
Prawarun Agr. J. Volume 15(1) 2018, Pages 62-73 

ปีที่ 15 ฉบับท่ี 1 มกราคม – มิถุนายน 2561 
Volume 15 Number 1 January – June 2018

บทความวิจัย 

โปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวขอ้งกับการตอบสนองต่อเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในหน้าวัว 
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สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยีอตุสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ ์อ าเภอเมือง จังหวัดกาฬสินธุ์ 46000 

บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหาโปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสใน
หน้าวัว โดยเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนระหว่างหน้าวัวที่ได้รับการปลูกเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides กับ
หน้าวัวปกติด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ ซึ่งผลการวิจัยพบว่าหน้าวัวที่ได้รับเช้ือรามีระดับการแสดงออกของโปรตีนบาง
ชนิดเพิ่มขึ้นและลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับหน้าวัวปกติ รวมทั้งมีโปรตีนใหม่เกิดขึ้น ซึ่งการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของโปรตีนนี้เป็นการตอบสนองของหน้าวัวต่อเชื้อราก่อโรค และจากการวิเคราะห์จุดโปรตีนท่ีสนใจด้วยเทคนิคลิขวิด
โครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรสโคปี พบว่า ได้โปรตีนจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ Oxygen-evolving enhancer protein 1, Oxygen-
evolving enhancer protein 2, Triosephosphate isomerase, Fructose-bisphosphate aldolase, Superoxide 
dismutase และ Glutathione S-transferase ซึ่งโปรตีนเหล่านี้มีบทบาทที่ส าคัญในกระบวนการชีวเคมีภายในเซลล์พืช 

ค าส าคัญ: Colletotrichum gloeosporioides  โรคแอนแทรคโนส  หน้าวัว และ อิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ 

ผู้เขียนให้ตดิต่อ: E-mail: piyachat.wi@ksu.ac.th โทรศัพท:์ 08 6921 5582 

62 วารสารเกษตรพระวรุณ 

*



Prawarun Agr. J. Volume 15(1) 2018, Pages 62-73

วารสารเกษตรพระวรุณ 63 
Volume 15 Number 1 January – June 2018

Related Proteins for Responding of Fungal Pathogen Causing Anthracnose Disease 
in Anthurium 

Piyachat  Wiriyaampaiwong*, Kaewta  Sootsuwan, Piyanan  Chomnawang and 
Nuttapong  Srisamoot 

Department of Biotechnology, Faculty of Agro-Industrial Technology, Kalasin University, 
Kalasin, 46000, Thailand 

