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บทคัดยอ 
 
 ยีนนิวคลีโอลินในขาว OsNUC1 พบวามีการแสดงออกแตกตางกนัในขาวพันธุไมตานทานความเค็ม
และสายพันธุที่ตานทานความเค็มขณะทีข่าวไดรับภาวะเค็ม เม่ือไดรับภาวะเค็มในชวง 6 วันพบวาสายพันธุทน
เค็มมีการแสดงออกสูงกวาพันธุไมทนเคม็ ลักษณะเฉพาะของโปรตีนนิวคลีโอลินน้ีคือประกอบดวย RNA 
recognition motifs (RRMs) จํานวน 2 โมทิฟ และ  Glycine- and Arginine-rich (GAR) repeat ในการศึกษา
บทบาทของโมทิฟดังกลาว ยีนที่เปนแมแบบในการสังเคราะหโปรตนีนวิโคลินในบริเวณที่มีโมทิฟทั้งสองและถูก
ควบคุมดวย 35SCaMV promoter ไดถกูถายเขาสู Arabidopsis  ในภาวะปกตติน Arabidopsis ที่ไดรับการ
ถายยีนมีการเติบโตสูงกวาพันธุ wild type และเม่ือเตบิโตในภาวะเค็ม Arabidopsis ที่ไดรับการถายยีนก็มีอัตรา
การเติบโตสูงกวา ดังน้ัน จึงเสนอวา RNA recognition motifs (RRMs) จํานวน 2 โมทิฟ และ  Glycine- and 
Arginine-rich (GAR) repeat ของนิวคลีโอลินมีบทบาทสําคัญตอการตานทานภาวะเค็มในพืช 
 
 

Abstract 
 
 Rice nucleolin gene, OsNUC1, was found to be differentially expressed in two pairs of salt-
sensitive and salt-resistant rice lines during salt stress conditions. During salt stress condition up to six 
days, the salt resistant lines exhibited a higher level of gene expression. The unique feature of the 
rice nucleolin-like protein encoded by OsNUC1 is the existence of two RNA recognition motifs (RRMs) 
and a Glycine- and Arginine-rich (GAR) repeat. To determine the role of these elements, a partial 
OsNUC1 cDNA encoding the two RRM motifs and the GAR repeat was constitutively expressed under 
the 35SCaMV promoter in Arabidopsis thaliana L. In normal conditions, the resulting transgenic plants 
showed a higher growth rate than the controls.  We propose that the RRM motifs and the GAR repeat 
of OsNUC1 play important roles in plant growth, and contribute to the salt-stress tolerance character, 
which defines a new role of nucleolin in plants. 
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สรุปโครงการ (Executive Summary) 
 

1. ชื่อโครงการ  
ภาษาไทย  การศึกษาลักษณะสมบตัิของยีนชนิดใหมที่ตอบสนองตอความเค็มในขาว (Oryza sativa L.) 
ภาษาอังกฤษ Characterization of the novel salt-responsive gene in rice (Oryza sativa L.) 

 
2. ชื่อหัวหนาโครงการ หนวยงานที่สงักัด ที่อยู หมายเลขโทรศพัท โทรสาร และ e-mail 

ชื่อหัวหนาโครงการ  
(ภาษาไทย)  ศุภจิตรา  ชัชวาลย  (ภาษาอังกฤษ)  Supachitra  Chadchawan 
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e-mail s_chadchawan@hotmail.com 
ที่อยู  44 ซอยรัชดาภิเษก 62 ถนนรัชดาภิเษก บางซื่อ กทม. 10330 
โทรศัพท 02-9101234 
 

3.   สาขาวิชาที่ทําการวิจยั Plant physiology and plant molecular biology 
Keywords ของขอเสนอโครงการ  rice, Oryza sativa L., salt stress, salt tolerance 
 

 
5. ระยะเวลาดําเนินงาน 3 ป 
 
6. ไดเสนอโครงการนี้ หรือโครงการที่มีสวนเหมอืนกับเรื่องน้ีบางสวน เพือ่ขอทุนตอแหลงทุน 
อ่ืนที่ใดบาง 

 ไมไดเสนอตอแหลงทุนอ่ืน 
� เสนอตอ____________________________________________________ 
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7. ปญหาที่ทําการวิจัย และความสําคญัของปญหา 
ปญหาดานขอจํากัดทางกายภาพของสิ่งแวดลอม เชน ความแหงแลง อุณหภูมิที่ไมเหมาะสม การ

ขาดธาตุอาหาร ตลอดจนพื้นที่ดินเค็มลวนแตเปนปญหาทําใหผลผลิตทางการเกษตรลดต่ําลง ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ขอจํากัดดังกลาวมีผลตอการสรางอาหารและการเจรญิเติบโตของพืช 

ขาว (Oryza sativa L.) ซ่ึงเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศจัดเปนพืชทนเค็มไดปานกลางซึ่ง
ขาวพันธุตางๆน้ันมีความสามารถในการทนเค็มไดแตกตางกัน และพื้นที่นาบางสวนของประเทศก็เปนพ้ืนที่ดิน
เค็ม ซ่ึงเปนขอจํากัดทําใหขาวที่ปลูกในบริเวณดังกลาวมีผลผลติต่าํ 

วิธีการหนึ่งสําหรับการพัฒนาพันธุพืช นอกเหนือจากการปรับปรุงพันธุโดยการผสมพันธุแลวคัดเลือก
โดยใชลักษณะทางฟโนไทปที่ปรากฏ  ยงัสามารถพัฒนาพันธุโดยการใชความรูความเขาใจเกี่ยวกับกลไกใน
ระดับโมเลกุลมาชวยอีกทางหนึ่ง  

การคัดเลือกขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123TC171 โดยอาศัยการเกิด somaclonal variation ในหลอด
ทดลอง และคดัเลือกลักษณะทนเค็มมาอีก 7 ชั่วรุน (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) ทําใหไดขาวสาย
พันธุทนเค็มทีมี่ความสามารถทนเค็ม และทนแลงไดดีกวาขาวพันธุเดิมและสามารถยืนยันการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมที่เกิดระหวางขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123TC171 และ ขาวเหลืองประทิว123 (LPT123) พันธุเดิม 
(Thikart et al., 2005) การคนหายีนที่มีการแสดงออกที่เปลี่ยนแปลงไปที่ทําใหขาวสายพันธุ LPT123TC171 มี
ความตานทานตอความเคม็ไดดีขึ้น จะนําไปสูการนํายีนตานทานความเค็มไปใชในการพัฒนาพันธุขาวทนเค็ม
ตอไปในอนาคต ตลอดจนอาจนําไปประยุกตใชกบัพืชชนิดอ่ืนๆ หากเปน conserved gene  ในพืชชนิดตางๆ 

จากการใชเทคนิค Differential display ทําใหสามารถคดัแยกยีนที่ขาว LPT123 และ LPT123TC171 
มีการแสดงออกตางกันภายหลังไดรับภาวะเค็มหลายยนี (สมพร มณีประสพสุข, 2547) โดยมียีนหนึ่งเปนยีนที่
ยังไมเคยมีผูรายงานถึงสมบัติทีเ่กี่ยวของกับภาวะเค็ม หรือความตานทานความเค็ม งานวิจัยน้ีจึงมีจุดมุงหมาย
ที่จะศึกษาลักษณะของยีนดังกลาววามีการแสดงออกอยางไรเม่ือไดรับภาวะเค็ม มีการแสดงออกในขาวพันธุทน
เค็มและไมทนเค็มเหมือนหรือแตกตางกันอยางไร ตลอดจนมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็มของ
พืชหรือไม อยางไร ความรูความเขาใจนี้อาจใชเปนพ้ืนฐานในการพัฒนาพันธุขาวทนเค็มตอไปไดในอนาคต 

 

8. วัตถุประสงค 
1. ศึกษาลักษณะของยีนใหม DQ012289 จากฐานขอมูลสากล และทาํนายบทบาทของยีนดังกลาวจาก

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
2. ศึกษา gene organization และเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวที่มีความทนเค็ม

แตกตางกัน เม่ือปลูกในภาวะปกติ และ ในภาวะเค็ม 
3. ตรวจสอบผลของ Abscisic acid (ABA) ที่มีตอการแสดงออกของยีน DQ012289 
4. ศึกษาบทบาทของ DQ012289 ตอความสามารถในการตานทานความเค็มในพชื 
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9. ระเบียบวธีิวิจัย 
9.1 การศึกษาลักษณะสมบตัิของยีนที่มี Homology กับ DQ012289 จากการศึกษาทาง Bioinformatics 
 เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ DQ012289 กับฐานขอมูลสากล เพ่ือ retrieve ลําดับนิวคลีโอไทดที่
สมบูรณของ cDNA (full length cDNA) แลวนําไปวิเคราะหเพ่ือหา conserved region กับยีนอ่ืน ตลอดจน
การทํานาย protein motif ที่สําคัญที่ปรากฏ 
 
9.2 การศึกษา organization ของยีน DQ012289 ในขาว (Oryza sativa L.)  

