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บทคดัย่อ 
 แคลเซยีมซึ่งถือเป็นตวัส่งสญัญาณอนัดบั
สอง (second messenger) จะมีความเข้มข้น
เพิม่ขึน้อย่างรวดเรว็ภายใน cytosol ของเซลล์พืช
เมื่อพืชได้รับความเครียดจากสิ่งแวดล้อม ซึ่ง
สญัญาณแคลเซยีมนี้จะถูกถ่ายทอดโดยการท างาน
ของโปรตนีรบัสญัญาณแคลเซยีม (calcium sensor 
protein) คลัมอดุลิน (calmodulin, CaM) ซึ่งเป็น
หนึ่งในโปรตนีรบัสญัญาณแคลเซยีม จะท างานโดย
เข้าจับกับแคลเซียมไอออน แล้วส่งสัญญาณ
แคลเซยีมต่อไป โดยเขา้จบัและควบคุมการท างาน
ของโปรตนีเป้าหมายหลายชนิดภายในเซลล ์ซึ่งใน
การศึกษาก่อนหน้าน้ีได้พบโปรตีนเป้าหมายของ
โปรตนี OsCaM1 จากขา้ว (Oryza sativa L.) อยู่
หลายชนิดด้วยวิธี cDNA expression library 
screening และในงานวจิยันี้ได้ใช้เทคนิค yeast 
two-hybrid ในการตรวจสอบการจบักนัของโปรตีน 
CaM และโปรตนีคลา้ยคลัมอดุลนิ (CaM-like: CML 
protein) กบัโปรตีนเป้าหมายที่ได้ชนิดหน่ึงคือ 
prefoldin พบว่าโปรตีน prefoldin สามารถจบักบั

 

โปรตนี OsCML4 ทัง้ในภาวะทีม่แีละไม่มแีคลเซยีม
ได ้แต่ไม่จบักบัโปรตนีคลัมอดุลนิ 
 
ABSTRACT 
 Concentration of calcium, which is a 
second messenger, increases rapidly in cytosol 
when plants encounter environmental stress 
conditions. Calcium signals are then conveyed 
by the action of calcium sensors. Calmodulin 
(CaM), which is one of the calcium sensors, will 
bind to calcium ions and transmit the calcium 
signal by binding to and activating target 
proteins within the cell. The activities of target 
proteins affect physiological responses to 
specific stimuli received by plant cells. In 
previous study, we have identified several 
putative OsCaM1 target proteins from rice 
(Oryza sativa L.) by cDNA expression library 
screening. In this research, the yeast two-
hybrid system was performed to examine the
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interaction of CaM and CML proteins with 
Prefoldin, which is one of the identified putative 
target proteins. The result showed that 
Prefoldin was found to bind OsCML4 both in 
the presence and in the absence of calcium but 
not with CaM. 
 
ค าส าคญั: โปรตีนรบัสญัญาณแคลเซยีม, คลัมอ   
ดุลนิ, ขา้ว, ระบบยสีตท์ไูฮบรดิ  
Key words: calcium sensor protein, calmodulin, 
rice, yeast two-hybrid system 
 

บทน า 
 พืชมีกลไกในการตอบสนองต่อภาวะ
แวดล้อมที่ไม่ เหมาะสมต่างๆ โดยพืชจะอาศัย
สญัญาณทีถู่กสรา้งขึน้จากภายใน เมื่อมกีารกระตุ้น
ให้เกดิการตอบสนองต่อภาวะแวดล้อม เช่น ความ
เคม็ ความแลง้ การเกดิบาดแผล การถูกโจมตีจาก
เชือ้โรค สง่ผลใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ของระดบัแคลเซยีม
ไอออน (Ca2+) ภายในไซโทซอล (cytosol) อย่าง
รวดเรว็ เมื่อระดบัแคลเซยีมไอออนเพิม่สงูขึน้ จะท า
ให้เกิดการกระตุ้นโปรตีนรับสัญญาณแคลเซียม 
(Ca2+ sensor protein) โปรตีนเหล่านี้ม ีEF-hand 
motif หรอื calcium-binding motif ทีท่ าหน้าทีใ่น
การจบักบัแคลเซยีมไอออน โปรตนีส าคญัในกลุ่มนี้
คือ คลัมอดุลิน (calmodulin, CaM) CaM เป็น
โปรตนีที่ไม่มแีอคทวิติี (activity) ในตวัเอง ท างาน
โดยจบัและควบคุมการท างานของโปรตนีเป้าหมาย
ชนิดต่างๆ ภายในเซลล์ โดยเมื่อ CaM จับกับ
แคลเซียมไอออนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป 
ท าให้สามารถกระตุ้นโปรตีนเป้าหมาย เพื่อส่งผ่าน
สัญญาณต่อไปเ ป็นล าดับ  จนกระทั ง่ถึ งการ
แสดงออกของยีนที่ส าคัญต่อการปรับตัวของพืช 
เพื่อตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของภาวะ
แวดลอ้มต่างๆ ในระดบัเซลลอ์ย่างเหมาะสม โดยใน