Abstract 

The purpose of this study was to investigate some proteins which response to fungal pathogen causing 
anthracnose disease in Anthurium. The protein expression between infected Anthurium with Colletotrichum 
gloeosporioides and non-infected Anthurium was performed using two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 
technique. Results exhibited that some protein expression showed significantly (p<0.05) increased whilst 
decreased in infected Anthurium. In addition, new proteins were also occurred in infected Anthurium. The 
alteration in protein expression was the response produced by Anthurium against fungal pathogen. Liquid 
chromatography–mass spectrometry was use to analyze interested protein spots. Six proteins were identified 
including oxygen-evolving enhancer protein 1, oxygen-evolving enhancer protein 2, triosephosphate 
isomerase, fructose-bisphosphate aldolase, superoxide dismutase, and glutathione s-transferase. These 
proteins played an important role in biochemical process of plant cells. 
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หน้าวัวเป็นไม้ดอกไม้ประดับอยู่ในสกุล Anthurium 
และมีชื่อสามัญว่า flamingo flower มีถิ่นก าเนิดในเขตร้อน
ช้ืนของทวีปอเมริกาเหนือและทวีปอเมริกาใต้แถบประเทศ
โคลัมเบีย (Poopaiboon et al., 2009) ในประเทศไทยพบ
หน้าวัว 2 ชนิดใหญ่ ๆ คือ Anthurium andraeanum 
และ Anthurium schzerianum มีการน าเข้ามาครั้งแรก
เมื่อปี  พ.ศ. 2440 (Kasetsart University, 2004; 
Thaikasetsart, 2012) จัดเป็นไม้ดอกเศรษฐกิจที่มี
ความส าคัญซึ่งท ารายได้ต่อพื้นที่สูงที่สุดและเป็นที่นิยมของ
ตลาด (Ampawan et al., 2016) อย่างไรก็ตามปัญหา
ส าคัญที่ท าให้ผลผลิตหน้าวัวลดลง คือ โรคแอนแทรคโนส 
( Anthracnose) ที่ มี ส า เ ห ตุ ม า จ า ก เ ช้ื อ ร า ส กุ ล 
Colletotrichum ลักษณะอาการ คือ มีแผลจุดสีน้ าตาล
ค่อนข้างกลมที่ใบและจานรองดอก ขอบแผลมีสีน้ าตาลเข้ม 
รอบนอกมีสีเหลืองจาง เมื่อสภาพอากาศร้อนช้ืนแผลจะ
ขยายใหญ่ขึ้นอย่างรวดเร็ว (Soonsuwon et al., 2010; 
Dibanuka, 2016) ซึ่งนอกจากหน้าวัวแล้ว โรคแอนแทรค
โนสยังก่อให้เกิดความเสียหายกับพืชผลทางการเกษตรอื่นอกี
หลายชนิด เช่น มะม่วง สตรอเบอรี่ มันฝรั่ง มะเขือเทศ 
พริกไทย เป็นต้น โดยสามารถเกิดขึ้นได้ทั้งก่อนและหลังการ
เก็บเกี่ยว (Lewis-Ivey et al., 2004) การควบคุมโรค 
แอนแทรคโนสในหน้าวัวสามารถท าได้ด้วยการฉีดพ่น
สารเคมีก าจัดเช้ือรา เช่น คลอโรทาโลนิล (chlorothalonil) 
ไพราโคลสโตรบิน (pyraclostrobin) บอสคาลิด (boscalid) 
เป็นต้น (Brown, 2012) ซึ่งการควบคุมโรคพืชด้วยสารเคมีนี้
แม้จะได้ผลดีแต่ก็เป็นอันตรายต่อคน สัตว์และสิ่งแวดล้อม 
ดังนั้นหากมีข้อมูลพื้นฐานที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองของ
หน้าวัวต่อการบุกรุกของเช้ือก่อโรคจะท าให้เข้าใจถึงกลไก
การต้านทานโรคของหน้าวัว ซึ่งผลจากการศึกษากลไกมี
ประโยชน์ส าหรับนักปรับปรุงพันธุ์โดยตรงในการสร้างพืชให้
ต้านทานต่อโรคได้ (Perintawong, 2013) 

วิธีการทางโปรตีโอมิกส์ (Proteomics) เป็นวิธีที่ใช้
กันอย่างแพร่หลายในการศึกษาหรือวิเคราะห์โปรตีนที่
แสดงออกเมื่อพืชถูกบุรุกด้วยเช้ือก่อโรค (Mehta et al., 
2008) มีงานวิจัยที่ศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับโรคแอน- 
แทรโนสในพืช เช่น Vasanthaiah et al. (2009) ศึกษาการ

แสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคแอน-
แทรคโนสในองุ่นฟลอริดา โดยเก็บตัวอย่างใบจากองุ่นที่ปลูก
เชื้อรา Elsinoe ampelina มาตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีนด้วยวิธีอิ เล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ  (Two-
dimensional gel electrophoresis, 2-DE) พบโปรตีนที่
แตกต่างกัน 32 ชนิด และมีโปรตีน 2 ชนิดที่พบเฉพาะใน
องุ่นที่สามารถต้านทานเช้ือราหรือตอบสนองต่อเช้ือราน้อย
โปรตีนด ังกล ่าว ค ือ Mitochondrial adenosine 
triphosphate synthase และ Glutamine synthetase 
ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในกระบวนการเมแทบอลิซึมและ
กลไกการป้องกันตัวเองของพืช นอกจากนั้น Moura et al. 
(2014) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางโปรติโอมิกส์ของ
ถั่ วฝักยาวที่ เป็นโรคแอนแทรคโนส เมื่อได้รับเ ช้ือรา  
C. gloeosporioides ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ 
พบโปรตีนที่สนใจจ านวน 126 จุด โดยเป็นโปรตีนที่มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นจ านวน 102 จุด และเป็นโปรตีนที่มีการ
แสดงออกลดลงจ านวน 16 จุด เมื่อน าโปรตีนเหล่านี้ไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS พบว่าเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการเมแทบอลิซึม การสังเคราะห์แสง ปฏิกิริยา 
รีดอกซ์ภายในเซลล์ การตอบสนองต่อสภาวะเครียด การ
ตอบสนองต่อการต้านทานโรค การส่งสัญญาณ และ
กระบวนการตัดแต่งอาร์เอ็นเอ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนในหน้าที่ต่างๆ ดังกล่าวมีผลมาจากการแสดงความ
ต้านทานต่อเช้ือรา C. gloeosporioides ของถั่วฝักยาว 