ศึกษา organization ของยีน DQ012289 ในขาว (Oryza sativa L.) พันธุ / สายพันธุตางๆ ของไทยที่มี
ความสามารถในการตานทานตอความเคม็ตางกัน อยางนอย 4 พันธุ / สายพันธุ โดยวิธี Southern blot 
hybridization 

 
9.3 การศึกษาการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวในระยะตนกลา เม่ือเติบโตในภาวะเค็ม 

9.3.1 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในใบขาวที่ไดรับความเค็มในระยะสั้นในขาวที่
ความตานทานความเค็มตางกัน  

ทําการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในกลาขาวอยางนอย 4 พันธุ / สายพันธุ 
ที่มีความตานทานตอความเค็มแตกตางกนั เชน LPT123  LPT123TC171 KDML105 และ FL530 (ขาว
สายพันธุทนเค็มที่พัฒนาจาก KDML105 โดยหนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม)  ที่มีอายุประมาณ 2-3 สัปดาห และไดรับ
ความเค็มโดยการเติม 0.5% NaCl ลงในสารละลายธาตุอาหาร WP1 สูตรดัดแปลง (Thikart et al., 2005; 
สมพร  มณีประสพสุข, 2547) แลวทําการเก็บเนื้อเยือ่ใบเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวธิี 
northern blot analysis ภายหลังไดรับความเค็มเปนเวลา 0 นาท ี15 นาที  1 ชั่วโมง  3 ชั่วโมง  6 ชั่วโมง 
และ 12 ชั่วโมง  

9.3.2 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในใบขาวที่ไดรับความเค็มในระยะยาวในขาวที่
ความตานทานความเค็มตางกัน 

ทําการเตรียมตัวอยางพืชและเปรียบเทยีบการแสดงออกของยีน DQ012289 เชนเดียวกับที่ระบุ
ไวในขอ 9.3.1 แตทําการเก็บเนื้อเยื่อใบภายหลังใหภาวะเค็มเปนเวลา 24  48  และ 72 ชั่วโมง 

 
9.4 การศึกษาผลของ ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยื่อใบขาว 

9.4.1 ศึกษาผลของ exogenous ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยื่อใบขาว 
เตรียมตวัอยางกลาขาว LPT123 และ LPT123TC171 ดังที่ระบุในขอ 9.3.1 ฉีดพน ABA ที่ความ

เขมขน 100 μM ในชวงเชาและทําการตรวจวัดการแสดงออกของยีนทั้งในระยะสั้น และในระยะยาวดังที่
ระบุไวในขอ 9.3   รวมทั้งเปรียบเทยีบการแสดงออกในกลาขาวที่ไมไดรับภาวะเค็มดวย 

 
 9.4.2 ศึกษาผลของ ABA inhibitor- abamine (Han et al., 2004) ที่มีตอการแสดงออกของ 
DQ012289 ในเน้ือเยื่อใบขาว 
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9.4.2.1 ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของ abamine ที่สามารถยับยั้งการสราง ABA ในขาว
ภายหลังไดรับภาวะเค็ม โดยการให abamine ความเขมขน 50 100  และ 200 μM เม่ือกลาขาวอยูใน
ภาวะเค็มดังขางตน แลวตรวจวัดปริมาณ ABA ที่สรางขึ้น เปรียบเทยีบกับชุดควบคุมที่ไมไดรับ 
abamine ทําการทดลองอยางนอย 3 ซํ้า 

9.4.2.2 ศึกษาการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยือ่ใบขาวของกลาขาวที่ไดรับความเค็ม 
และฉีดพน abamine ในความเขมขนทีไ่ดทราบจากการทดลองในขอ 8.4.2.1 ทําการเก็บเนื้อเยื่อใบขาว
หลังจากไดรับความเค็ม และ abamine ในชวงระยะสั้น และ ระยะยาวตามที่ระบุไวขางตน 

 
9.5 การตรวจสอบบทบาทของยีนที่ encode ให DQ012289 ที่เกี่ยวของกับความสามารถในการตานทาน
ความเค็ม 

ทําการตรวจสอบโดยการทํา overexpression ของยีนในพืชตนแบบ เชน Arabidopsis หรือ ยาสูบ 
(Nicotiana tabacum L.) โดยมีขั้นตอนดังน้ี 

9.5.1 สราง expression vector ของยีนดังกลาวโดยใช full-length cDNA ของ DQ012289 ใน 
pJim19 

9.5.2 ถาย recombinant DNA ที่สรางในขอ 9.5.1 เขาสู Agrobacterium เพ่ือใชในการถายยีน
เขาสูพืช 

9.5.3 ถายยีนดังกลาวเขาสูพืชตนแบบ เชน Arabidopsis (Clough and Bent, 1998) แลวพัฒนา
จนเปนตนที่สมบูรณ 

9.5.4 คัดเลือกตนที่เปน independent transgenic lines ไมนอยกวา 5 สายพันธุ และตรวจสอบ
การแสดงออกของ DQ012289 โดยวิธี real-time PCR คัดเลือกตนทีมี่การแสดงออกของยีนสูง อยาง
นอย 3 สายพันธุเพ่ือทําการศึกษาในขั้นตอไป 

9.5.6 นําตนที่คัดเลือกไวมาตรวจสอบความสามารถในการตานทานตอความเค็ม โดย
เปรียบเทียบกบัพืชที่ไมไดรับการถายยีน  

 
9.6 สรุปผลการทดลองและเขียนรายงาน 
 

10. จํานวนโครงการที่ผูวจิัยกําลังดําเนินการอยู  
 

10.1  ชื่อโครงการ:กลไกการตอบสนองตอความเค็มโดยอาศัย ABA ในขาว (Oryza sativa L.) 
ระยะเวลาโครงการ 2 ป (ขอขยายเวลาอีก 6 เดือน) 
ตั้งแต ธันวาคม พ.ศ. 2547 ถึง พฤศจิกายน พ.ศ. 2549 
แหลงทุนที่ใหการสนับสนุน ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  สํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ   
งบประมาณทีไ่ดรับ 1,750,000.- บาท 
สถานะของหัวหนาโครงการ   หัวหนาโครงการ  � ผูรวมโครงการ 
เวลาที่ใชทําวจัิยในโครงการนี้กี่ชั่วโมงตอสัปดาห  8  ชั่วโมงตอสัปดาห 
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10.2 ชื่อโครงการ:การผลิตสารเรงการเจริญและเพ่ิมผลผลติกลวยไมไคโตซาน O-80 และกําหนดแผนการ

ใชไคโตซาน O-80 ในกระบวนการผลิตกลวยไมในประเทศไทยอยางครบวงจร 
ระยะเวลาของโครงการ 2 ป 
ตั้งแต  28 กันยายน พ.ศ. 2549  ถึง 28 กันยายน พ.ศ. 2551 
แหลงทุนที่ใหการสนับสนุน สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องคกรมหาชน) 
งบประมาณทีไ่ดรับ 14,160,000 บาท 
สถานะของหัวหนาโครงการ  � หัวหนาโครงการ   ผูรวมโครงการ 
เวลาที่ใชทําวจัิยในโครงการนี้กี่ชั่วโมงตอสัปดาห  5  ชั่วโมงตอสัปดาห 
 

11. ความเชือ่มโยงกับตางประเทศ  
11.1 Prof.Dr.Tadao Asami จาก RIKEN Japan ที่ทํางานปจจุบัน คือ University of Tokyo เปนผู
อนุเคราะห ABA inhibitor - abamine ใชในการยับยั้งการสราง ABA ในพืช เพ่ือพิสูจนกลไกการทํางานของ
ยีนดังกลาววาผานการควบคุมของ ABA หรือไม 
11.2 Prof.Dr. Hongya Gu จาก มหาวิทยาลัยปกกิ่ง (Institute of Life Science, Pekking University)  

