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บทคดัย่อ 
 ยีน OSB2 เป็นรหัสของ  myc 
transcription factor ซึง่ควบคุมการแสดงออกของ
ยนีโครงสร้างในการสงัเคราะห์แอนโทไซยานินใน
ขา้ว งานวจิยันี้ไดค้น้หายนี OSB2 โดยใชไ้พรเมอร์
ทีจ่ าเพาะต่อบรเิวณ coding sequence (cds) ของ
ยีน OSB2 โดยใช้ cDNA ที่ส ัง เคราะห์มาจาก 
mRNA ที่สกดัจากใบอ่อนและเมล็ดอ่อนของขา้ว
พนัธุ์ลมืผวั หอมนิล และก ่า พบยนี OSB2 ที่ม ี
open reading frame (ORF) ขนาด 1356 bp ซึง่มี
ความเหมอืนกบัยนี OSB2 ทีม่รีายงานในฐานขอ้มูล 
GenBank (accession no. AB021080) ถงึ 99 % 
และพบยีน OSB2 ที่ประกอบด้วย ORF ขนาด 
1101 bp ซึง่มบีรเิวณ exon ที ่2 ขาดหายไป (255 
คู่เบส) ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนที่ได้จาก
การแปลรหสัของ ORFs ขนาด 1356 bp และ 1101 
bp พบว่า ประกอบด้วยกรดอะมโินทัง้หมด 451 

และ 366 หน่วย ตามล าดับ ซึ่งมีความคล้ายกับ
ล าดับกรดอะมิโนของยีน OSB2 ในฐานข้อมูล 
GenBank (accession no. BAB64302) ถงึ 99 % 
จากผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และกรด  
อะมโินแสดงว่า ยนี OSB2 ทีโ่คลนได้ในงานวจิยันี้
อาจม ี2 รปูแบบ หรอือาจมยีนีรปูแบบเดยีวในจโีนม
ข้าว แต่เกิดการเลือกตัดอินทรอน (alternative 
splicing) ในงานวิจยัต่อไปจะศึกษาโครงสร้างและ
หน้าที่ของยีนที่โคลนได้ เพื่อให้เข้าใจการควบคุม
การสงัเคราะหแ์อนโทไซยานินในขา้ว 
 
ABSTRACT 
 The OSB2 gene encodes myc 
transcription factor which regulates expression 
of several structural genes involved with 
anthocyanin biosynthesis in rice. In this study, 
the complete coding sequences (cds) of OSB2 
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genes were isolated from young leaves and 
developing seeds of rice by RT-PCR. 
Nucleotide sequencing analysis revealed that 
all 3 black rice varieties, Lerm-Poa, Hom-nin 
and Khum had a single open reading frame 
(ORF) of 1356 bp which were 99 % identical to 
the OSB2 gene reported in GenBank 
(accession no. AB021080). These rice varieties 
also had an OSB2 gene containing a single 
ORF of 1101 bp with 99 % identity with the 
1356 bp fragments except for the deletion of 
the 2nd exon (255 bp deletion). The deduced 
amino acid sequences of the 1356 and the 
1101 bp ORFs are composed of 451 and 366 
amino acid residues, respectively, which 
showed 99 % similarity to those of OSB2 
(accession no. BAB64302). The results 
suggested that the OSB2 genes from this study 
may have 2 forms. Alternatively, the 1356 bp 
and 1101 bp ORFs may be due to alternative 
splicing of mRNA transcribed from a single 
OSB2 gene in rice genomes of these black rice 
varieties.  The cloned OSB2 genes will be 
further analyzed for structure and gene 
functions to understand the regulation of 
anthocyanin biosynthesis in colored rice. 
 