การศึกษาความเปลี่ยนแปลงของโปรตีนในพืชที่ถูก
เช้ือราเข้าบุกรุก ส่วนใหญ่จะศึกษาในพืชประเภทไม้ผลหรือ
พืชผัก เช่น ผักกาด (Subramanian et al., 2005) องุ่น 
(Vasanthaiah et al., 2009) สตรอเบอรี่ (Fang et al., 
2012) ข้าวสาลี (Zhang et al., 2013) ถั่วฝักยาว (Moura 
et al., 2014) ข้าวโพด (Zhang et al., 2014) และมะม่วง
หิมพานต์ (Cipriano et al., 2015) เป็นต้น อย่างไรก็ตาม 
รายงานที่กล่าวถึงการศึกษาในพืชประเภทไม้ดอกไม้ประดับ
ยังมีน้อย ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
เบื้องต้นถึงโปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ
เช้ือรา C. gloeosporioides ซึ่งเป็นสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ในหน้าวัวเพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการปรับปรุงพันธุ์หน้าวัว
ต่อไป 
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1. การเตรียมตัวอย่าง 
 เช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสได้มาจากงานวิจัย
ของ Wiriyaampaiwong et al. (2013) ซึ่งได้ท าการแยก
เช้ือราจากหน้าวัวที่เป็นโรคแอนแทรคโนส พิสูจน์การเป็น
เช้ือสาเหตุโรคด้วยวิธี Koch’s postulate และประเมิน
ระดับความรุนแรงของการเกิดโรค รวมทั้งได้ตรวจสอบ
ลักษณะโคโลนีและลักษณะสปอร์ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์แลว้
คาดว่าเป็นเช้ือราสกุล Colletotrichum  
 เก็บรักษาเชื้อราที่ได้ในกลีเซอรอล 10 % ที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ดังนั้นในการเตรียมเช้ือราส าหรับการ
ทดลองจะน าเช้ือราที่ เก็บไว้มาท าให้อุ่นที่อุณหภูมิห้อง 
จากนั้นจึงย้ายเช้ือรามาวางบนอาหาร PDA แล้วบ่มที่
อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน เพื่อเตรียมไว้
ใช้ส าหรับการทดลอง 
 เตรียมหน้าวัว (Anthurium andraeanum) 
ส าหรับการทดลองอายุประมาณ 8 เดือน มาปรับสภาพใน
โรง เ รื อนแบบเปิด  ณ สาขาวิ ชา เทคโนโลยี ชี วภาพ 
มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ์ โดยท าการรดน้ าตามปกติ 
 
2. การตรวจสอบสายพันธุ์เชื้อราด้วยเทคนิค PCR 
 ในขั้นตอนนี้ท าเพื่อตรวจสอบสายพันธุ์เช้ือราสกุล 
Colletotrichum ที่ได้จากข้อ 1 ว่าเป็นสายพันธุ์ใดด้วย
เทคนิค PCR โดยสกัด DNA จากเชื้อรา ด้วยชุด GF-1 Plant 
DNA Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) จากนั้นท า 
PCR เพื่อเพิ่มปริมาณส่วนของ ITS1-5.8S-ITS2 โดยใช้ 
universal primers ไ ด ้แ ก ่ ITS5  ( 5 ’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 ’) แ ล ะ  ITS4  ( 5 ’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) แล้วตรวจสอบผลด้วย 
agarose gel electrophoresis ท าช้ิน PCR ให้บริสุทธิ์ด้วย
ชุด GF-1 Gel DNA Recovery Kit (Vivantis, Malaysia) 
เพื่อส่งไปตรวจหาล าดับเบส (BIOTECH, Thailand) จากนั้น
ตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสโดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
GenBank ของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม BLAST search 
 
 