 
12. สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษายีนของขาวที่คาดวานาจะสมบัติเปนยีนตานทานความเค็ม ซ่ึงไดมาจากคัด
แยกยีนโดยวธิี differential display ซ่ึงเม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวาเปน
ยีนในกลุม Nucleolin จึงไดกําหนดชื่อเปน OsNUC1 ซ่ึงมีการแสดงออกในราก ใบ ดอก และฝก  OsNUC1 
เปนยีนที่ตอบสนองตอภาวะเค็มในขาว เปน gene family ขนาดเลก็ ประกอบดวยยีน OsNUC1 และ OsNUC2   
ในการศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษายีน OsNUC1 เปนหลัก ซ่ึงพบวาความเคม็ชักนําใหมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน
ขาวทั้ง 4 พันธุ / สายพันธุ โดยสายพันธุทนเค็มทั้ง LPT123-TC171 และ FL-530 มีการแสดงออกของยีนที่สูง
กวาพันธุทีไ่มทนเค็ม เม่ือทําการถายยีนดังกลาวเขาสู Arabidopsis 2 โครงสรางคือ โครงสรางที่เปน full-length 
cDNA และโครงสรางที่เปน partial cDNA clone ที่ขาด N-terminal serine acidic motif พบวา Arabidopsis ที่
มีโครงสรางของยีนแบบ full-length ไมสามารถคัดเลือกดวย kanamycin ได ในขณะที่  partial cDNA clone 
สามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มี kanamycin ได เม่ือนํา transgenic Arabidopsis ที่คัดเลือกไดไปเลี้ยงใน
ภาวะเค็มพบวามีการเตบิโตไดดีกวา wild type แสดงใหเห็นวา ยีนน้ีนาจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนการ
ตานทานความเค็มในพืช 
 



 
7 

บทนํา 
 

ขอจํากัดทางกายภาพของสิ่งแวดลอม เชน ความแหงแลง อุณหภูมิที่ไมเหมาะสม การขาดธาตุ
อาหาร ตลอดจนพื้นที่ดินเค็มลวนแตเปนปญหาทําใหผลผลติทางการเกษตรลดต่ําลง ทั้งน้ีเน่ืองจากขอจํากัด
ดังกลาวมีผลตอการสรางอาหารและการเจริญเติบโตของพืช 

ขาว (Oryza sativa L.) ซ่ึงเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศจัดเปนพืชทนเค็มไดปานกลางซึ่ง
ขาวพันธุตางๆน้ันมีความสามารถในการทนเค็มไดแตกตางกัน และพื้นที่นาบางสวนของประเทศกเ็ปนพ้ืนที่ดิน
เค็ม ซ่ึงเปนขอจํากัดทําใหขาวที่ปลูกในบริเวณดังกลาวมีผลผลติต่าํ 

วิธีการหนึ่งสําหรับการพัฒนาพันธุพืช นอกเหนือจากการปรับปรุงพันธุโดยการผสมพันธุแลวคัดเลือก
โดยใชลักษณะทางฟโนไทปที่ปรากฏ  ยงัสามารถพัฒนาพันธุโดยการใชความรูความเขาใจเกี่ยวกับกลไกใน
ระดับโมเลกุลมาชวยอีกทางหนึ่ง  

การคัดเลือกขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123TC171 โดยอาศัยการเกิด somaclonal variation ในหลอด
ทดลอง และคดัเลือกลกัษณะทนเค็มมาอีก 7 ชั่วรุน (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) ทําใหไดขาวสาย
พันธุทนเค็มทีมี่ความสามารถทนเค็ม และทนแลงไดดีกวาขาวพันธุเดิมและสามารถยืนยันการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมที่เกิดระหวางขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123TC171 และ ขาวเหลืองประทิว123 (LPT123) พันธุเดิม 
(Thikart et al., 2005) การคนหายีนที่มีการแสดงออกที่เปลี่ยนแปลงไปที่ทําใหขาวสายพันธุ LPT123TC171 มี
ความตานทานตอความเคม็ไดดีขึ้น จะนําไปสูการนํายีนตานทานความเค็มไปใชในการพัฒนาพันธุขาวทนเค็ม
ตอไปในอนาคต ตลอดจนอาจนําไปประยุกตใชกบัพืชชนิดอ่ืนๆ หากเปน conserved gene  ในพืชชนิดตางๆ 

จากการใชเทคนิค Differential display ทําใหสามารถคดัแยกยีนที่ขาว LPT123 และ LPT123TC171 
มีการแสดงออกตางกันภายหลังไดรับภาวะเค็มหลายยนี (สมพร มณีประสพสุข, 2547) โดยมียีนหนึ่งเปนยีนที่
ยังไมเคยมีผูรายงานถึงสมบัติทีเ่กี่ยวของกับภาวะเค็ม หรือความตานทานความเค็ม งานวิจัยน้ีจึงมีจุดมุงหมาย
ที่จะศึกษาลักษณะของยีนดังกลาววามีการแสดงออกอยางไรเม่ือไดรับภาวะเค็ม มีการแสดงออกในขาวพันธุทน
เค็มและไมทนเค็มเหมือนหรือแตกตางกันอยางไร ตลอดจนมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็มของ
พืชหรือไม อยางไร ความรูความเขาใจนี้อาจใชเปนพ้ืนฐานในการพัฒนาพันธุขาวทนเค็มตอไปไดในอนาคต 
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องคความรูที่เก่ียวของ 
 
ภาวะเค็มตอการแสดงออกของยีน 
 

ภาวะเค็มเปนปจจัยทางกายภาพที่สงผลตอเมแทบอลซึิมภายในพืช ลักษณะทางสรีรวิทยาภายนอก ซ่ึง
สงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืช รวมทั้งปริมาณและคุณภาพของผลผลติ (Mansour และ Salama, 
2004) พืชที่ไดรับภาวะเค็มจําเปนตองมีกลไกการปรับตัวเพ่ือใหสามารถดํารงชีวิตอยูได โดยกลไกการปรับตวัน้ี
เปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน 

จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในขาวพันธุเหลืองประทวิ123 (LPT123) กับยีนในขาวทน
เค็มสายพันธุเหลืองประทวิ123-TC171 (LPT123-TC171) ภายใตภาวะเค็มโดยใชเทคนิค differential display 
คนพบชิ้นสวนของยีน OsD1B18-18 ซ่ึงมีความคลายกับยีน OsNUC1 หรือ  นิวคลีโอลิน โดยการแสดงออก
ของยีนดังกลาวในขาวทั้งสองพันธุ/สายพันธุมีรูปแบบแตกตางกัน คือ ในขาวพันธุ LPT123 ไมพบการ
แสดงออกของยีนในภาวะปกติ แตมีการแสดงออกของยีนสูงขึ้นหลงัจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
สําหรับในขาวสายพันธุ LPT123-TC171 พบการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในภาวะปกติและสูงขึ้นหลังจาก
ไดรับภาวะเคม็เปนเวลา 48 ชั่วโมง (สมพร มณีประสพสขุ, 2547) แตยังไมพบการรายงานการแสดงออกใน
ระยะแรกของยีนนิวคลีโอลินในขาวในภาวะเครยีดทางกายภาพตาง ๆ 

กรดแอบไซซิก (ABA) ซ่ึงเปนฮอรโมนพืชที่มีบทบาทสําคัญเม่ือพืชอยูในภาวะเครียด (He และ Li, 
2008) โดย ABA ทําหนาที่เปนสารสือ่สัญญาณใหยีนที่ตอบสนองตอความเครยีดมีการแสดงออกมากขึ้นโดย
ผานทาง ABA-dependent pathway ตวัอยางเชน ยีน OsP5CS1 และ OsP5CS2 ซ่ึงเกี่ยวของกับการสราง 
proline ในขาว (Hura และคณะ, 2004) อยางไรก็ดียังมียีนที่ตอบสนองตอความเครียดอีกหลายยีนที่ทํางานผาน
ทาง ABA-independent pathway เชน ยีน OsDREB เกี่ยวของกับการถอดรหัสของ DNA พบวามีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นในขาวหลังจากไดรับภาวะเค็มและอุณหภูมิต่ํา (Ito และคณะ, 2006) ดังน้ันการหา
ความสัมพันธของยีนกับ ABA จะชวยทําใหเขาใจกระบวนการการตอบสนองตอความเค็มยิ่งขึน้ 