ค าส าคญั: ยนี OSB2, ขา้ว, แอนโทไซยานิน  
Keyword: OSB2 gene, rice, anthocyanin 
 
บทน า 
 แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุในดอกไม้
และผลไม้ เพื่อดงึดูดให้แมลงช่วยในการผสมเกสร 
ปกป้องผกัและผลไม้จากการท าลายของรงัส ีUV-B 
และเป็น anti-oxidant ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อมนุษย์
ในการป้องกันและลดความเสี่ยง ต่อการเกิดโรค

ห ล อ ด เ ลื อ ด หั ว ใ จ อุ ด ตั น แ ล ะ โ ร ค ม ะ เ ร็ ง 
(Geekiyanage et al., 2007)  
 ยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการเกดิสใีนขา้วคอื ยีน
ควบคุม (regulatory gene) และยีนโครงสร้าง 
(structural gene) โดยยีนควบคุมเป็นรหสัของ 
transcription factor ที่ส าคญั 2 กลุ่มคอื MYB 
transcription factor และ MYC transcription factor 
ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้าง  ที่
เกีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหแ์อนโทไซยานิน ส่วนยนี
โครงสร้างเป็นรหัสของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องใน 
pathway การสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
(Geekiyanage et al., 2007) ยนีควบคุมทีส่ าคญั
ไดแ้ก่ ยนีในต าแหน่ง Puple leaf (Pl) ซึง่คลา้ยกบั
กลุ่มของ R/B loci ของขา้วโพด และอยู่ในกลุ่มของ 
MYC transcription factor (basic helix-loop-helix 
(bHLH) protein) พบว่า ต าแหน่งนี้เป็นทีต่ัง้ของยนี 
OSB1 และ OSB2 (Sakamoto et al., 2001) โดย 
OSB2 มรีายงานว่าเมื่อวเิคราะห์ด้วยเทคนิค RT-
PCR พบว่าไม่แสดงออกในขา้ว japonica ทีม่เีมลด็
ขาว (Shih et al., 2008) ส่วนต าแหน่ง C locus 
ตัง้อยู่บนโครโมโซมที ่6 เป็นต าแหน่งของยนี OSC1 
ซึง่อยู่ในกลุ่มของ R2R3-Myb transcription factors 
(Saitoh et al., 2004) 
 อย่างไรกต็ามกลไกของยนีในการควบคุม
การสงัเคราะห์แอนโทไซยานิน โดยการท างานของ
ยนีควบคุมและยนีโครงสร้างในขา้วยงัไม่ทราบแน่
ชัด ดังนั ้นงานวิจัยนี้ จะได้โคลนยีนและศึกษา
โครงสร้างและหน้าทีข่องยนีควบคุมการสงัเคราะห์
แอนโทไซยานิน  เพื่ อท า ให้ เข้า ใจกลไกการ
สงัเคราะหแ์อนโทไซยานินในขา้ว  
 
อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 
การสกดัอารเ์อน็เอทัง้หมดจากใบและเมลด็ขา้ว 
 พันธุ์ข้าวที่ใช้ศึกษาคือ ข้าวเมล็ดขาว 
ไดแ้ก่ พนัธุ ์Kitaake กข6 และหอมมะล ิ105 ขา้ว
เมลด็แดง ได้แก่ พนัธุ์หอมมะลแิดง และขา้วเมล็ด
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ด า ได้แก่ พนัธุ์ลมืผวั หอมนิล และก ่า โดยท าการ
สกัดอาร์เอ็นเอจากใบอ่อนและเมล็ดข้าวในระยะ
น ้านมดว้ย TRIzol reagent (invitrogen, USA) 
 
การโคลนยีน OSB2 โดยเทคนิค RT-PCR 
 น า อ า ร์ เ อ็ น เ อทั ้ง ห ม ดที่ ส กัด ไ ด้ ม า
สังเคราะห์ cDNA โดยปฏิกิริยา reverse 
transcription โดยใช ้oligo (dT) ท าตามขัน้ตอนของ
ชุดส าเร็จรูป Superscript III First-Strand 
Synthesis System (Invitrogen, USA) จากนัน้น า 
cDNA ไปเป็นแม่พมิพใ์นการโคลนยนี OSB2 ใน
ขา้วพนัธุต่์างๆ โดยเทคนิค RT-PCR  
 