3. การปลูกเชื้อราบนหน้าวัวส าหรับวิเคราะหโ์ปรตีน 
 แบ่งหน้าวัวออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ต้น ได้แก่ 
กลุ่มทดลองหรือหน้าวัวที่ได้รับการปลูกเช้ือรา (Infected) 
และกลุ่มควบคุมหรือหน้าวัวปกติ (Non-infected) ซึ่งกลุ่ม
ท ด ล อ ง ท า ก า ร ป ลู ก เ ช้ื อ ร า โ ด ย น า เ ช้ื อ ร า  
C. gloeosporioides ที่เตรียมไว้มาชะสปอร์ที่ผิวหน้าโคโลนี
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ ใช้แท่งแก้วขูดผิวหน้าโคโลนีเบาๆ 
แล้วจึงน าส่วนของสารละลายสปอร์ที่ได้มาปรับความเข้มข้น
ให้ได้ 107 สปอร์/มม. และฉีดพ่นลงบนหน้าวัวบริเวณใบที่
ท าแผลด้วยเข็มเขี่ยเช้ือ ส่วนกลุ่มควบคุมฉีดพ่นด้วยน้ ากลั่น
ปลอดเช้ือเพียงอย่างเดียวโดยท าแผลที่ใบเช่นเดียวกัน 
หลังจากนั้นให้น้ าตามปกติเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 
4. การสกัดโปรตีนจากใบหน้าวัว 
 ตัด ช้ินส่วนใบหน้าวัวจากกลุ่มทดลองและกลุ่ม
ควบคุมมาต้นละ 1 ใบ เติมไนโตรเจนเหลวและเก็บรักษาไว้
ที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลอง จากนั้นสกัด
โปรตีนโดยช่ังใบหน้าวัวประมาณ 1 กรัม น ามาสกัดโปรตีน
ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป P-PER Plant Protein Extraction 
Kit (Thermo Scientific, USA) และวัดปริมาณโปรตีนที่
สกัดได้ด้วยวิธี  แบรดฟอร์ด (Bradford method) 
(Bradford, 1976) 
 
5. การท าอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติและการวิเคราะห์หา
ชนิดของจุดโปรตีน 

ท าการเตรียมตัวอย่างโปรตีนหน้าวัวก่อนที่จะน าไป
ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติด้วยชุด 2D Clean-up kit 
(GE Healthcare, USA) จากนั้นแยกทิศทางแรกโดยน า
ตัวอย่างโปรตีนปริมาณ 60 ไมโครกรัม ผสมกับ 
rehydration buffer (8 M urea, 4% CHAPS, 0.001% 
bromphenol blue และ 3 mM dithiothreitol) ปริมาณ 
125 ไมโครกรัม และ 1% IPG buffer (pH 3-10) ปิเปต
สารละลายผสมลงใน IPG strip ขนาด 7 เซนติเมตร น าไป
วางบนเครื่อง Ettan IPGphor II (GE Healthcare, USA) 
และตั้งโปรแกรมท าไอโซอิเลคตริคโฟกัสซิง (Isoelectric 
focusing, IEF) 

หลังจากแยกโปรตีนทิศทางแรกแล้วน า IPG strip 
มาแช่ใน equilibration buffer (50 mM Tris pH 8.8,  

วิธีด าเนินการวิจัย 
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6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS, 0.03% 
bromphenol blue) ที่มี 65 mM DTT และ 135 mM 
iodoacetamide เป็นเวลา 15 นาที จ านวน 2 ครั้ง ต่อมา
ท าการแยกทิศทางที่ 2 ใน 12.5% SDS-polyacrylamide 
gel (SDS-PAGE) ย้อมสีเจลด้วยวิธี Coomassie blue 
staining  ซึ่งเมื่อได้รูปแบบเจล 2 มิติแล้วจึงน าจุดโปรตีนที่
สนใจไปวิเคราะห์การแสดงออกด้วยการเปรียบเทียบความ
เข้มจากโปรแกรม ImageJ (National Institutes of 
Health, NIH) และคัดเลือกเฉพาะจุดโปรตีนที่สนใจไปหา
ชนิดของโปรตีนด้วยเทคนิค LC-MS (ศูนย์วิจัยพัฒนา
นวัตกรรม คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล) น า
ข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเพื่อวิเคราะห์ชนิด
ของโปรตีนจากเว็บไซต์  ดั งนี้  พิมพ์  URL 
www.matrixscience.com เลือก Mascot database 
search หัวข้อ MS/MS Ions Search 
 
6. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ความเข้มของจุดโปรตีนระหว่างหน้าวัวที่ได้รับการ
ปลูกเช้ือราและหน้าวัวที่ไม่ได้รับการปลูกเช้ือรา ใช้การ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของข้อมูลโดยวิธี 
Duncan's Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรม 
STAR 2.0.1 
 

 
 
1. ผลการวิจัย (Results) 

1.1 ผลการตรวจสอบสายพันธุ์เชื้อราด้วยเทคนิค PCR 
 จากการตรวจสอบล าดับเบสบรเิวณ ITS โดยใช้คูไ่พร
เมอร์ ITS5/ITS4 พบว่าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มีขนาด
ประมาณ 570 คู่เบส (Fig. 1) ซึ่งเมื่อน าไปตรวจหาล าดับเบส
แล้วพบว่ามีขนาด 598 คู่เบส 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1  PCR product of Collectotrichum sp. 

 
โดย Photita et al. (2005) ใช้คู่ไพรเมอร์ 

ITS5/ITS4 ในการหาล าดับเบสบริเวณ ITS ของเช้ือรา 
Collectotrichum ที่แยกได้จาก กล้วย ขิง ถั่วเหลือง ล าไย 
มะม่วง Euphatorium thymifolia และ Draceana 
sanderiana พบว่าล าดับเบสที่ได้มีขนาดตั้งแต่ 581 – 620 
คู่เบส และเมื่อตรวจสอบสายพันธ์ุของเชื้อราโดยใช้โปรแกรม 
BLAST search จากฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI ส่วน
ใหญ่ระบุว่าคือเช้ือรา C. gloeosporioides ซึ่งมี%ความ
เหมือนเท่ากับ 99% (Table 1) ดังนั้น จากผลการตรวจสอบ
สายพันธ์ุราทางอณูชีววิทยา สามารถกล่าวได้ว่าเช้ือราที่ได้นี้
เป็น C. gloeosporioides 

 
Table 1  Results of blast analysis 
 
GenBank 
accession no. 

Organisms % Identity 

AY266378 C. gloeosporioides strain 
CMUBE1814 

99 

JF826502 C. gloeosporioides 18S 
ribosomal RNA gene 

99 

EU326190 C. gloeosporioides 
isolate XSD-139 

99 

AY266392 C. gloeosporioides strain 
CMUBE1852 

99 

AY266391 C. gloeosporioides strain 
CMUBE1851 

99 

 

ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 570 bp 564 

M 

 
2322 
2027 
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1.2 ผลการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ 
 รูปแบบจุดโปรตีนของหน้าวัวที่เกิดขึ้นบนเจล 2 มิติ 
(Fig. 2) จะเห็นว่าจากโปรตีนที่สนใจจ านวน 28 จุด หน้าวัว
ที่ได้รับการปลูกเช้ือรามีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มขึ้น
ตั้งแต่ 1.2 ถึง 4.7 เท่า เมื่อเทียบกับหน้าวัวปกติอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) จ านวน 10 จุด (Table 2 และ 
Fig. 3) ได้แก่ จุดโปรตีนหมายเลข 2 3 4 5 9 10 11 12 13 
24 และ 25 มีการแสดงออกลดลงจ านวน 2 จุด (Table 2 
และ Fig. 3) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ได้แก่ จุด
โปรตีนหมายเลข 1 (ลดลง 1 เท่า) และ 7 (ลดลง 1.5 เท่า) 
และมีโปรตีนที่เกิดขึ้นใหม่ในหน้าวัวที่ได้รับการปลูกเช้ือรา
จ านวน 7 จุด ได้แก่ จุดโปรตีนหมายเลข 6 16 17 18 26 
27 และ 28 ส าหรับโปรตีนที่พบเฉพาะในหน้าวัวกลุ่ม
ควบคุมมีจ านวน 9 จุด ได้แก่ จุดโปรตีนหมายเลข 8 11 14 
15 19 20 21 22 และ 23 
 1.3 ผลการวิเคราะห์โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับความ
ต้านทานโรคแอนแทรคโนสด้วยเทคนิค LC-MS 