 
2. นิวคลีโอลนิ 
 

นิวคลีโอลิน (nucleolin) เปนโปรตีนที่สําคัญในยูคาริโอต เกี่ยวของกับกระบวนการ         เมแทบอลิซึม
ภายในเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งในการสรางไรโบโซม นิวคลีโอลินคนพบครั้งแรกใน Chinese hamster ovary 
(CHO) cells โดย Orrick และคณะ (1973) ในชวงแรกจะเรียกวา  C23 ซ่ึงเปนการเรียกตามตําแหนงบน two-
dimensional gel โดยพบนิวคลีโอลินมากถึง 10% ของโปรตีนทั้งหมดที่พบในนิวคลีโอลัส มีนํ้าหนักประมาณ 
100 - 110 kDa แตในงานวิจัยของ Lapeyre และคณะ (1987) ทําการโคลน cDNA ของยีนนิวคลีโอลินจากแฮม
สเตอร พบวาไดโปรตีนที่ประกอบดวย 713 กรดอะมิโน คาดคะเนน้ําหนักไดเทากับ 77 kDa ซ่ึงขอขัดแยงน้ี
ภายหลังเชื่อวา มีสาเหตุมาจากสวนประกอบของกรดอะมิโนในบริเวณ N-terminal domain ของนิวคลีโอลนิ 
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small nucleolar RNAs (snoRNAs) จําเปนตอกระบวนการการสราง 28S, 18S, and 5.8S rRNA การ
ลดการแสดงออก snoRNAs โดยเทคนิค antisense แสดงใหเห็นวาโปรตีนน้ีมีบทบาทเกี่ยวของกับ chaperone 
ในกระบวนการสราง pre-rRNA  และการที่พบสวนของ U20 snoRNA ใน intron 11 ของยีนนิวคลีโอลินในสตัว
เลี้ยงลูกดวยนม สอดคลองกับงานวิจัยอ่ืน ๆ ที่ระบุวาหนาทีข่องนิวคลีโอลินเกี่ยวของกับการสรางไรโบโซม 
(Srivastava และคณะ, 1990) 

การสรางไรโบโซม (ribosome biogenesis) เปนกระบวนการหนึ่งในการสราง ribonucleo-particle 
เกี่ยวของกับ complex rRNA maturation กระบวนการนี้สําคัญในการดํารงชีวิตของเซลล ซ่ึงเกิดขึ้นในนิวคลี
โอลัส (Eichler และ Craig, 1994) เริ่มตนที่การสราง ribosomal RNAs (5.8S, 18S, และ 28S) โดยเอนไซม 
RNA polymerase I ซ่ึงการถอดรหัสนี้จะมีความสัมพันธกับโปรตีน           2 ประเภท คือ ribosomal protein 
ซ่ึงพบใน mature cytoplasmic ribosome และกลุมของโปรตีนซ่ึงหน่ึงในนั้นคือนิวคลีโอลิน เกาะอยูกับ 
preribosome ในนิวคลีโอลสั 

ภายในนิวคลีโอลัส (nucleolus) ประกอบดวย pre-ribosome และโปรตีนที่ทําหนาที่เฉพาะ เชน RNA 
polymerase I, protein kinases, phosphatases, methylases และ nucleases สวนกระบวนการตาง ๆ ทีเ่กิด
ในนิวคลีโอลัส ไดแก ribosomal RNA (rRNA) transcription, rRNA modification, rRNA maturation หรือ 
rRNA รวมกบั ribosomal protein เรียกวา pre-ribosomal particles ซ่ึงจะเกิดเพียงชั่วคราว จากนั้นสงออกสู 
cytoplasm เพ่ือเปน mature ribosome ตอไป 
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โครงสรางของนิวคลีโอลนิ 

 
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนพบวามี domain ที่สําคัญอยู 3 สวนแสดงดังรูปที่ 1 ไดแก N-terminal 

domain ประกอบดวย acidic region กระจายอยูและมี phosphorylation site Central domain ประกอบดวย 
RNA-binding domain เรียกวา RBD หรือ RRM domain 
C-terminal domain ประกอบดวย NG,NG-dimethylarginines เรียกวา GAR หรือ RGG domain ซ่ึงมี 
glycine และ arginine residues เปนจํานวนมาก (Lischwe และคณะ, 1982) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1 สวนประกอบสําคัญของนิวคลีโอลนิ และ nucleolin-like protein (Ginisty และคณะ, 1999) 

 
2.1. N-Terminal Domain 

 
สวนนี้ประกอบดวย acidic sequence ซํ้ากันหลายอันกระจายตัวอยู ซ่ึงจํานวนซ้ําจะแตกตางกันตาม

ชนิดของสิ่งมีชีวติ เชน หนู คน และไกมี 4 ซํ้า nucleolin-like protein จากถั่ว (pea) และ Arabidopsis มี 7 ซํ้า 
และใน alfalfa มี 9 ซํ้า จะเห็นวา nucleolin-like proteins ในพืชมีจํานวนซ้ํามากกวา แตเปนสวนสั้น ๆ เม่ือ
เทียบกบัในสิง่มีชีวิตชนิดอ่ืน มีความยาวประมาณ 10 ถึง 20 กรดอะมิโน จากโครงสรางที่ประกอบดวย lysine 
และ proline residues ทําใหในสวนนี้มีประจุเปนลบและแตกตางกัน ดังน้ันการหามวลโมเลกลุจาก SDS-PAGE 
จึงไดคาที่แตกตางกับการประมาณโดยคํานวณจากน้ําหนักกรดอะมิโน การเคลื่อนที่ของโปรตีนเหลานี้ใน SDS-
PAGE จะชากวาปกต ิทําใหไดมวลโมเลกุลมากขึ้น ตวัอยางเชน ในยีสตคํานวณมวลโมเลกลุจากลําดับกรดอะมิ
โนไดเทากับ 44 kDa แตจาก SDS-PAGE ไดเทากับ 67 kDa (Lee และคณะ, 1991)  

(Schizosaccharomyces pombe) 
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สวนปลายของ N-terminal domain พบวามีสวน bipartite NLS motifs และจดจํา monopartite NLS 
motifs ชนิด SV-40 ซ่ึงหนาที่ของ bipartite NLS จะเปนตัวกําหนดใหโปรตีนเคลื่อนที่ไปยังนิวเคลยีส  
ตัวอยางเชน  KRKKEMAKQAAPEAKKQK ในนิวคลีโอลินของคนKKRKSEDAEEEEDEESSNKKQK ในยีสต 
(NSR1) KKGKRQAEEEIKKVSAKKQK ในถั่ว และ KKGKRNAEDEIEKAVSAKKQK ในขาว (OsNUC1) แต
วาไมพบ signal sequence ที่กําหนดใหนิวคลีโอลินเคลือ่นที่ไปยังนิวคลีโอลัส จึงสันนิษฐานวาการที่นิวคลีโอลนิ
มีการสะสมในนิวคลีโอลัส เปนผลมาจากการที่นิวคลีโอลินจับอยางจําเพาะกับสวนประกอบของนิวคลีโอลัสอ่ืน 
ๆ โดยเฉพาะ rDNA rRNA และโปรตีนที่เปนสวนประกอบของโครงสราง nucleolar matrix (Schmidt-
Zachmann และ Nigg, 1993) 
 

2.2. Central Domain 
 
บริเวณนี้เปนสวนของ RNA recognition motifs (RRM) หรือ consensus RNA-binding domain (CS-

RBD) ซ่ึงจะถูกอนุรักษไวในหลายสิ่งมีชีวติ เกี่ยวของในกระบวนการ package ของ heterogeneous RNA, 
pre-mRNA splicing และเปนสวนประกอบของ pre-ribosomes เกี่ยวของกับการสราง poly(A) tail และ 
maturation การควบคุมการแปลรหัส และ mRNA stability โดยสวนมาก RRM มักจะมีกรดอะมิโน 80 ถึง 90 
ชนิด (Query และคณะ, 1989) ซ่ึงในขาวพบ RRM-1 2 สวน คือ 
LFVGNLPYNVEQEQVKQFFQEAGEVVDIRFSTFEDGNFRGFGHVEFATAEAAKK 
ALELAGHDLMGRPVR และ IFIKGFDTSLDIHQIRNSLEEHFGSCGEITRVSIPRDYETGASKG 
MAYMDFADNGSLSKAYELNGSDLGGYSLY ซ่ึง RRM จะจับอยางจําเพาะกับโครงสราง short RNA stem-
loop ของ 18S และ 28S ribosomal สลับกันระหวาง hydrophilic และ hydrophobic segments และเหมือนกับ
โปรตีนของ spliceosomes บางสวน 