ไซโทซอลมโีปรตนีจ านวนมาก ทีอ่ยู่ในกระบวนการ
สง่สญัญาณแคลเซยีมนี้ แต่ตวัมนัเองไม่สามารถจบั
กบัแคลเซยีมไดโ้ดยตรง โปรตนีเหล่านี้จงึต้องอาศยั 
CaM มาเป็นโปรตนีรบัสญัญาณแคลเซยีมขัน้ตน้ จงึ
เรยีกไดว้่า CaM เป็นโปรตนีทีม่หีน้าทีก่ารท างานที่
หลากหลาย เน่ืองจากมคีวามสามารถในการก าหนด
แอคทิวิตีของโปรตีนอื่นๆ ดังนัน้การศึกษาหน้าที่
ของโปรตีนคัลมอดุลิน จึงต้องค้นหาโปรตีนที่จ ับ  
คลัมอดุลนิ (calmodulin-binding protein) ภายใน
เซลล ์จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีพบโปรตนีเป้าหมาย
หลายชนิดของโปรตีน OsCaM1 จากขา้วพนัธุข์าว
ดอกมะลิ 105  โดยวิธี  exp ress ion  l i b ra ry 
screening เรยีกโปรตนีเหล่านี้ว่า putative CaM1-
binding protein และในงานวิจัยนี้สนใจศึกษา
โปรตีน prefoldin ซึ่งเป็น putative CaM1-binding 
protein ชนิดหนึ่ง โดยศึกษาสมบัติการจับกัน
ระหว่างโปรตนี prefoldin กบั CaM และ CMLs บาง
ชนิดโดยใชเ้ทคนิค yeast two-hybrid system  
 

อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 
การสร้างพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน prefoldin, 
CaM และ CMLs จากข้าว 
 สืบ ค้ น ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง ยี น 
prefoldin, CaM และ CMLs จากฐานข้อมูลข้าว 
Rice Genome Annotation Project (http://rice. 
plantbiology.msu.edu/) จากนัน้ออกแบบ forward 
และ reverse primer โดยใชล้ าดบัเบส cDNA ของ
ยีน prefoldin (OsPFD), CaM1 (OsCaM1-1), 
CML1 (OsCML1) และ CML4 (OsCML4) ทีไ่ดจ้าก
ฐานขอ้มูลขา้ว โดยให ้forward primer มลี าดบัเบส 
CACC อยู่หน้า start codon และ reverse primer ม ี
stop codon ต่อทา้ยดงัแสดงใน Table 1 จากนัน้
เพิม่จ านวนชิน้ยนีโดยใช ้full-length cDNA เป็น
แม่แบบดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์(PCR) แลว้เชื่อมชิน้ยนี
เข้ากับ  pENTRTM/D-TOPO® (Invitrogen) 
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Table 1 Oligonucleotide primers used in this study 

Gene   Primer    Sequence 

OsCaM1-1  forward  5’-CACCATGGCGGACCAGCTCACC-3’ 
   reverse  5’-TCACTTGGCCATCATGACCTTG-3’ 
OsCML1  forward  5’-CACCATGGCGGACCAGCTCTCC-3’ 
   reverse  5’-TTACAGGATCACGCACTTCTGGC-3’ 
OsCML4  forward  5’-CACCATGGAAGGGCTGACGAGC-3’ 
   reverse  5’-TCACCCAGATATCTTCCGTTCAG-3’ 
OsPFD   forward  5’-CACCATGGCTACAAAACTCCGT-3’ 
   reverse  5’-TTATACAGATTTGTCCCCAGG-3’ 
 
และทรานสฟ์อร์มเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ์ TOP10 
คดัเลอืกดเีอน็เอลูกผสมบนอาหารเลี้ยงเชือ้แขง็ที่มี
ยาปฏชิวีนะกานามยัซนิ และตรวจสอบล าดบันิวคลี
โอไทด ์
 
