอท่ีขนาดประมาณ 600 คู่เบส เม่ือเทียบ

กบั 100 bp DNA ladder (Fermentas, USA) (Figure 4) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Shao et al. (2014)  ท่ีรายงาน

การศึกษาเก่ียวกบัการคดัแยกและศึกษาการแสดงออกของยนี ERD15 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัสภาวะขาดนํ้าในมนัเทศ ดว้ย

วธีิการเดียวกนั นอกจากน้ี   Ziaf et al. (2011) รายงานวา่ การถ่ายฝากยนี SpERD15 เขา้สู่มะเขือเทศ และตรวจสอบ

ดว้ย CaMV35S forward และ gene-specific reverse primers พบวา่ มีประสิทธิภาพการถ่ายฝากจาํนวน 9 ตน้ จาก

F igure  3 	 Gene 	 i den t i f i c a t i on 	 o f	 
ihpRNAi+ERD15	 construct	 digested	 with	
SacI,	HindIII,	 XbaI	 and	BamHI	 restriction	
enzymes	for	their	size	identifications	by	gel	
electrophoresis.	(Lane	1;	SacI-HindIII),	(Lane	
2;	XbaI-BamHI),	(Lane	3;	full	length	of	ERD15 
cut	with	BsaI),	(Lane	4;	RNAi	loading)	and	
(Lane	5;	RNAi+T4	DNA	ligase)

M

pRNAi	 ที่ได้จากปฏิกิริยา	 T4	 DNA	 ligase	 บน 
อะกาโรสเจล	พบว่า	ดีเอ็นเอ	ERD15	ที่ได้รับการ
ถ่ายฝากเข้าสู่พลาสมิดโกลเด้นเกต	 ให้ผลเป็น
โครงสร้างยีนสังเคราะห์	 pRNAi-GG+ERD15 
(inhRNAi+ERD15)	ขนาดความยาว	609	คู่เบส	
(Figure	3)	

3. การตรวจสอบและคัดเลือกต้นอ่อนยาสูบที่ได้

รับการถ่ายฝากยีน ERD15
ผลจากการใช้ไพรเมอร์	 Nos	 (forward)	

และ	 35S	 CaMV	 (reverse)	 ตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการถ่ายฝากเวคเตอร์โครงสร้างยีน
สังเคราะห์อินทรอนแฮร์พินอาร์เอ็นเอของยีน	
ERD15	เข้าสู่ต้นอ่อนยาสูบ	พบว่า	ยาสูบจำานวน	
4	 ต้น	 จากทั้งหมด	 17	 ต้น	 (24%)	 ให้ผลผลิต 
พีซีอาร์เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ	 600	 
คู่เบส	 เม่ือเทียบกับ	 100	 bp	 DNA	 ladder	 
(Fermentas,	 USA)	 (Figure	 4)	 สอดคล้อง 
กับรายงานของ	Shao	et al.	 (2014)	ที่รายงาน
การศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกและศึกษาการ
แสดงออกของยีน	ERD15	ที่เกี่ยวข้องกับสภาวะ
ขาดนำ้าในมันเทศ	ด้วยวิธีการเดียวกัน	นอกจากนี้	
Ziaf	et al. (2011)	รายงานว่า	 การถ่ายฝากยีน 
SpERD15	เข้าสู ่มะเขือเทศ	 และตรวจสอบ
ด้วย	CaMV35S	 forward	และ	gene-specif	ific	 
reverse	primers	พบว่า	มปีระสทิธภิาพการถ่ายฝาก
จำานวน	 9	 ต้น	 จากจำานวนทั้งหมด	 27	 ต้น	
(33.33%)	ขณะท่ี	 Alves	et al .	 (2011)	 
พบว่า	GmERD15	 ในถั่วเหลือง	 จะเพิ่มการ
แสดงออกของยีนรายงานผล	(reporter	 gene)	 
เม่ือพชืประสบกบัสภาวะขาดนำา้	 ภายหลังพชืการ 
ได้รบัการถ่ายฝากยนี

ข้อดีของการนำายีน	 ERD15	 โคลนเข้าสู่
พลาสสมิดโกลเด้นเกตแทนการโคลนนิ่งแบบ
ดั้งเดิม	 คือสะดวก	 รวดเร็ว	 สามารถได้ดีเอ็นเอ
สงัเคราะห์ในรปูเวคเตอร์ทีส่ามารถใช้เพิม่จำานวนได้	
ดเีอน็เอมคีวามถกูต้อง	สามารถนำาไปสร้าง	inhRNAi	

10 
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Figure 4 The gel electrophoresis result of transformed plants analysis by PCR.   M = 100 bp plus DNA ladder 