 
2.3. C-Terminal Domain 

 
C-terminal domain ประกอบดวยสวนของ glycine-arginine-rich (GAR) ทั่วไปเรียกวา RGG domain 

นอกจากนี้ยังพบวามี phenylalanine และ NG,NG-dimethylarginine residues ซ่ึงเปนการเปลี่ยนแปลงบน 
arginine ใน GAR domain โดยเอนไซม methyltransferase ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้ไมจําเปนตอความจําเพาะ
ระหวาง GAR domain กับ RNA หรือโปรตีนเสมอไป    แตจะชวยใหเกิด interaction ระหวางนิวคลีโอลนิกับ 
RNA-binding domain (RBD) ไดดีขึ้น     เม่ือมีการจับของ GAR domain กับ RBD อยางนอย 1 แหง จะทําให
มีการสะสมในนิวคลีโอลัส นอกจากนี้ GAR domain ยังเปนสวนที่เกิด protein-protein interaction อีกดวย 
(Bogre และคณะ, 1996) 
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หนาที่ของนิวคลีโอลิน 
 
จากโครงสรางของนิวคลีโอลิน จะเห็นวาประกอบดวยสวนตาง ๆ ที่สามารถจับกับ DNA, RNA และ

โปรตีนได ชีใ้หเห็นวาบทบาทหนาที่เกีย่วของในการควบคุมกิจกรรมภายในเซลล แสดงดังรูปที่ 2 ซ่ึงเปน
ภาพรวมบทบาทหนาที่ของนิวคลีโอลินในการควบคุม cell cycle และ ribosome biogenesis ในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม 

 
รูปที่ 2 หนาที่ของนิวคลีโอลนิในการควบคุม cell cycle และ ribosome biogenesis 

a.) Chromatin condensation and decondensation b.) Nucleolin and pre-RNA   c.) Maturation of 48S 
RNA d.) Cell surface functions e.) Secretory vesicle expression     f.) Shuttling activities g.) Export 
activities h.) Cell death and apoptosis (Srivastava และ Pollard, 1999) 

การศึกษาเกี่ยวกับหนาทีข่องนิวคลีโอลินโดยสวนมากจะเปนการศึกษาในสตัว คน และยีสต สําหรับใน
พืชยังมีไมมากนัก จากการศึกษาในฐานขอมูลของ NCBI พบวามียนีที่คลายกบั    นิวคลีโอลนิในพืชหลายชนิด 
ดังตารางที่ 1  

 
นิวคลีโอลินในพืชคนพบครั้งแรกใน เซลลรากหัวหอมใหญ พบวาทําหนาที่เกี่ยวของกับการคลายตัว

ของโครมาติน rDNA transcription และในระยะแรกของการสราง pre-rRNA โดยจะพบ          นิวคลีโอลินรวม
กับสวนประกอบอื่นของนิวคลีโอลัสระหวางการเกิด mitosis และระยะหลังในการแบงตัวของ daughter cell 
nucleoli แสดงวาการสรางไรโบโซมจะเริ่มหลังจากการเกิด mitosis   ในระดับ transcription และในขณะสราง 
pre-rRNA (Medina และคณะ, 1995) 
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ตารางที ่1 ตัวอยางยีนนิวคลีโอลินในพืชชนิดตาง ๆ  
 

Accession No. Organism ชื่อ จํานวนเบส 

L43510 Pisum sativum (Pea) putative nucleolin 2188 bp 

AB087677 Nicotiana tabacum (Tobacco) NNF1 2156 bp 

AY644645 Oryza sativa (indica cultivar-group) putative nucleolin 2039 bp 

X88845 Medicago sativa (Alfalfa) NucMs1 2255 bp 

AK103446 Oryza sativa (Japonica group) putative nucleolin 2447 bp 

NM_103785 Arabidopsis thaliana AtNuc-L1 1966 bp 

 
Kojima และคณะ (2007) ศึกษาผลของน้ําตาลตอการแสดงออกของยีนนิวคลีโอลินใน Arabidopsis 

พบวา sucrose หรือ glucose สามารถกระตุนการแสดงออกของยีน AtNUC-L1 ได เน่ืองจาก sucrose จะเพ่ิม
การแสดงออกของยีนที่สราง C/D และ H/AC small nucleolar ribonucleoprotein subunit และ ribosomal 
protein แต non-metabolizable mannitol หรือ     2-deoxyglucose ไมสามารถกระตุนการแสดงออกของยีนได 
และการให 10 mM glucose แก sugar-starved cells สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน AtNUC-L1 ทําให
เซลลกลับสูการเจริญปกติ แสดงใหเห็นวาคารโบไฮเดรตสามารถควบคุม de novo ribosome biogenesis ได 
การศึกษาพืชกลุม ribonucleoprotein gene mutant ทําใหรูวาอัตราในการสรางไรโบโซมมีผลตอการเจริญและ
โครงสรางของพืชดวย จากการยับยั้งยีน AtNUC-L1 ทําใหการแสดงออกของ sugar-induced 
ribonucleoprotein gene ลดลง แสดงวา AtNUC-L1 เกี่ยวของในการแสดงออกของ sugar-induced 
ribonucleoprotein gene 

Pontvianne และคณะ (2007) ศึกษายนีนิวคลีโอลินใน Arabidopsis (AtNUC-L1 และ AtNUC-L2) 
พบวานวิคลีโอลินเกี่ยวของในระยะแรกของการสรางไรโบโซม มีการแสดงออกของยีน AtNUC-L1 ทั่วไปใน
ภาวะปกติ การขัดขวางการทํางานของยีนนี้ทําใหเกิดผลรุนแรงตอการเจริญและการพัฒนาของพืช และการขาด
โปรตีนนี้ในพืช Atnuc-L1 mutant จะชักนําใหเกิด nucleolar disorganization การคลายตัวของนิวคลีโอลัส 
(nucleolus organizer region decondensation) และมีผลตอการสะสมระดับของ pre-rRNA precursor 
นอกจากนี้ใน Atnuc-L1 mutant พบวายีน AtNUC-L2 ถูกกระตุนใหมีการแสดงออก จากผลการทดลองชี้ใหเห็น
วายีน AtNUC-L2 เปนตวัชวยเหลือเม่ือขาดโปรตีน AtNUC-L1 บางสวนหรือทั้งหมด ซ่ึงงานวิจัยน้ีเปนงานแรก
ที่ศึกษาการขดัขวาง nucleolin-like protein ในยูคาริโอตช้ันสูง และบทบาทใหม ๆ สําหรับนิวคลีโอลินใน
โครงสรางของนิวคลีโอลัส และ rDNA chromatin organization 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1. การศึกษาลักษณะสมบตัิของยีนที่มี Homology กับ DQ012289 จากการศึกษาทาง 
Bioinformatics 
 เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ DQ012289 กับฐานขอมูลสากล เพ่ือ retrieve ลําดับนิวคลีโอไทดที่
สมบูรณของ cDNA (full length cDNA) แลวนําไปวิเคราะหเพ่ือหา conserved region กับยีนอ่ืน ตลอดจน
การทํานาย protein motif ที่สําคัญที่ปรากฏ 
 
2. การศึกษา organization ของยีน DQ012289 ในขาว (Oryza sativa L.)  