ได้ท าการคัดเลือกโปรตีนจ านวน 8 จุด (จุดโปรตีน
หมายเลข 1-8) น าไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วย
เทคนิค LC-MS และน าข้อมูลไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
พบว่าสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้เพียง 6 จุดจาก 8 จุด 
(Table 3) ได้แก่ จุดโปรตีนหมายเลข 1 2 5 6 7 และ 8 
อย่างไรก็ตามแต่ละจุดโปรตีนก็มีความใกล้เคียงของน้ าหนัก
โมเลกุลและชนิดของโปรตีนที่สืบค้นได้จากฐานข้อมูล 
 
2. วิจารณ์ผลการวิจัย 
 รูปแบบโปรตีนบนเจล 2 มิติของหน้าวัวที่ได้รับเช้ือ
ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส แสดงให้เห็นถึงความสามารถ
ของพืชในการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดและ
การเหนี่ยวน าให้เกิดโปรตีนใหม่ เป็นการตอบสนองต่อการ
เข้ าท าล ายของ เ ช้ื อก่ อ โ รค เพื่ อ ให้ ส ามารถควบคุ ม
กระบวนการทางชีวเคมีต่างๆ ที่เกิดขึ้นในพืชให้เป็นปกติ 
(Vasanthaiah et al., 2009) 
 Oxygen-evolving enhancer protein 1 (OEE1, 
จุดโปรตีนหมายเลข 1) และ Oxygen-evolving enhancer 
protein 2 (OEE2, จุดโปรตีนหมายเลข 8) เป็นโปรตีนที่
ส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์แสงในระบบแสง II 
(Photosystem II) และยังเกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกัน

ตัวเองของพืชจากสภาวะเครียด เช่น สภาวะที่มีความเข้มข้น
ของเกลือสูง (Sugihara et al., 2000) โดยเช้ือสาเหตุโรค
พืชหลายชนิดมีความสามารถในการยับยั้งกระบวนการ
สังเคราะห์แสงของพืช (Vasanthaiah et al., 2009) ดังนั้น
การที่กระบวนการสังเคราะห์แสงถูกยับยั้งเป็นผลให้โปรตีน 
OEE ไม่แสดงออกหรือมีการแสดงออกลดลง (Dahal et al., 
2010) ดังผลการศึกษาที่พบว่าโปรตีน OEE1 ในหน้าวัวที่
ได้รับเช้ือรา C. gloeosporioides มีการแสดงออกลดลง 1 
เท่า เมื่อเทียบกับหน้าวัวกลุ่มควบคุม อีกทั้งยังไม่พบการ
แสดงออกของโปรตีน OEE2 อีกด้วย ส าหรับโปตีนอีกชนิด
หนึ่ งที่ เกี่ ยวข้องกับกระบวนการสั ง เคราะห์แสง คือ 
Fructose bisphosphate aldolase (FBA, จุดโปรตีน
หมายเลข 7) เป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในวัฏจักรคัลวิน 
(Calvin cycle) (Subramanian et al., 2005) โดยจากผล 
อิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ หน้าวัวที่ได้รับเช้ือรา C. 
gloeosporioides  มีการแสดงออกของโปรตีน FBA ลดลง 
1.5 เท่า ซึ่ง Polesani et al. (2008) พบว่า ยีนที่แปลรหัส
ได้เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรคัลวินหลายชนิด เช่น 
Ribulose bisphosphate carboxylase  
Phosphoribulokinase และ Fructose bisphosphate 
aldolase มีการแสดงออกลดลงเมื่อองุ่นสายพันธุ์ท่ีใช้ท าไวน์
ได้รับเช้ือรา Plasmopara viticola ตรงข้ามกับผล
การศึกษาของ Campo et al. (2004) ที่พบว่าข้าวโพดที่ถูก
บุกรุกด้วยเช้ือรา Fusarium verticillioides มีการ
แสดงออกของโปรตีน FBA เพิ่มขึ้น อย่างไรก็ตามใน
การศึกษาครั้งนี้ทั้งโปรตีน OEE และ FBA มีการแสดงลดลง
แสดงว่ากระบวนการสังเคราะห์แสงในหน้าวัวไม่เป็นปกติ
หลังจากถูกเชื้อรา C. gloeosporioides เข้าท าลาย 
 Triosephosphate isomerase (TPI) เป็นเอนไซม์
ที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการไกลโคไลซิส  (Glycolysis)  
กลูโคนีโอเจเนซิส (Gluconeogenesis) และวัฏจักรคัลวิน 
(Chen and Thelen, 2010) ซึ่งเป็นจุดโปรตีนหมายเลข 2 
มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 2.4 เท่า เมื่อหน้าวัวถูกบุกรุกด้วย
เช้ือรา C. gloeosporioides โดย Mutuku and Nose 
(2010) ได้ศึกษาการแสดงออกของ mRNA ของเอนไซม์ TPI 
ในข้าวที่ได้รับเช้ือรา Rhizoctonia solani และพบว่ามี
ระดับการแสดงออกเพิ่มขึ้น โดยต่อมาได้แสดงให้เห็นว่า
กิจกรรมของเอนไซม์ TPI ในข้าวมีปริมาณเพิ่มขึ้นหลังจาก
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ได้รับเช้ือรา R. solani ด้วย ดังนั้นการเพิ่มขึ้นของโปรตีน 
TPI นี้อาจเนื่องมาจากการรักษาสภาพของวิถีไกลโคไลซิส
ในพลาสติดและเกิดการสร้างวิถีไกลโคไลซิสในไซโทซอล 
(cytosol) เป็นการตอบสนองของพืชเมื่อถูกบุกรุกด้วยเชื้อรา 
(Mutuku and Nose, 2012) 
 Superoxide dismutase (SOD, จุดโปรตีน
หมายเลข 5) มีการแสดงออกของโปรตีนเพิ่มขึ้น 4.7 เท่า ใน
หน้าวัวที่ได้รับเช้ือรา C. gloeosporioides ซึ่งโปรตีนนี้มี
บทบาทในการป้องกันตัวเองของพืชจากสภาพแวดล้อมและ
การก าจัดอนุมูลอิสระ (Reactive oxygen species, ROS) 
รวมทั้งการก าจัดสารพิษ (Alscher et al., 2002; Marrs, 
1996) Wang et al. (2015) ได้ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ 
SOD ในสตรอเบอร์รี่ 4 สายพันธุ์ พบว่า เมื่อสตรอเบอร์รี่
ได้รับเช้ือรา Mycosphaerella fragariae ระดับกิจกรรม
ของเอนไซม์ SOD เพิ่มสูงขึ้น โดยสตรอเบอร์รี่สายพันธุ์ HR 
SJ8976-1 และ MR มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD สูง
กว่าสายพันธุ์ HS เช่นเดียวกับผลการศึกษาของ Fang et 
al. (2012) ที่พบว่าสตรอเบอร์รี่ที่ได้รับเช้ือรา C. fragariae 
มีระดับกิจกรรมของเอนไซม์ SOD เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับ 
สตรอเบอร์รี่ปกติและจากผลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติยัง
พบว่าจุดโปรตีน SOD ของสตรอเบอร์รี่ที่ได้รับเช้ือราก็มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นด้วย จะเห็นได้ว่าการที่โปรตีน SOD มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นในหน้าวัวที่ ได้รับการปลูกเช้ือรานั้น 
เนื่องมาจากในบางกรณีเช้ือรากระตุ้นให้พืชเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมัน (Lipid peroxidation) อันเนื่องมาจาก
อนุมูลอิสระ ดังนั้นจึงท าให้พืชสร้างโปรตีน SOD เพิ่มขึ้นเพื่อ
ป้องกันไม่ให้เซลล์ถูกท าลายในสถานการณ์นี้ (Bowler et 
al., 1992) 
 Glutathione S-transferase (GST, จุ ด โ ป ร ตี น
หมายเลข 6) เป็นโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่มีคุณสมบัติต้าน
อนุมูลอิสระและก าจัดสารพิษ (Dalton et al., 2009) ซึ่ง
การศึกษาในครั้งนี้พบการแสดงออกของ GST เฉพาะใน
หน้าวัวที่ได้รับเช้ือรา C. gloeosporioides จากการศึกษา
ของ Liao et al. (2014) พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน 
GST เพิ่มขึ้นสูงเมื่อ Populus tomentosa ถูกบุกรุกด้วย
เช้ือรา Botryosphaeria dothidea แสดงว่าเอนไซม์ GST 
เกี่ยวข้องกับการต้านทานการเข้าท าลายของเช้ือก่อโรคพืช 
คือ สามารถป้องกันการลุกลามของโรคโดยก าจัดความเป็น