(Fermentas, USA). Lane 1, Lane 2 and Lane 3 showed PCR amplification products with primers specific to 

ERD15 
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Figure 4	The	gel	electrophoresis	result	of	
transformed	plants	analysis	by	PCR.	M	=	
100	bp	plus	DNA	ladder	(Fermentas,	USA).	
Lane	1,	Lane	2	and	Lane	3	showed	PCR	
amplif ication	 products	 with	 primers	 
specific	to	ERD15
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ของยีนสังเคราะห์	 ERD15	 แทนวิธีการโคลนนิ่ง
แบบเดิมที่ต ้องใช้การเชื่อมต่อหลายขั้นตอน	 
ประโยชน์อกีประการหนึง่คอื	ยนีสงัเคราะห์สามารถ
เชือ่มต่อเข้ากบัตำาแหน่งโคลนนิง่และมตีำาแหน่งจดุ
ตัดเอนไซม์ตัดจำาเพาะภายในเวคเตอร์ได้สำาเร็จ
สมบูรณ์ในหลอดเดียว	 งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัย 
ครั้งแรกที่ศึกษายีนทนแล้งสังเคราะห์	 ERD15  
มาใช้กบัการโคลนนิง่แบบ	inhRNAi	อย่างไรกต็าม	
จำาเป็นต้องมีการทดสอบการแสดงออกของยีน	
ERD15	ในต้นพชืภายหลังจากท่ีได้รบัการถ่ายฝาก	
ท่ีมีต่อผลกระทบจากสภาวะขาดนำ้าต่อไป	 ซึ่งจะ
ช่วยเพิม่ข้อมลูและประสทิธภิาพการปรบัปรงุพนัธุ์
พืชทนแล้งได้ต่อไปในอนาคต

สรุปผลการทดลอง

การสังเคราะห์ยีนทนแล้ง	ERD15	เข้าสู่
เวคเตอร์	 inhRNAi-GG	 โดยวิธีการ	 one	 tube	
restriction	ligation	system	พบว่า	ส่วนนิวคลโิอไทด์ 
ของยีนสังเคราะห์มีขนาดแบบเต็มสายยีน	 609	 
คู่เบส	ประกอบด้วยกรดอะมิโนเมไธโอนีน	(Met)		
และรหสัหยดุการสงัเคราะห์โปรตนี	(TGA)	เมือ่นำา
โครงสร้างพลาสมิดเข้าสู่พลาสมิดโกลเด้นเกตให ้
ผลบวก	100%	แม้ว่าการนำาโครงสร้างยนีสงัเคราะห์
มาใช้ในการถ่ายฝากยีนเข้าสู ่ต้นยาสูบด้วยวิธี	
Agrobacterium-mediated	 transformation	 
มปีระสทิธภิาพการถ่ายฝากยีนคดิเป็นเพียงร้อยละ	
24	 (4/17	ต้น)	แต่งานวิจัยนี้ประสบความสำาเร็จ
ในการนำาเทคนิค	 pRNAi-GG	 มาใช้ในการสร้าง
พลาสมดิยนี	ERD15	เพือ่ใช้ถ่ายฝากเข้าสูต้่นอ่อน
ยาสบูได้	ซึง่สามารถนำาโครงสร้างพลาสมดิทีไ่ด้ไป
ใช้ในการถ่ายฝากยนีทนแล้ง	เข้าสู่ต้นพชืชนดิอืน่	ๆ 	
เพือ่ศกึษาถงึลักษณะพนัธุท่ี์สนใจเมือ่พืชอยูภ่ายใต้
สภาวะขาดนำ้า	 ทั้งนี้	 เพื่อช่วยเพิ่มความรู้ความ
เข้าใจด้านการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืให้มคีวามสามารถ
ในการทนแล้งได้ต่อไป

ค�าขอบคุณ

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากกรม
วชิาการเกษตร	ขอขอบคณุ	คณุวภิาวรรณ	วงศ์สุทธิ์	
นกัวจิยั	กลุม่วจิยัเทคโนโลยชีวีภาพทางการเกษตร	
สำานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ	 ที่ให้การ
สนับสนุนและช่วยเหลืองานวิจัย	 การเตรียมสาร
เคมี	และการวิเคราะห์ยีน	ERD15	ในห้องปฏิบัติ
การ	การถ่ายฝากโครงสร้างยนีสงัเคราะห์	ERD15 
เข้าสู่เวคเตอร์อินทรอนแฮร์พิน	 (inhRNAi)	 และ
ดูแลต้นอ่อนยาสูบที่ได้รับการถ่ายฝาก	
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