ศึกษา organization ของยีน DQ012289 ในขาว (Oryza sativa L.) พันธุ / สายพันธุตางๆ ของไทยที่มี
ความสามารถในการตานทานตอความเคม็ตางกัน อยางนอย 4 พันธุ / สายพันธุ โดยวิธี Southern blot 
hybridization 

 
3. การศึกษาการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวในระยะตนกลา เมื่อเติบโตในภาวะเค็ม 

3.1 เปรียบเทยีบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในใบขาวที่ไดรับความเค็มในระยะสั้นในขาวที่ความ
ตานทานความเค็มตางกัน  

ทําการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในกลาขาวอยางนอย 4 พันธุ / สายพันธุ 
ที่มีความตานทานตอความเค็มแตกตางกนั เชน LPT123  LPT123TC171 KDML105 และ FL530 (ขาว
สายพันธุทนเค็มที่พัฒนาจาก KDML105 โดยหนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม)  ที่มีอายุประมาณ 2-3 สัปดาห และไดรับ
ความเค็มโดยการเติม 0.5% NaCl ลงในสารละลายธาตุอาหาร WP1 สูตรดัดแปลง (Thikart et al., 2005; 
สมพร  มณีประสพสุข, 2547) แลวทําการเก็บเนื้อเยือ่ใบเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวธิี 
northern blot analysis ภายหลังไดรับความเค็มเปนเวลา 0 นาที 15 นาที  1 ชั่วโมง  3 ชั่วโมง  6 ชั่วโมง 
และ 12 ชั่วโมง  

3.2 เปรียบเทยีบการแสดงออกของยีน DQ012289 ในใบขาวที่ไดรับความเค็มในระยะยาวในขาวที่
ความตานทานความเค็มตางกัน 

ทําการเตรียมตัวอยางพืชและเปรียบเทยีบการแสดงออกของยีน DQ012289 เชนเดียวกับที่ระบุ
ไวในขอ 3.1 แตทําการเกบ็เนื้อเยื่อใบภายหลังใหภาวะเค็มเปนเวลา 24  48  และ 72 ชั่วโมง 

 
4. การศึกษาผลของ ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเน้ือเยื่อใบขาว 

4.1 ศึกษาผลของ exogenous ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยื่อใบขาว 
เตรียมตวัอยางกลาขาว LPT123 และ LPT123TC171 ดังที่ระบุในขอ 9.3.1 ฉีดพน ABA ที่ความ

เขมขน 100 μM ในชวงเชาและทําการตรวจวัดการแสดงออกของยีนทั้งในระยะสั้น และในระยะยาวดังที่
ระบุไวในขอ 9.3   รวมทั้งเปรียบเทยีบการแสดงออกในกลาขาวที่ไมไดรับภาวะเค็มดวย 
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4.2 ศึกษาผลของ ABA inhibitor- abamine (Han et al., 2004) ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 
ในเนื้อเยื่อใบขาว 

4.2.1 ศึกษาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ abamine ที่สามารถยับยั้งการสราง ABA ในขาว
ภายหลังไดรับภาวะเค็ม โดยการให abamine ความเขมขน 50 100  และ 200 μM เม่ือกลาขาวอยูใน
ภาวะเค็มดังขางตน แลวตรวจวัดปริมาณ ABA ที่สรางขึ้น เปรียบเทยีบกับชุดควบคุมที่ไมไดรับ 
abamine ทําการทดลองอยางนอย 3 ซํ้า 

4.2.2 ศึกษาการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยื่อใบขาวของกลาขาวที่ไดรับความเค็ม และ
ฉีดพน abamine ในความเขมขนที่ไดทราบจากการทดลองในขอ 8.4.2.1 ทําการเก็บเนื้อเยื่อใบขาว
หลังจากไดรับความเค็ม และ abamine ในชวงระยะสั้น และ ระยะยาวตามที่ระบุไวขางตน 

 
5. การตรวจสอบบทบาทของยีนที่ encode ให DQ012289 ที่เก่ียวของกับความสามารถในการ
ตานทานความเค็ม 

ทําการตรวจสอบโดยการทํา over-expression ของยีนในพืชตนแบบ เชน Arabidopsis หรือ ยาสูบ 
(Nicotiana tabacum L.) โดยมีขั้นตอนดังน้ี 

5.1 สราง expression vector ของยีนดังกลาวโดยใช full-length cDNA (AK103466) และ 
partial cDNA (AK063918) เขาใน pJim19 ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 35S CaMV 
promoter 

5.2 ถาย recombinant DNA ที่สรางในขอ 9.5.1 เขาสู Agrobacterium เพ่ือใชในการถายยีนเขา
สูพืช 

5.3 ถายยีนดังกลาวเขาสู Arabidopsis (Clough and Bent, 1998) โดยวิธีของ Bechtold and 
Pelletier (1998) 

5.4 คัดเลือกตนที่เปน independent transgenic lines ซ่ึงมีระดับการแสดงออกของยีน 3 ระดับ 
5.5 นําตนที่คดัเลือกไวมาตรวจสอบความสามารถในการตานทานตอความเค็ม โดยเปรียบเทียบ

กับพืชที่ไมไดรับการถายยนี  
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 
1. การศึกษาลักษณะสมบตัิของยีนที่มี Homology กับ DQ012289 จากการศึกษาทาง Bioinformatics 

DQ012289 เปนสวนหนึ่งของยีน accession no. AK103446 ในขาว japonica พบวาเปน gene family 

ขนาดเล็ก ของยีนกลุม Nucleolin ประกอบดวยยีน 2 ยีน คือ OsNUC1 และ OsNUC2 

เม่ือทําการ translate ไดโปรตีนที่ประกอบดวย 707 กรดอะมิโน ประกอบดวย 3 domain คือ acidic- 

serine rich region อยูทางดาน N- terminal สวนกลางประกอบดวย RNA recognition motif (RRM) 2 ตําแหนง อยูใน
ตําแหนงของกรดอะมิโนที่ 450-525 และ 550-625 RRM น้ี และสวนปลาย เปน glycine-arginine rich region โปรตีน
น้ี conserved ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด แตไมพบใน prokaryote และ virus เม่ือเปรียบเทยีบความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของยีนกลุมน้ีในสิ่งมีชีวิตชนดิตาง ๆ แสดงดังรูปที่ 3 

OsNUC1 อยูบนโครโมโซมแทงที่ 4 ของขาว บริเวณ putative promoter พบ cis-element ตางๆที่
เกี่ยวของกับการตอบสนองตอ ABA และ การขาดน้ํา ไดแก ABRE-like sequence ACGT sequence  DRE2CORE  

ZMRAB17   MYBCORE และ MYCCONSENSUSAT เปนตน นอกจากนี้ ยังพบ cis-element ที่เกี่ยวของกับการ
ควบคุมดวยฮอรโมนพืช เชน WRKY71OS ซ่ึงเกี่ยวของกับการตอบสนองตอ Gibberellin เปนตน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 ความสัมพันธเชิงววิฒันาการของโปรตีนนิวคลีโอลินในสิ่งมีชวีิตชนิดตาง ๆ  
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2. การศึกษา organization ของยีน DQ012289 ในขาว (Oryza sativa L.)  
 จากขอมูลทาง bioinformatics พบวา OsNUC gene family ประกอบดวย 2 ยีน ดังกลาวขางตนเม่ือ
ยืนยันผลการทดลองดวย Southern blot ไดผลดังรูปที่ 4  เน่ืองจากในการทํา hybridization ไดใช full-length 
cDNA เปน probe ซ่ึงยีนน้ีมี BamHI เปน internal restriction site ทําใหปรากฏแถบของ DNA มากกวา 2 
แถบ แตอยางไรก็ดี ขาวทั้ง 4 พันธุ / สายพันธุ มีรูปแบบคลายคลึงกนั  
 
 
 

 
 
 
 

3. การศึกษาการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวในระยะตนกลา เมื่อเติบโตในภาวะเค็ม 
การแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาว LPT123 & LPT123-TC171 

เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวพันธุ LPT123 (พันธุไมทนเค็ม) และขาวสายพันธุทน
เค็มที่มี genetic background เดียวกัน คือขาวสายพันธุ LPT123-TC171 ในชุดควบคุมไมแตกตางกนัมากนัก 
ภายหลังไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 0.5   1    2    6   12  และ 24 ชั่วโมง พบวา ความเค็มมีผลชักนําใหขาว 
LPT123 มีการแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นมากกวาในใบขาวพันธุเดียวกันที่อยูในภาวะปกติมากกวา 2 เทา และ
การแสดงอออกของยีนดังกลาวลดลงใกลเคียงกับตนทีอ่ยูในภาวะปกติเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (รูปที่ 5 A) 
สําหรับพันธุทนเค็ม การชักนําใหมีแสดงออกของ DQ012289 มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นหลงัจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 
24 ชั่วโมง 

เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีนหลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 3  6  และ 9 วันพบวา การแสดงอก
ของ DQ012289 ในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีการแสดงออกสูงกวา การแสดงออกในขาว LPT123 

อยางชัดเจนในวันที่ 3 หลังจากไดรับภาวะเค็ม และการแสดงออกของยีนน้ีก็ลดลงหลังจาก 3 วัน โดยเฉพาะใน

