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บทคัดย่อ 
โปรตีนตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงขนาดเล็ก (small 

heat shock proteins; sHSPs) ในพืชจะผลิตมากขึ้นเพื่อ
ตอบสนองต่อสภาวะเครียด และพบที่ระยะเจริญต่างๆ ของ
พืช โดยยีน small Hsps-class I ในข้าวมีการแสดงออกมาก
ขึ้นในสภาวะอุณหภูมิที่สูงขึ้น งานวิจัยนี้จึงได้โคลนและถ่าย
ยีนโปรตีน sHSP class I (OsHsp18) จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 
1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ไทชุง 65 ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเพื่อ
ศึกษาหน้าที่ของยีน ผล GUS assay พบอัตราส่วนต้น T1 ที่
มียีน gus ต่อต้น T1 ที่ไม่มียีน gus เท่ากับ 3 ต่อ 1 แสดงว่า
ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 มีการแทรกของชุดยีนใน
จีโนมของข้าว 1 ต าแหน่ง จากการสืบค้นฐานข้อมูล 
RiceXPro แสดงให้เห็นว่ายีน OsHsp18 มีหน้าที่ส าคัญใน
การพัฒนาและการเจริญของรากข้าว และจากการศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาของรากจากข้าว T1 ที่มีการแสดงออก
ของยีน OsHsp18 เปรียบเทียบกับข้าวไทชุง 65 พบว่าใน
ระยะต้นกล้าข้าวดัดแปลงพันธุกรรมมีรากแขนงและขนราก
น้อยกว่า ในระยะแตกกอรากมีความยาวของรากมากกว่า 
และมีระบบรากยาวเหมือนข้าวไร่  ดังนั้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมที่ได้นี้น่าจะมีความสามารถในการทนต่อความ
ร้อนและความแล้ง 

ABSTRACT 
Small heat shock proteins (sHSPs) in plants 

are produced more in response to abiotic stress and 
are found at certain developmental stages. Expression  
of rice small Hsps class I is increased by temperature 
elevation. In this study, small Hsp class I gene 
(OsHsp18) from Pathum Thani 1 rice was cloned 
and transferred into japonica rice cv. Taichung 65 by 
Agrobacterium to study gene function. GUS assay 
showed that the ratio of GUS positive T1 plants: 
GUS negative T1 plants was 3:1 indicating a single 
integration site in T1 transgenic plants. Analysis 
using RiceXPro database also indicated that the 
OsHsp18 gene may have an important role in root 
growth and development in rice. Root morphology of 
T1 plants exhibited fewer lateral roots and less root 
hair at seedling stage, and longer roots at tillering 
stage compared with Taichung 65. Moreover, root 
architecture of transgenic rice was similar to upland 
rice root. Therefore, this transgenic rice may have 
heat- and drought- tolerant properties. 
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บทน า 
โปรตีนตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงขนาดเล็ก (small 

heat shock proteins; sHSPs) ในพืชมีขนาด 15 ถึง 42 
กิโลดาลตัน แบ่งออกได้เป็น 6 กลุ่ม (class I-class VI) ตาม
ความเหมือนของล าดับเบสและชนิดของเนื้อเยื่อที่พบ
โปรตีน โดยพืชจะมีโปรตีน sHSPs มากขึ้นเพื่อตอบสนอง
ต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ (abiotic stress) และพบในระยะ
เจริญต่างๆ ของพืช ในการป้องกันเซลล์จากความร้อน 
โปรตีน sHSPs จับกับโปรตีนที่เสียสภาพจากความร้อน 
เพื่อป้องกันการตกตะกอนของโปรตีนนั้น และให้โปรตีน 
chaperone ชนิดอื่นมาท าให้โปรตีนนั้นคืนสภาพธรรมชาติ
แล้วท าหน้าที่ได้ตามปกติต่อไป (Sun et al., 2002) 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในข้าวพบ
การแสดงออกของยีน small Hsps เพิ่มขึ้นเพื่อตอบสนอง
ต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ เช่น การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ 
การขาดน้ า และความเค็ม (Hu et al., 2009; Sarkar et al., 
2009; Chen et al., 2014) โดยพบว่ายีน small Hsps-class I 
ในข้าวมีการแสดงออกมากขึ้นในสภาวะอุณหภูมิที่สูงขึ้น 
(Guan et al., 2004; Chen et al., 2014) และการถ่ายฝาก
ยีนของโปรตีน sHSP17.7 ซึ่งจัดอยู่ใน class I เข้าสู่ข้าวท า
ให้ได้ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมที่มีการแสดงออกของยีน
เพิ่มขึ้น และพบว่าท าให้ข้าวทนความร้อน และรังสี UV 
(Murakami et al., 2004) และยังท าให้สามารถทนความแล้ง
ได้ (Sato and Yokoya, 2008) ในงานวิจัยนี้จึงโคลนและ
ถ่ายยีน small HSP class I (OsHsp18) จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
เข้าสู่ข้าวพันธุ์ไทชุง 65 ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม เพื่อใช้
ในการศึกษาหน้าที่ของโปรตีน sHSP ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย 
การสร้างชุดของยีนเพือ่การถา่ยฝากยีน 

