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บทคดัย่อ 
ยนี OsDFR ซึ?งมรีหสัสรา้งเอนไซม ์dihydroflavonol 4-reductase (DFR) เป็นยนีโครงสรา้งที?สาํคญัใน

วถิีการสงัเคราะห์แอนโทไซยานินและโปรแอนโทไซยานิดนิ งานวจิยันีSได้โคลนยนีและศกึษาหน้าที?ของยนี 
OsDFR ที?มต่ีอการสงัเคราะหส์ขีองเยื?อหุม้เมลด็ในขา้วไทย โดยการโคลนยนี OsDFR จากขา้วดาํพนัธุก์ํ?า และ
สรา้งชุดยนีใหอ้ยู่ภายใต้การควบคุมของ dual 35S promoter และ nos terminator แลว้ถ่ายยนีเขา้สู่ขา้วแดง
พนัธุ ์Kasalath พบว่าแคลลสัมกีารเจรญิเตบิโตเกดิจุดเขยีวและพฒันาเป็นตน้ เมื?อนําต้นขา้วที?ไดร้บัการถ่าย
ยีนมาตรวจสอบยีน OsDFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าให้ผลเป็นบวก 77.78 เปอร์เซ็นต์ การทดสอบการ
กระจายตวัของยนี gusA และยนี OsDFR ในขา้วดดัแปลงพนัธุกรรม พบว่ามกีารถ่ายทอดของยนีไปสู่รุ่นลูก 
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T1 เป็นไปตามกฎของเมนเดล คอื อตัราสว่น 3 : 1 แสดงว่ามกีารแทรกของยนีเขา้ไปหนึ?งตําแหน่งในจโีนมขา้ว 
นอกจากนีSการวิเคราะห์การแสดงออกของยนีในเนืSอเยื?อใบของขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T1 โดยเทคนิค 
semi-quantitative RT-PCR พบว่ามกีารแสดงออกของยนี OsDFR สงูสดุ 38 เท่า อย่างไรกต็าม ขา้วที?ไดจ้าก
การถ่ายยนีมฟีีโนไทป์เหมอืนกบัต้น wild-type แสดงว่าการเพิ?มการแสดงออกของยนี OsDFR ยนีเดยีวไม่
สามารถทาํใหเ้พิ?มการสงัเคราะหส์ใีนขา้วแดงได ้ซึ?งสนบัสนุนกลไกการสรา้งสใีนขา้วที?จาํเป็นตอ้งมยีนีควบคุม
ที?สรา้งทรานสครพิชนัแฟกเตอรท์าํงานร่วมกบัยนี OsDFR 

คาํสาํคญั : ขา้ว; การถ่ายยนี; ยนี OsDFR; แอนโทไซยานิน; โปรแอนโทไซยานิดนิ 

Abstract 
OsDFR gene encoding dihydroflavonol 4-reductase (DFR) is an important structural gene 

involved in anthocyanin and proanthocyanidin biosynthesis in rice. In this study, we cloned OsDFR 
gene and examined gene function in color biosynthesis in Thai rice caryopsis. The OsDFR gene from 
Thai black rice cv. Khum was constructed under the control of dual 35S promoter and nos terminator 
and transformed into red rice cv. Kasalath.  After cocultivation, it was found that hygromycin-resistant 
calli were grown, developed green spots, and regenerated to plantlets.  PCR analysis showed 77.78 
% of rice plants carrying OsDFR transgene.  Segregation analysis of gusA and OsDFR genes showed 
the ratio of 3:1 in T1 generation, indicating a single gene insertion site in genome of transgenic rice. 
Furthermore, semi-quantitative RT-PCR analysis revealed that the T1 transgenic rice plant 
overexpressed OsDFR gene in leaf tissues was up to 38 fold.  However, the phenotypes of transgenic 
rice plants were similar to those of wild-type.  The results suggested that overexpression of OsDFR 
gene could not enhance anthocyanin and proanthocyanidin pigmentation, supporting that other genes 
including regulatory genes that encode transcription factors are required to complement effect with 
OsDFR.  

Keywords: rice; transformation; OsDFR gene; anthocyanin; proanthocyanidin 

1. คาํนํา
ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจและสินค้าเกษตร

ส่งออกที?สาํคญัของประเทศไทย และเป็นพชือาหาร
หลักที?สําคัญของคนในชาติและทวีปเอเชีย ใน
ปัจจุบันนีSได้มีผู้บริโภคที?ใส่ใจสุขภาพและนักวิจยั
จาํนวนมากหนัมาสนใจขา้วพืSนเมอืงพนัธุต่์าง ๆ ที?มี
เยื?อหุ้มเมลด็สดีําและแดง ซึ?งมสีารแอนโทไซยานิน
และโปรแอนโทไซยานิดนิ สารเหล่านีSเป็นประโยชน์
อย่างมากต่อสุขภาพ เป็นสารต้านอนุมูลอสิระ และ