การเช่ือมต่อช้ินยีน OSB2 กบัเวกเตอร ์pGEM-T 
Easy และคดัเลือกดีเอน็เอสายผสม 
 น ายีน OSB2 ที่โคลนได้มาเชื่อมกับ
เวกเตอร ์pGEM-T Easy (Promega, USA) และ
ถ่ายฝากดเีอน็เอสายผสมเขา้สู่ E. coli คดัเลอืก
โคลนทีม่ดีเีอน็เอสายผสม และส่งไปวเิคราะหล์ าดบั
เบสทีบ่รษิทั 1st BASE (Malaysia)  
 
กาวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน
ของยีน OSB2 
 เปรียบเทียบล าดับเบสและล าดับของ
กรดอะมโินของยนีที่โคลนได้ กบัยนีทีม่รีายงานมา
ก่อนในฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม 
ClustalX 2.1 และ GeneDoc และวเิคราะห ์motif 
ของล าดบักรดอะมโินโดยใช้โปรแกรม motif scan 
(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การค้นหาและโคลนยีนบริเวณ coding 
sequence ของยีน OSB2 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 จากการค้นหายีน OSB2 ที่เป็นบริเวณ 
complete coding sequence (cds) โดยใช ้cDNA 
เป็นแม่พิมพ์ ด้วยวิธี RT-PCR พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาด 1100 และ 1300 bp เฉพาะในขา้วสทีัง้ใบและ
เมล็ด ได้แก่ ข้าวพนัธุ์ลืมผวั หอมนิล และก ่า 
(Figure 1) เมื่อน าล าดบัเบสของยนีขนาด 1300 bp 
จากข้าวพนัธุ์ต่างๆ มาเปรียบเทียบกบัยีน OSB2 
จากขา้ว nearly isogenic Plw Taichung 65 ทีเ่ป็น
ขา้วสใีนฐานขอ้มูล (accession no. AB021080) 
พบว่าเป็นบรเิวณ open reading frame (ORF) 
ขนาด 1356 bp และมลี าดบัเบสเหมอืนกนั 99% 
โดยมีล าดบัเบสต่างกันเพียงบางต าแหน่งเท่านัน้ 
(Figure 2) ส่วนการเปรยีบเทยีบยนี 1100 bp กบั
ล าดบัเบสของจโีนมกิดเีอน็เอของยนี OSB2 ของ
ขา้ว Japonica ในฐานขอ้มูล GenBank (accession 
no. AL606682) พบว่า เกดิล าดบัเบสหายไป 255 
bp ซึง่เป็นสว่นของบรเิวณเอกซอนที ่2 (Figure 2)  

ล าดบักรดอะมโินของยีน OSB2 ทีไ่ดจ้าก
การแปลรหสั  พบว่า ได้ล าดบักรดอะมิโนขนาด 
451 และ 366 หน่วย ของยนีขนาด 1356 และ 
1101 bp ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบล าดบักรด   
อะมิโนของยีนที่โคลนได้ จากข้าวสายพันธุ์ต่างๆ 
กบัล าดบักรดอะมโินของยนี OSB2  ใน  GenBank 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 RT-PCR analysis of coding 
sequences (cds) of OSB2 gene in rice varieties 
(Kitaake, KDML 105, Red jasmine rice, Lerm-
Poa, Hom-nin and Khum) using cDNA prepared 
from rice leaves. Lane M; 1 Kb DNA Ladder. 
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Figure 2 Alignment of 1300-bp and 1100-bp 
coding sequences of OSB2 genes cloned from 
various rice varieties and OSB2 gene from 
GenBank (accession no. AB021080). The figure 
shows deletion of the 2nd exon of the 1101-bp 
ORFs. pLKlB2 and pLKsB2 = leaves and seeds 
from Lerm-Poa. pHnlB2 and pHnsB2 = leaves 
and seeds from Hom-nin. pKnlB2 and pKnsB2 
= leaves and seeds from Khum. OSB2 = OSB2 
gene from GenBank. 
 