บริเวณรหัสของยีนโปรตีนตอบสนองต่ออุณหภูมิ
สูงขนาดเล็ก ใน class I (OsHsp18) จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
เตรียมได้โดยใช้ไพรเมอร์ Hsp1F (5-TACCATATGTCG 
CTGATCCGCCGC-3) และ Hsp1R (5-CCTCATATGCT 

 AGCCGGTAACCTGGATG-3) ที่ออกแบบจากยีน Hsp1 
(FJ383169) โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบในการท า PCR 
ด้วย 1X GeNei Red Dye PCR Master Mix (Merck, 
USA) สภาวะอุณหภูมิที่ใช้ คือ 94C นาน 5 นาที ตามด้วย 
35 รอบ ของ 94C นาน 30 วินาที 55C นาน 30 วินาที 
และ 72C นาน 45 วินาที จากนั้น 72C นาน 5 นาที แล้ว
โคลนชิ้นยีน OsHsp18 ขนาดประมาณ 500 คู่เบสเข้า 
pGEM-T easy (Promega, USA) และส่งไปหาล าดับเบสที่
บริษัท First Base Laboratories ประเทศมาเลเซีย 
วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยโปรแกรม ClustalX และ GenDoc 
จากนั้นสร้างชุดยีนที่ประกอบด้วยบริเวณโปรโมเตอร์และ
เทอร์มิเนเตอร์ ได้เป็นชุดของยีน คือ 35sdualPro::OsHsp18::Tnos 
ย้ายชุดของยีนเข้าพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ได้พลาสมิด
สายผสม pCAMBIA_OsHsp18 (Figure 1a) แล้วถ่ายฝากเข้า
เชื้ออะโกรแบคทีเรียม เพื่อใช้ในการถ่ายยีนเข้าสู่ข้าวต่อไป 

 
การถ่ายยีน OsHsp18 เข้าสู่แคลลัสข้าวพันธุ์ไทชุง 65 
ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

การถ่ายยีน OsHsp18 เข้าสู่ข้าวจาโปนิกาพันธุ์
ไทชุง 65 โดยการบุกรุกแคลลัสด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
(Toki, 1997: Sakulsingharoj et al., 2014) ที่มี 
pCAMBIA_OsHsp18 คัดเลือกแคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีน
ด้วยการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร N6D ที่มี hygromycin B 
และ timentin ชักน าแคลลัสที่รอดชีวิตให้เกิดเป็นต้นด้วย
การเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่มี NAA, Kinetin, 
hygromycin B และ timentin เมื่อแคลลัสเกิดเป็นจุดเขียว
และยอด ย้ายยอดไปเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ที่มี 
hygromycin B และ timentin เพื่อชักน าให้เกิดราก จนได้
เป็นต้นข้าวที่แข็งแรง จึงย้ายปลูกลงดินต่อไป 