1     2      3     4   

รูปที่ 4 Genomic Southern blot ของขาว KDML105 (1), FL530-IL (2), LPT123 (3), และ 
LPT123-TC171 (4) เม่ือใช full-length cDNA ของ OsNUC1 เปน probe 
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ขาว LPT123 ที่มีระดับการแสดงอยูในระดับเดียวกับชดุควบคุมที่อยูในภาวะปกตภิายใน 6 วัน สวนขาวพันธุเค็ม
มีระดับการแสดงออกอยูในภาวะปกติภายหลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 9 วัน (รูปที่ 5 B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 ผลของภาวะเค็มที่มีตอการแสดงออกของยีน DQ012289 ในชวงเริ่มตน (A) และในชวง 
3-9 วัน (B) ของขาว LPT123 และ LPT123-TC171 
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การแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาว KDML105 & FL530 

เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีน DQ012289 ในขาวพันธุ KDML105 (พันธุไมทนเคม็) และขาวสายพันธุ
ทนเค็มที่มี genetic background เดียวกัน คือขาวสายพันธุ FL530 ในชดุควบคุมพบวา ในภาวะปกติ ขาว FL530 มี
การแสดงออกของยีนน้ีสูงกวาในขาว KDML105  ภายหลังไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 0.5   1    2    6   12  และ 
24 ชั่วโมง พบวา ความเคม็มีผลชักนําให มีการแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นมากกวาในใบขาวพันธุเดียวกันอยาง
ชัดเจน โดยพบการแสดงออกสูงสุดหลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 12 ชั่วโมง   ภายหลังไดรับภาวะเค็มเปน
เวลา 24 ชัว่โมง การแสดงออกของยีนลดลงแตยังคงมีระดับสูงกวาระดับการแสดงออกของยีนในขาวที่อยูใน
ภาวะปกติ (รูปที่ 6 A)  

เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีนหลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 3  6  และ 9 วันพบวา การ
แสดงออกของ DQ012289 ในขาวสายพันธุทนเค็ม FL530 ที่ไดรับภาวะเค็มยังคงมรีะดับการแสดงออกที่สูงกวา
ตนที่เติบโตในภาวะปกตติลอดระยะเวลาที่ศึกษา คือ 3-9 วัน ในขณะที่ในขาว KDML105 ระดับการแสดงออก
ของยีนกลุมน้ีลดลงเขาสูภาวะปกติแลว (รูปที่ 6 B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ผลของภาวะเค็มที่มีตอการแสดงออกของยีน DQ012289 ในชวงเริ่มตน (A) และ
ในชวง 3-9 วนั (B) ของขาว KDML105 และ ขาว FL530 
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4. การศึกษาผลของ ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเน้ือเยื่อใบขาว 

4.1 ศึกษาผลของ exogenous ABA ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ในเนื้อเยื่อใบขาว 
การแสดงออกของ DQ012289 ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171  

ในภาวะปกติ การแสดงออกของ DQ012289 ในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุที่ทําการศึกษาไมมีความ
แตกตางกัน เม่ือไดรับภาวะเค็ม จะพบวาระดับการแสดงออกของ DQ012289 สูงขึ้นอยางชัดเจนในวันที่ 3
หลังจากไดรับภาวะเค็มและคอยๆ ลดลงในวันที่ 6-9 ในขาวพันธุไมทนเค็ม (LPT123) ระดับการแสดงออกของ
ยีนนี้จะใกลเคยีงกับระดับทีข่าวเจริญในภาวะปกติตั้งแตวันที่ 6 สวนในขาวสายพนัธุทนเค็ม (LPT123-TC171) 
จะสามารถรักษาระดับการแสดงออกที่สูงกวาในภาวะปกติ  

เม่ือทําการให 100 μM ABA  แกกลาขาวที่เจริญในภาวะเค็ม ไมพบวา ABA สามารถชักนําใหการ
แสดงออกของ DQ012289 เพ่ิมขึ้นกวาเดิมไดในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ นอกจากนี้ยังพบวาการแสดงออก
ของ DQ012289 ลดลงอีกดวย เม่ือเปรียบเทียบกับการไดรับเฉพาะภาวะเค็มเพียงอยางเดียว (รูปที่ 7) อยางไร
ก็ดี การลดลงของระดับการแสดงออกของ DQ012289 อาจไมไดมาจากการให ABA โดยตรงแตมาจากการ
ไดรับการพนสารละลายซึ่งจะมีสวนชวยในการลดระดับของภาวะเครียดที่เกิดขึ้นได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การแสดงออกของ DQ012289 ในขาวพันธุ KDML105 และสายพันธุ FL530 

 ในภาวะปกต ิการแสดงออกของDQ012289 ในขาวสายพันธุทนเคม็ FL530 สูงกวาการแสดงออกใน
ขาวพันธุไมทนเค็ม KDML105 อยางชัดเจน อยางไรก็ดี เม่ือไดรับภาวะเค็มการแสดงออกของDQ012289 เพ่ิม
สูงขึ้นในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ แตจะเห็นชัดเจนกวาในขาวสายพันธุทนเค็ม ซ่ึงลักษณะเชนน้ีสอดคลอง
กับในปรากฏการณที่เกิดขึน้ในขาวที่มี genetic background ของ LPT123 ดวย 

เม่ือให 100μM ABA แกกลาขาวที่เติบโตในภาวะเค็ม ก็พบวา ABA ไมมีผลในการสงเสริมให 
DQ012289 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (รูปที่ 8) 

 
 

ABA-induced gene expression in salt-stress condition 
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 รูปท่ี 7 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171  
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)   ภาวะเค็ม (SS) และภาวะเค็มที่ไดรับ 100 �M ABA (SS-ABA) 
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4.2 ศึกษาผลของ ABA inhibitor- abamine (Han et al., 2004) ที่มีตอการแสดงออกของ DQ012289 ใน
เน้ือเยื่อใบขาว 

ในการศึกษาผลของ ABA inhibitor คือ abamine-SG เม่ือทําการฉีดพนในขาวที่เติบโตในภาวะเค็ม 
พบวา ขาวจะมีอาการเหี่ยวมาก และไมสามารถมีชีวิตอยูไดเกินกวา 2 วัน ทั้งน้ีอาจเนื่องจาก abamine –SG 
ยับยั้งกระบวนการสังเคราะห ABA ซ่ึงเปนฮอรโมนพืชที่ทําหนาที่ควบคุมการปดของปากใบ ในภาวะเครียด ทํา
ใหพืชสูญเสียนํ้ามากกวาปกติ ดังน้ันในการศึกษาผลของการยับยั้งการทํางานผาน ABA โดยใช abamine-SG 
น้ี จึงทําการศึกษาเพียง 1-2 วันหลังจากไดรับภาวะเคม็เทานั้น  

การแสดงออกของ DQ012289 ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171   
การให abamine-SG กับกลาขาวที่เจริญในภาวะปกตไิมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ 

DQ012289 ในกลาขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171 และเม่ือกลาขวเจริญในภาวะเค็ม ซ่ึงเปน
ภาวะที่ชักนําให DQ012289 มีการแสดงออกมากขึ้น ก็ใหผลการทดลองสอดคลองการทดลองกอนหนานี้ คือ 
หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 1-2 วัน ภาวะเค็มชักนําให DQ012289 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น เม่ือให 
abamine-SG พบวา การแสดงออกของ DQ012289 ลดลงอยางชัดเจน อยางไรก็ดี เม่ือทดสอบการแสดงออก
ดังกลาวโดยการฉดีพนเฉพาะตัวทําละลายไมมี abamine-SG ก็ใหผลไมแตกตางกัน (รูปที่ 9-10) จึงสรุปไดวา 
การแสดงออกของ DQ012289 ที่ลดลง อาจไมไดเน่ืองจากการสราง ABA ที่ลดลง แตมาจากผลของการฉีดพน
ที่อาจลดความรุนแรงของภาวะเครียดทีพื่ชไดรับมากกวา  

 

ABA-induced gene expression in salt-stress condition
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รูปท่ี 8 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ KDML105 และสายพันธุ FL530  
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)   ภาวะเค็ม (SS) และภาวะเค็มที่ไดรับ 100 μM ABA (SS-
ABA) 
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Abamine-SG effects on OsNUC1 expression (day1)
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รูปท่ี 9 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171 
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)  ภาวะปกติที่ไดรับ abamine-SG (Normal + 
abamine)  ภาวะเค็ม (Salt Stress) และภาวะเค็มที่ไดรับ abamine-SG (Salt Stress + abamine) 
เปนเวลา 1 วัน 