พิษของสารอินทรีย์เปอร์ออกไซด์ต่าง ๆ ซึ่งผลิตขึ้นระหว่างที่
พืชถูกเช้ือก่อโรคบุกรุก อีกทั้งระดับออกซินที่เพิ่มขึ้นยัง
สามารถเหนี่ยวน าให้พืชสร้างเอนไซม์ GST ได้อีกด้วย 
(Shahrtash, 2013) และจากการศึกษาการแสดงออกของ
ยีน GST ใน Nicotiana benthamiana ด้วยการปลูกเช้ือ 
C. destructivum และ C. orbiculare พบว่ายีน GST มี
การแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมากหลังจากการปลูกเช้ือรา
ดังกล่าว (Dean et al., 2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2  Two-dimensional gel electrophoresis 

patterns of non-infected and infected Anthurium 
 
 

Non-infected 

Infected 
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Table 2  Close-up view of differentially expressed 
protein spots which presented in non-
infected and infected Anthurium 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

การศึกษาในครั้งนี้พบโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองต่อเช้ือรา C. gloeosporioides ที่เป็นสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสในหน้าวัว โดยผลจากการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส
แบบ 2 มิติ มีโปรตีนที่สนใจจ านวน 28 จุด ซึ่งโปรตีน
ดังกล่าวถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นและลดลง
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อเทียบกับหน้าวัวปกติ รวมทั้ง
ยังมีโปรตีนที่ถูกกระตุ้นให้สร้างขึ้นใหม่อีกด้วย และเมื่อ
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่สนใจจ านวน 8 จุดด้วยเทคนิค 
LC-MS พบว่าสามารถระบุได้โปรตีน 6 ชนิด ที่มีบทบาทใน
กระบวนการสังเคราะห์แสง กระบวนการเมแทบอลิซึมของ
คาร์โบไฮเดรต และเกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันตัวเองของ
พืชจากสภาพแวดล้อม เช่น การต้านอนุมูลอิสระและก าจัด
สารพิษ ทั้งนี้ข้อมูลจากการศึกษาสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูล
พื้นฐานในการศึกษากลไกการตอบสนองของพืชต่อการเข้า
บุกรุกท าลายของเช้ือก่อโรคในพืชชนิดอื่น อีกทั้งยังเป็น
ข้อมูลส าหรับนักปรับปรุงพันธุ์เพื่อน าไปสู่การสร้างหน้าวัว
ต้านทานโรคต่อไปได้ 
 

 
  
 ขอขอบคุณทุนสนับสนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน ขอขอบคุณศูนย์วิจัยโปรตีนและ
โปรติโอมิกส์เพื่อการพาณิชย์และอุตสาหกรรม (ศปพ.) 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ให้ความอนุเคราะห์เครื่องมือในการ
ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ และขอขอบคุณสาขาวิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยีอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ์ ที่ให้ความอนุเคราะห์ใช้อุปกรณ์ 
เครื่องมือวิจัย และสถานท่ีตลอดระยะเวลาของการวิจัย 
 

 
 
 
 
 

สรุปผลการวิจัย 

กิตติกรรมประกาศ 
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Fig. 3  Expression levels of protein spots identified in non-infected and infected Anthurium. The mean 
intensity of protein spots were analyzed manually using Image J program. Results are presented as the mean 

intensity ± SE of protein spots for gels from 3 replicates. The different letters (p < 0.05) above the error bars 
indicate statistically significant difference (Duncan's Multiple Range Test) between non-infected and infected 

 
Table 3  LC-MS identification of selected protein spots of non-infected and infected Anthirium 
 

Spot no. Name of the protein MW (kDa)/pI Organism matched Accession no. 
1 Oxygen-evolving enhancer protein 1 35.1/6.26 Fritillaria agrestis O49079 
2 Triose-phosphate isomerase 27.3/5.38 Oryza sativa subsp. japonica P48494 
5 Superoxide dismutase 15.4/5.13 Capsicum annuum O22373 
6 Glutathione S-transferase 24.6/5.88 Silene vulgaris Q04522 
7 Fructose-bisphosphate aldolase 42.4/6.85 Fritillaria agrestis P16096 
8 Oxygen-evolving enhancer 

protein 2 
23.4/4.91 Brassica juncea Q96334 
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