 
การตรวจสอบการถา่ยยีนด้วยวิธี GUS assay  

ชุดของยีน pCAMBIA_OsHsp18 มียีน gus 
เป็นยีนรายงานผล จึงตรวจสอบการถ่ายยีนของแคลลัสได้
ด้วยการแช่แคลลัสในสารละลาย X-Gluc ที่อุณหภูมิ 
37C นาน 1 ชั่วโมงถึงข้ามคืน หรือตัดใบอ่อนมาแช่
สารละลาย X-Gluc ที่อุณหภูมิ 37C นาน 1 ชั่วโมงถึง
ข้ามคืน จากน้ันฟอกใบด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เพื่อ
ก าจัดคลอโรฟิลล์ สังเกตการเกิดสีฟ้าที่ได้จากการท างาน
ของเอนไซม์ β-glucuronidase 
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Figure 1 Gene cassette and nucleotide sequence comparison. (A) Schematic map of T-DNA region of 
pCAMBIA_OsHsp18 plasmid. HindIII and EcoRI restriction sites were marked. Hsp1F and Hsp1R indicate a 
primer pair for Hsp1 amplification, whereas TnosF and TnosR represent a primer pair for nos terminator 
amplification. LB: Left border, RB: Right border, 35sP: CaMV 35s promoter, Tnos: nos terminator, 35sT: 
CaMV 35s terminator, hptII: hygromycin phosphotransferase gene, GUSPlus: β-glucuronidase gene. (B)  
Nucleotide sequence comparison between small Hsp class I genes. 
 
การตรวจสอบต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

การตรวจสอบต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมด้วย
เทคนิค PCR และเทคนิค RT-PCR เนื่องจากข้าวพันธุ์ 
ไทชุง 65 มียีน OsHsp18 (endogenous gene) ดังนั้นใน
การตรวจหายีน OsHsp18 ที่ได้จากการถ่ายยีนในต้นข้าว 
T1 ด้วยเทคนิค PCR จึงใช้ไพรเมอร์ Hsp1F และ TnosR 
(5-ATTTATCCTAGTTTGCGCCG-3) โดยใช้สภาวะ
เดียวกันกับที่ใช้ในการสร้างชุดของยีน ซึ่งจะเพิ่มจ านวน
เฉพาะยีน OsHsp18 ที่มีอยู่ภายในชุดของยีนเท่านั้น โดย

ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 670 คู่ เบส ส่วนการ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีนเริ่มจากการสกัด total 
RNA จากใบอ่อนด้วยน้ ายา TRIzol (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) แล้วเปล่ียนเป็น cDNA ด้วยชุด
ส าเร็จรูป RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, USA) แล้วน า cDNA มาเพิ่มจ านวน
ด้วยเทคนิค PCR โดยสภาวะที่ใช้คือ 94C นาน 30 
วินาที 50C นาน 30 วินาที 72C นาน 30 วินาที 
จ านวน 28 รอบ จากน้ันวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

A 

B 
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ด้วยการท า 1% agarose gel electrophoresis ซึ่งชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดประมาณ 490 คู่เบส แล้วน าปริมาณ
ของยีน OsHsp18 ที่แสดงออกมาเปรียบเทียบกับการ
แสดงออกของยีน actin 

 

ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 
การสร้างชุดของยีนเพือ่การถา่ยฝากยีน 
 เนื่องจากยีน OsHsp18 เป็นยีนที่ไม่มีบริเวณ
อินทรอน (intronless) จึงสามารถเพิ่มจ านวนบริเวณรหัสของ
ยีนด้วยเทคนิค PCR จากดีเอ็นเอในจีโนม (genomic DNA) 
ผลการเพิ่มจ านวนยีน OsHsp18 จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
เมื่อตรวจสอบล าดับเบสพบว่ามีความยาว 483 คู่เบส เมื่อ
แปลรหัสได้สายของล าดับกรดอะมิโนยาว 160 กรดอะมิโน มี
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 18.0 กิโลดาลตัน รายงานล าดับ
เบสของยีน OsHsp18 จากงานวิจัยนี้ในฐานข้อมูล GenBank 
ได้ accession number เป็น KT30414 เมื่อเปรียบเทียบ
ล าดับเบสที่ได้กับล าดับเบสบริเวณรหัสของยีน small heat 
shock protein class I ที่มีรายงานมาก่อน คือ Hsp17.7 
(Os03g0267200) Hsp17.9 (Os03g0266300) Hsp16.9 
(Os01g0136100) Hsp18.0 (FJ383169) และ Hsp18.1 
(Os03g0267000) (Guan et al., 2004; Chen et al., 2014) 
พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับกลุ่มยีน small Hsp  class I ที่มี
ขนาด 18 กิโลดาลตัน และขนาด 16.9–17.9 กิโลดาลตัน คิด
เป็น 98–100 และ 77–94 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Figure 1b)  
และมีความเหมือนกับล าดับเบสของยีน small Hsp class II 
ที่แปลรหัสเป็นโปรตีนขนาด 24.1 กิโลดาลตัน คิดเป็น 38 
เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นยีน OsHsp18 ที่แยกได้จากข้าวพันธุ์
ปทุมธานี 1 จึงจัดเป็น small Hsp class I นอกจากน้ี 
ไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างชุดของยีนสามารถเพิ่มจ านวนได้
เฉพาะยีน small Hsp class I ที่มีขนาด 18 กิโลดาลตัน เท่านั้น 
  