ช่วยปกป้องหลอดเลอืด (vasoprotective) โดยการ
ขยายหลอดเลือด และกระตุ้นการไหลเวียนของ
เลือด ลดคอเลสเตอรอลในเลือดโดยยับยั Sงการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันไม่อิ?มตัว 
(lipid peroxidation) (Francis et al.,2002) ลดความ
เสี?ยงของโรคมะเร็งและต้านไวรัส (Zhao et al., 
2009) ซึ?งการสงัเคราะหส์ใีนขา้วเกดิจากการทาํงาน
ของยีน 2 กลุ่ม ได้แก่ ยีนควบคุม (regulatory / 
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transcription factor gene) แ ล ะ ยีน โ ค ร ง ส ร้ า ง 
(structural gene)  

ยนีโครงสรา้งที?สาํคญั คอื ยนี OsDFR หรอื  
Rd ตั Sงอยู่บนโครโมโซมที? 1 ของขา้ว ที?ตําแหน่ง 83 
cM (Kinoshita, 1995) ประกอบด้วย 3 เอกซอน 
และ 2 อินทรอน (Nakai et al., 1998) มีรหัสสร้าง
เอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ซึ?ง
เป็นเอนไซม์สําคัญที?เร่งปฏิกิริยาอยู่ระหว่างทาง
แยกของวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินและ     
โปรแอนโทไซยานิดนิ จากการศกึษาของ Furukawa 
et al. (2007) พบว่าในข้าวสแีดงที?มีการสะสมของ
สารโปรแอนโทไซยานิดนิเกดิจากการแสดงออกของ
ยีน OsDFR ในตําแหน่ง Rd ที?ทําหน้าที?ในการ
ส่งเสรมิการสงัเคราะหโ์ปรแอนโทไซยานิดนิร่วมกบั
การแสดงออกของยนี Rc ซึ?งทําหน้าที?เป็น ทรานส-
คริพชนัแฟกเตอร์ จดัอยู่ในกลุ่มของโปรตีน basic 
helix-loop-helix (bHLH) จากการศึกษาโดยการ
โคลนยีน DFR จากข้าวพันธุ์  Murasakiine ที?มี       
จโีนไทป์ rcRd แลว้ถ่ายยนีไปสู่ขา้วสายพนัธุ ์tRc ที?
มจีโีนไทป์เป็น Rcrd พบว่าไดข้า้วที?มจีโีนไทป์แบบ 
RcRd และมีเยื?อหุ้มเมล็ดสีแดง ถ้าเกิดการกลาย
พนัธุ์ที?ยนี Rd จะได้จโีนไทป์แบบ Rcrd มผีลทําให้
เยื?อหุ้มเมล็ดเป็นสนํีSาตาล และหากเกิดการกลาย
พันธุ์ที?ยีน Rc จะได้จีโนไทป์อยู่ 2 แบบ คือ rcRd 
และ rcrd มีผลทําให้เยื?อหุ้มเมล็ดเป็นสีขาว และ
พบว่า DFR เป็นเอนไซม์สําคญั (key enzyme) ใน
วถิีการสงัเคราะห์แอนโทไซยานินและโปรแอนโท-
ไซยา นิดิน  (Furukawa et al. 2007) นอกจาก นีS  
Wang et al. (2013) ได้ศึกษาการยับยั Sงการแสดง 
ออกของยีน DFR โดยวิธี RNAi ในมันเทศสีม่วง 
พบว่าสามารถยบัยั Sงการเกดิสมี่วงในมนัเทศได ้โดย
ทําให้เกิดสีน้อยลง แสดงว่ายีน DFR เป็นยีนที?
สําคัญในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินและ    
โปรแอนโทไซยานิดนิ 

งานวิจัย นีS มีวัต ถุประสงค์เพื? อโคลนยีน 
OsDFR จากขา้วไทยที?มเียื?อหุม้เมลด็สดีํา และถ่าย
ยีนเข้าสู่ข้าวแดงพันธุ์ Kasalath เพื?อศึกษาหน้าที?
ของยนี OsDFR ในการส่งเสรมิการสงัเคราะห์สใีน
ขา้ว ทําใหเ้ขา้ใจการสงัเคราะหแ์อนโทไซยานินและ
โปรแอนโทไซยานิดนิ และสามารถนําไปประยุกตใ์ช้
ในการปรบัปรุงพนัธุข์า้วต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2. 1 ก า ร ส ร้ า ง  construct ข อ ง ชุ ด ยี น 

OsDFR 
สกดัอาร์เอ็นเอทั Sงหมดจากใบอ่อนอายุ 

14 วนั ของขา้วดาํพนัธุก์ํ?า (จากหมู่บา้นหนองเต่าคาํ 
จงัหวดัเชยีงใหม่) กําจดัดเีอน็เอที?ปนเปืSอนโดยเติม
เอนไซม์ DNase I (New England Biolabs, USA) 
และนํามาสงัเคราะห์ cDNA โดยปฏกิิรยิา reverse 
transcription (RT) โ ด ย ใ ช้  oligo (dT) ทํ า ต า ม
ขั Sนตอนของชุดสาํเรจ็รปู Superscript III First-Strand 
Synthesis System (Thermo Fisher Scientific, 
USA) 