การสรา้งพลาสมิด Bait และ Prey 
 แลกเปลี่ยนชิ้นยนี (LR Recombination) 
prefoldin จากเวกเตอร ์pENTRTM/D-TOPO® เขา้สู่
เวกเตอร ์pDESTTM32 (เป็น Bait) (Invitrogen) ยนี 
CaM และ CMLs จากเวกเตอร์ pENTRTM/D-
TOPO® เขา้สู่เวกเตอร ์pDESTTM22 (เป็น Prey) 
(Invitrogen) โดยใช ้LR ClonaseTM ll enzyme mix 
(Invitrogen) แล้วทรานสฟ์อร์มเขา้สู่ E. coli สาย
พนัธุ์ TOP10 คดัเลอืกดเีอน็เอลูกผสมบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง ที่มียาปฏิชีวนะเจนตามัยซินและ
แอมพซิลินิตามล าดบั 
 
การศึกษาปฏิสัมพันธ์ของโปรตีนในยีสต ์
Saccharomyces cerevisiae 
 น า พ ล า ส มิ ด ลู ก ผ ส ม ที่ มี ยี น อ ยู่ ใ น 
pDESTTM22 และ pDESTTM32 เขา้สู่ Saccharo- 
myces cerevisiae สายพนัธุ์ MaV203 โดยวธิโีค 
ทรานส์ฟอร์มเมชนั และศึกษาปฏสิมัพนัธ์ระหว่าง

โปรตนีทัง้สองโดยคดัเลอืกบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีข่าด
กรดอะมโินลวิซนี ทรปิโตเฟน และฮสิทดินิ (-LTH)  
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 จากการทดสอบ Bait auto-activation โดย
การโคลนชิ้นยีน prefoldin เข้าสู่ เวกเตอร ์
pDESTTM32 แ ล้ ว ท ร า น ส์ ฟ อ ร์ ม  prefoldin-
pDESTTM32 และ pDESTTM22 เขา้สู่ยสีต์สายพนัธุ ์
MaV203 พบว่า prefoldin สามารถเป็น bait ใน 
yeast two-hybrid system ไดโ้ดยไม่เกดิ auto-
activation (Figure 1) 
 
 
 
 
Figure 1 Testing the bait auto-activation. Yeast 
strains MaV203 co-transformed with the test 
constructs were grown at 30 °C for several 
days under selective (-LTH + 3-AT) and non-
selective (-LT) conditions.  
 
 จากการทดสอบปฏิสัมพันธ์ระหว่ าง 
prefoldin กบั CaM และ CMLs พบว่า prefoldin มี
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ปฏสิมัพนัธก์บัโปรตนี CML4 ทัง้ในภาวะทีม่ ีและไม่
มีแคลเซียม (Figure 2) อย่างไรก็ตามพบว่า 
prefoldin ไม่มปีฏสิมัพนัธ์กบัโปรตนี CaM1 และ 
CML1 ซึง่เป็นทีท่ราบกนัว่าโปรตีน CaM มคีวาม
ยืดหยุ่นสูง จึงอาจท าให้ไม่สามารถสังเกตเห็น
ปฏสิมัพนัธก์บัโปรตนี prefoldin ได ้ถงึแมว้่าโปรตนี 
prefoldin จะได้มาจากวธิี cDNA expression 
library screening โดยใชโ้ปรตนี CaM1 เป็นโพรบก็
ตาม 
 
 
 
 
 
Figure 2 Interaction of prefoldin with CaM1, 
CML1 and CML4 in the yeast two-hybrid 
system. Yeast strains MaV203 co-transformed 
with prefoldin and CaM/CML constructs were 
grown at 30 °C for several days under selective 
(-LTH+3-AT) and non-selective (-LT) conditions. 
Serial dilutions of transformed cells are shown 
by narrowing triangles.  
 

สรปุผลการทดลอง 
 จากผลการทดลอง prefoldin มปีฏสิมัพนัธ์
กับโปรตีน OsCML4 ทัง้ในภาวะที่มีและไม่มี

แคลเซียม แต่ไม่มีปฏิสมัพันธ์กับโปรตีน CaM 
แสดงว่าแคลเซียมในเซลล์อาจไม่มีผลต่อการมี
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน prefoldin กบัโปรตีน 
OsCML4 
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