การถ่ายยีน OsHsp18 เข้าสู่แคลลัสข้าวพันธุ์ไทชุง 65 
ด้วยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
  การถ่ายยีน OsHsp18 จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
เข้าสู่แคลลัสข้าวพันธุ์ไทชุง 65 ซึ่งจากการเล้ียงบนอาหาร
คัดเลือก และอาหารชักน าให้เกิดต้น พบว่าเริ่มเห็นจุดเขียว 
จากนั้นเพาะเล้ียงบนอาหารต่อจนเริ่มเห็นยอด (Figure 2a) 
แล้วชักน าเป็นต้นสมบูรณ์ รวมระยะเวลาทั้งส้ิน 11 สัปดาห์ 

โดยได้เป็นต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T0 จ านวน 3 ต้น 
ซึ่งเมื่อน าใบของต้นที่ได้ไปทดสอบด้วยวิธี GUS assay 
พบว่าใบของทั้ง 3 ต้นเป็นสีฟ้า (Figure 2b) แสดงว่าข้าวรุ่น 
T0 ทั้ง 3 ต้นเป็นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม จึงปลูกในโรงเรือน
เพื่อเก็บเมล็ดรุ่น T1 
 

 
 

Figure 2 Transformation of OsHsp18 into rice callus. 
(A) Shoot regeneration. (B) GUS assay in transformed 
rice plants; line (T0 generation) 1–3. 
 
การตรวจสอบต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

น าใบข้าวต้น T1 ที่ได้จากข้าว T0 ต้นที่ 2 มา
ตรวจสอบการท างานของยีน gus เพื่อทดสอบจ านวน
ต าแหน่งที่ชุดของยีนเข้าแทรกในจีโนม ได้ใบข้าวให้รอยตัด
สีฟ้า จ านวน 15 ต้น และใบข้าวที่ไม่มีสีฟ้า จ านวน 5 ต้น 
(ไม่แสดงข้อมูล) ซึ่งอัตราส่วนต้น T1 ที่มียีน gus ต่อต้น T1 
ที่ไม่มียีน gus คิดเป็น 3 ต่อ 1 แสดงให้เห็นว่าชุดของยีน
น่าจะแทรกไปในจีโนมของข้าว T0 ต้นที่  2 จ านวน 1 
ต าแหน่ง 

จากนั้นปลูกต้นข้าว T1 จ านวน 5 ต้น น าใบมา
สกัดดีเอ็นเอแล้วท า PCR ด้วยไพรเมอร์ Hsp1F และ 
TnosR พบว่าสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
670 คู่เบส (Figure 3a) แสดงว่าต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมทั้ง 5 ต้น มียีน OsHsp18 ในจีโนม เมื่อ
วิเคราะห์การแสดงออกด้วยเทคนิค RT-PCR พบว่าต้น
ข้าวทั้ง 5 ต้น มีการแสดงออกของยีน OsHsp18 เพิ่มขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับข้าวไทชุง 65 (Figure 3b) 

 

A 
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Figure 3 OsHsp18 gene analysis of T1 plant No.1–5 (lane 1–5) and Taichung 65 (T65). (A) Amplification of 
OsHsp18 gene using Hsp1F and TnosR primers. (B) Semi-quantitative RT-PCR analysis. RT- indicated total 
RNA subjected to RT-PCR using primers specific to the actin gene. actin: rice actin gene (control). 
 