Abamine-SG effects on OsNUC1 expression (day2)
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รูปท่ี 10 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT123-TC171 
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)  ภาวะปกติที่ไดรับ abamine-SG (Normal + 
abamine)  ภาวะเค็ม (Salt Stress) และภาวะเค็มที่ไดรับ abamine-SG (Salt Stress + abamine) 
เปนเวลา 2 วัน 
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การแสดงออกของ DQ012289 ในขาวพันธุ KDML105 และสายพันธุ FL530 
ผลของ abamine-SG ในขาวพันธุ KDML105 และ สายพนัธุ FL530 ก็ใหผลในทํานองเดียวกันกับที่ปรากฏ

ในขาวที่มี genetic background เปน LPT123 กลาวคือ การฉีดพน abamine-SG ไมไดมีผลโดยตรงตอการยับยั้ง 
การแสดงออกของ DQ012289 แตดวยการฉีดพนนาจะมีผลลดความรุนแรงของภาวะเครียดและไปมีผลตอการ
ลดการแสดงออกของ DQ012289  ซ่ึงผลน้ีในขาวที่มี genetic background เปน KDML105 น้ีเห็นชัดเจนหลังจาก
ไดรับ treatment เปนเวลา 2 วัน (รูปที่ 11-12) 

 

จากผลการทดลองในขาวทัง้สอง genetic background โดยการให ABA และ ABA inhibitor จะเห็นวา การ
แสดงออกของ DQ012289 สามารถชักนาํโดยภาวะเครียดจากความเค็มได แตไมเกี่ยวของกับ ABA dependent 
pathway  

นอกจากนี้ ขาวสายพันธุทนเค็มทั้งสองสายพันธุที่นํามาศึกษานี้ก็มีการแสดงออกของยีนน้ีในระดับที่สูง
กวา ขาวที่ไมทนเค็ม จึงเปนที่นาสนใจวา ยีนดังกลาวมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็มของขาว  
หรือ พืชอ่ืนหรือไม อยางไร 
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Abamine-SG effects on OsNUC1 expression (day1)
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รูปท่ี 11 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ KDML105 และสายพันธุ FL530 
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)  ภาวะปกติที่ไดรับ abamine-SG (Normal + abamine)  
ภาวะเค็ม (Salt Stress) และภาวะเค็มที่ไดรับ abamine-SG (Salt Stress + abamine) เปนเวลา 1 วัน 

Abamine-SG effects on OsNUC1 expression (day2)
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รูปท่ี 12 การแสดงออกของ DQ012289 ในกลาขาวพันธุ KDML105 และสายพันธุ FL530 
อายุ 3 สัปดาห เมื่อเติบโตในภาวะปกติ(Normal)  ภาวะปกติที่ไดรับ abamine-SG (Normal + abamine)  
ภาวะเค็ม (Salt Stress) และภาวะเค็มที่ไดรับ abamine-SG (Salt Stress + abamine) เปนเวลา 2 วัน 
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5. การตรวจสอบบทบาทของยีนที่ encode ให DQ012289 ที่เก่ียวของกับความสามารถในการ
ตานทานความเค็ม 
 เม่ือทําการถาย full-length OsNUC1 ที่ควบคุมดวย 35SCaMV promoter พบวาไมสามารถเตบิโตใน

อาหารที่มีการเติมยาปฏิชวีนะ kanamycin ได ในขณะที่ตน Arabidopsis ที่ไดรับการถายยีน partial cDNA 
OsNUC1 ที่ควบคุมดวย 35SCaMV promoter สามารถเตบิโตไดเปนปกติ จึงทําการศึกษาความสามารถในการ
ตานทานความเค็มใน  Arabidopsis ที่ไดรับการถายยนี partial cDNA OsNUC1 ตอไป 

เม่ือให transgenic Arabidopsis T0 ผสมตัวเองและนําเมล็ดรุน T1 มาเพาะบน Kanamycin plate ได
คัดเลือก line ที่มี T1 segregation ของตนที่ตานทาน kanamycin : ตนที่ไมตานทาน kanamycin ในอัตราสวน 
3:1 ไวจํานวน 6 line เพ่ือนํามาตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน OsNUC1 ดังผลการทดลองในรูปที่ 11 ซ่ึง 
segregation ดังกลาวแสดงถึงการมี single insertion ของสวนของยีนที่ถายเขาสู Arabidopsis  จากนั้น จึง
คัดเลือก transgenic Arabidopsis จํานวน 3 line ทีมีระดับการแสดงออกของยีน OsNUC1ตางกัน  ไดแก 35S-
2,  35S-5, และ 35S-7  เพ่ือศึกษาลักษณะทาง Morphology เม่ือเติบโตในภาวะปกต ิ(MS medium) และใน
ภาวะเค็ม (MS medium ที่มีการเติม 0.5% NaCl) เปนเวลา 3 สัปดาห ไดผลการทดลองดังรูปที่ 13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ระดับการแสดงออกของ DQ012289  ใน 35S-2,  35S-5, และ 35S-7  พบวา 35S-5 มีการแสดงออก
ต่ําที่สุดในขณะที่ 35S-7  มีการแสดงออกสูงที่สุดในภาวะปกติ (รูปที ่14) และในภาวะเค็ม การแสดงออกของ 
OsNUC1 เพ่ิมขึ้นในทั้ง 3 line ที่ทําการศึกษา (รูปที่ 14 F) overexpression ของ OsNUC1 มีผลทําให เม่ือ
เจริญใน MS medium Arabidopsis มีจํานวนใบ จํานวนราก พ้ืนที่ใบ และ ความยาวรากมากกวา wild type 
และเม่ือเตบิโตในภาวะเค็ม (MS medium ที่เติม 0.5% NaCl) พบวา มีจํานวนใบ และจํานวนรากของ 
transgenic line ทั้ง 3 ไมแตกตางกับ wild type อยางมีนัยสําคัญ  (รูปที่ 14 G และ H) แต 35S-2 และ 35S-7 
ซ่ึงมีการแสดงออกของ OsNUC1 ในระดับที่สูงกวา 35S-5 มีพ้ืนที่ใบ และความยาวรากมากกวา wild type (รูป
ที่ 14 I และ J)   ลักษณะเชนนี้แสดงใหเห็นวา การแสดงออกของ DQ012289  มีผลตอการเติบโต และเพิ่ม
ความสามารถในการทนเค็มของพืชได

รูปท่ี 13 การตรวจสอบเบื้องตนของระดับการแสดงออกของยีน DQ012289 ใน Transgenic 
Arabidopsis ที่คาดวามีการแสดงออกของ OsNUC1 ซึ่งควบคุมดวย 35SCaMV promoter 
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รูปท่ี 14 การเติบโตของ wild type Arabidopsis และ  transgenic Arabidopsis 35S-2, 35S-5, และ 35S-
7 ใน MS medium (B-E) และใน MS medium ที่เติบ 0.5% NaCl (G-J)   ระดับการแสดงออกของ 
OsNUC1 แสดงในภาพ A และ F 
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สรุปผลการวจิัย 
 จากการศึกษาพบวา OsNUC1 เปนยีนที่ตอบสนองตอภาวะเค็มในขาว เปน gene family ขนาดเล็ก 

ประกอบดวยยีน OsNUC1 และ OsNUC2   ในการศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษายีน OsNUC1 เปนหลัก ซ่ึงพบวา
ความเค็มชักนําใหมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในขาวทั้ง 4 พันธุ / สายพันธุ โดยสายพันธุทนเค็มทั้ง LPT123-
TC171 และ FL-530 มีการแสดงออกของยีนที่สูงกวาพันธุที่ไมทนเค็ม เม่ือทําการถายยีนดังกลาวเขาสู 
Arabidopsis 2 โครงสรางคือ โครงสรางที่เปน full-length cDNA และโครงสรางที่เปน partial cDNA clone ที่
ขาด N-terminal serine acidic motif พบวา Arabidopsis ที่มีโครงสรางของยีนแบบ full-length ไมสามารถ
คัดเลือกดวย kanamycin ได ในขณะที่  partial cDNA clone สามารถเจริญเตบิโตในอาหารที่มี kanamycin ได 
เม่ือนํา transgenic Arabidopsis ที่คัดเลอืกไดไปเลี้ยงในภาวะเค็มพบวามีการเติบโตไดดีกวา wild type แสดง
ใหเห็นวา ยีนน้ีนาจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนการตานทานความเค็มในพืช 
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