(accession no. BAB64302) พบว่ามคีวามคลา้ยกนั 
99% เช่นกนั มเีพยีง 8 กรดอะมโินทีแ่ตกต่างกนั 
และพบบริเวณที่เป็น basic helix-loop-helix 
(bHLH) domain ที่ต าแหน่ง 377-428 ซึ่งเป็น
บรเิวณอนุรกัษ์ส าหรบัโปรตนี transcription factor 
(Figure 3)  

 
สรปุผลการทดลอง  
 จากการค้นหายนี OSB2 ที่เป็นบรเิวณ 
coding sequence โดยวธิ ีRT-PCR เกดิแถบดเีอน็
เอขนาด 1100 และ 1300 bp เฉพาะในขา้วสแีต่ไม่
พบในข้าวขาวอาจเนื่ องจากในข้าวขาวมีการ
แสดงออกของยีน OSB2 น้อย หรือไพรเมอร์ที่
ออกแบบไม่สามารถจับล าดับเบสของยีน OSB2 

จากขา้วขาวได ้ท าให้ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณยนีใน
บรเิวณ coding sequence  
 เมื่อน าล าดบัเบสของชิน้ยนีขนาด 1300 
bp ไปเปรยีบเทียบกบัยีนที่มีรายงานในฐานข้อมูล 
GenBank พบว่า มคีวามเหมอืนกบัยนี OSB2 จาก
ฐานขอ้มูลทีบ่รเิวณ open reading frame (ORF) 
ขนาด 1356 bp และมลี าดบัเบสต่างกนัเพยีงบาง
ต าแหน่งเท่านัน้ และยนีขนาด 1100 bp เกดิล าดบั
เบสหายไป 255 bp ในบรเิวณ exon ที ่2 ของยนี 
อาจเนื่องจากยนีในขา้วทีศ่กึษาในงานวจิยันี้อาจม ี2 
รปูแบบ ทีม่ ีORFs ขนาด 1356 และ 1101 bp หรอื
อาจมยีนีเดยีวแต่มกีารดดัแปลง mRNA โดยเกิด
การเลือกตัดอินทรอนแตกต่างกัน (alternative 
splicing) ท าให้เกดิ mRNA 2 รูปแบบทีม่ขีนาด
ต่างกนั โดยล าดบัดีเอ็นเอที่หายไปสอดคล้องกับ
กรดอะมโินทีห่ายไป 85 หน่วย และพบบริเวณที ่
 

 
 

Figure 3 Alignment of deduced amino acid 
sequences from ORFs of OSB2 genes cloned 
from various rice varieties and OSB2 amino 
acid sequences from GenBank (accession 
no.BAB64302). The bHLH domains are 
highlighted in blue at 377-428 amino acid 
positions. 



พนูศร ีอนิต๊ะ และคณะ                                               Thai J. Genet. 2013, 6(1) : 25-29   29   

เป็น basic helix-loop-helix (bHLH) domain 
ในยนี OSB2 ทัง้ขนาด 1356 และ 1101 bp 
ในบรเิวณ C terminus ซึง่เป็นบรเิวณ DNA 
binding domain ที่มคีวามส าคญัต่อการ
ท างานของโปรตนี transcription factor จาก
การวเิคราะห ์motif ของล าดบักรดอะม ิ

โน พบว่า ยนีขนาด 1101 bp มกีารขาดหายของ 
exon ที ่2 และขาดกรดอะมโิน 85 หน่วย ท าใหม้ี
บรเิวณ phosphorylation site บางส่วนหายไปซึ่ง
อ า จมีผ ล ต่ อ กล ไกค วบคุ ม ก า รท า ง า นข อ ง 
transcription factor ในการควบคุมการแสดงออก
ของยนีโครงสรา้งทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหแ์อน
โทไซยานิน 
 ในงานวิจัยขัน้ต่อไปจะศึกษาโครงสร้าง
และหน้าที่ของยนี OSB2 ที่โคลนได้เพื่อให้เขา้ใจ
การสัง เคราะห์แอนโทไซยานิน ในข้าว  และ
ประยุกต์ใชเ้ป็นยนีเครื่องหมายในการปรบัปรุงพนัธุ์
ขา้วในอนาคต  
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ครัง้นี้ และทุนการศกึษาประเภททุนศษิยเ์รยีนด ีบณั
ทติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ประจ าปี 2555 ที่
ใหก้ารสนับสนุนเงนิทุนการศกึษาแก่นางสาวพูนศร ี
อนิต๊ะ  
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