จากการสืบค้นฐานข้อมูล RiceXPro ซึ่งเป็น
ฐานข้อมูลของระดับการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ของข้าว
ในใบข้าวและรากด้วยเทคนิค microarray (Sato et al., 
2013) โดยใช้ Os03g0267000 ในการสืบค้นเนื่องจากมี
ล าดับเบสเหมือนกับ OsHsp18 ของข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
มากที่สุด (98%) พบว่า Os03g0267000 มีระดับการ
แสดงออกมากที่สุดในราก และพบว่าต้นข้าว T1 ที่มีการ
แสดงออกของยีน OsHsp18 เพิ่มขึ้น (OE)  มีลักษณะ
สัณฐานวิทยาของรากแตกต่างจากรากของข้าวไทชุง 65 
(T65) คือ ในระยะกล้าต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมมีราก
แขนงและขนรากน้อยกว่าข้าวไทชุง 65 (Figure 4a, 4b) 
และการศึกษารากของต้นข้าวไทชุง 65 และข้าว T1  
จ านวนชนิดละ 3 ต้น พบว่าในระยะแตกกอ รากของข้าว
ดัดแปลงพันธุกรรมมีความยาวมากกว่าข้าวไทชุง 65  
(Figure 4c, 4d) ซึ่งลักษณะสัณฐานวิทยาของรากที่พบนี้
เหมือนกับข้าวดัดแปลงพันธุกรรมที่มีการแสดงออกของยีน 
heat shock transcription factor (OsHsfA7) (Liu et al., 
2013) จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ายีน OsHsp18 
น่าจะท าหน้าที่ ในการพัฒนาและการเจริญของราก
เช่นเดียวกับยีน OsHsfA7 

นอกจากนี้โครงสร้างรากของข้าวไทชุง 65 มี
ลักษณะระบบรากส้ันและมีรากแขนงจ านวนมากเหมือน
ระบบรากของข้าวนาสวน เพื่อรับธาตุอาหารและน้ าจาก
บริเวณใกล้หน้าผิวดิน  ในขณะที่รากของข้าวดัดแปลง

พันธุกรรมมีลักษณะระบบรากยาวและรากแขนงน้อย 
(Figure 4c, 4d) เหมือนระบบรากของข้าวไร่ (Jung and 
McCouch, 2013) แสดงให้เห็นว่ารากของข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมน่าจะหาน้ าได้ดี และทนแล้งได้เหมือนข้าวไร่ 
จากข้อมูลเหล่านี้จึงคาดว่าต้นข้าวที่มีการแสดงออกของยีน 
OsHsp18 เพิ่มขึ้นในงานวิจัยนี้น่าจะมีความสามารถในการ
ทนทานต่อความร้อน และความแล้งเหมือนต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมที่มีการแสดงออกของยีน sHSP17.7 ที่มีรายงาน
มาก่อน (Murakami et al., 2004: Sato and Yokoya, 2008) 
ซึ่งต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้น้ีจะน าไปใช้ในการศึกษา
การตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ เช่น การเปล่ียน 
แปลงของอุณหภูมิ การขาดน้ า และความเค็มต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัย 

การถ่ายยีน OsHsp18 จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 
เข้าสู่แคลลัสของข้าวพันธุ์ไทชุง 65 ท าให้ได้ข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมที่มีการแสดงออกของยีน OsHsp18 เพิ่มขึ้น 
จาก GUS assay พบว่าต้น T1 ที่ได้จากข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมรุ่น T0 ต้นที่ 2 น่าจะมีชุดยีนแทรกในจีโนมของ
ข้าว จ านวน 1 ต าแหน่ง การสืบค้นฐานข้อมูล RiceXPro 
แสดงให้เห็นว่ายีน OsHsp18 อาจท าหน้าที่เกี่ยวข้องใน
การพัฒนาและการเจริญของราก การศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาของรากจากข้าวดัดแปลงพันธุกรรมที่มีการ
แสดงออกของยีน OsHsp18 เพิ่มขึ้น พบว่าในระยะกล้า
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Figure 4 Root morphology of over-expressed T1 (OE) and Taichung 65 (T65) plants. (A) Primary root, 
adventitious root and lateral root. (B) Root hair was observed by stereoscope. (C) Length of the longest roots 
at tillering stage. (D) Roots at tillering stage. 
 
ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมมีรากแขนงและขนรากน้อย
กว่าข้าวไทชุง 65 และในระยะแตกกอพบว่ารากของข้าว
ดัดแปลงพันธุกรรมมีความยาวมากกว่าข้าวไทชุง 65 และมี
ระบบรากยาวเหมือนรากของข้าวไร่ ดังนั้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมที่มีการแสดงออกของยีน OsHsp18 เพิ่มขึ้น
น่าจะมีความสามารถในการทนต่อความร้อน และความแล้ง 
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