นํา cDNA ที?ได้มาเป็นแม่พิมพ์ในการ
เพิ?มปรมิาณยนี OsDFR ด้วยเทคนิคพซีอีารโ์ดยใช ้
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 
(ThermoFisher Scientific, USA) และใชไ้พรเมอรท์ี?
จําเพาะต่อยนี OsDFR (AB003496.1) คอื OsDFR 
cds-38F: 5′- GAA TCC AAC ACA AGC AGA TC 
-3′ แ ล ะ  OsDFRcds+25R: 5′- GTT CTC TGG 
ACT CAC TAG TC -3′ โคลนยีนไปสู่พลาสมิด 
pBluescript II SK (+) คดัเลอืกโคลนและสง่วเิคราะห์
ลําดับเบส จากนั Sนสร้างชุดยีน โดยการโคลนยีน
ไปสู่พลาสมิด p2CA ซึ?งจะได้ชุดยีน OsDFR ที?
ประกอบด้วย  dual 35SP::OsDFR::Tnos นํ าไป
เชื?อมกบัพลาสมดิ pCAMBIA1305.1 ทาํใหไ้ด ้พลาส
มิด T-DNA ซึ?งให้ชื?อว่า pCAMBIAKNLDFR-1 (รูป
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ที? 1A) และนําไปถ่ายเข้าสู่อะโกรแบคทีเรียมสาย
พนัธุ ์EHA105 เพื?อใชส้าํหรบัถ่ายยนีเขา้สูข่า้ว 

2.2 การถ่ายยีนเข้าสู่แคลลสัของข้าว 
นําเมล็ดแก่ของข้าวพันธุ์ Kasalath ซึ?ง

เป็นข้าว indica ที?มีเยื?อหุ้มเมล็ดสีแดง มาลอก
เปลอืกออก แล้วฟอกฆ่าเชืSอด้วย 75 % เอทานอล 
และ 10 % โซเดยีมไฮโปคลอไรต ์เป็นเวลา 30 นาท ี
จากนั Sนล้างด้วยนํSากลั ?น 4-5 ครั Sง ซบัเมล็ดให้แห้ง 
และนําเมล็ดข้าวมาชักนําให้เกิดแคลลัส โดย
เพาะเลีSยงบนอาหารสตูร N6D Toki (1997) ในที?มดื 
อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-6 
สปัดาห ์ยา้ยแคลลสัไปเลีSยงบนอาหารใหม่สตูรเดมิ
เป็นเวลา 4 วัน และนําไปถ่ายยีน โดยใช้อะโกร-
แบคทีเ รียม  สายพันธุ์  EHA105 ที?มีพลาสมิด 
pCAMBIAKNLDFR-1 ตามวิธีดัดแปลงจาก Endo 
และคณะ (2002) และ Sakulsingharoj และคณะ 
(2015) 

ห ลั ง จ ากนั Sน สุ่ ม แ คลลัสที? ผ่ า นการ
เพาะเลีSยงร่วม มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
gusA ด้วยเทคนิค GUS assay (Jefferson et al., 
1987) และนําแคลลัสไปเพาะเลีSยงบนอาหารสูตร
คัดเลือกที?มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินร่วมกับ       
ไทเมนทนิ เป็นเวลา 1 เดอืน แลว้ยา้ยแคลลสัที?รอด
ไปเพาะเลีSยงบนอาหารสูตรชกันําใหเ้กดิต้นที?มสีาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมยัซินร่วมกบัไทเมนทิน และย้าย
แคลลสัลงอาหารใหม่ทุก ๆ 2 สปัดาห์ เพาะเลีSยง
จนกว่าจะได้ต้น ย้ายต้นข้าวที?ได้ไปเพาะเลีSยงบน
อาหารสตูร MS เพื?อชกันําใหเ้กดิราก และตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน gusA ด้วยเทคนิค GUS 
assay ก่อนยา้ยปลกูในโรงเรอืนกระจก 

2. 3 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ต้ น ข้ า ว ดัด แ ป ล ง
พนัธกุรรมโดยเทคนิคพีซีอาร ์

สกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้น
ขา้วที?มกีารแสดงออกของยนี gusA ด้วยวธิ ีCTAB 
ดัดแปลง (Hwang and Kim, 2000) และวิเคราะห์

ดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์โดยใชไ้พรเมอรท์ี?จาํเพาะต่อยนี 
OsDFR คื อ  OsDFRcds-38F แ ล ะ  Tnos_R: 5′- 
GCG TAT TAA ATG TAT AAT TGC GGG AC -
3′ เพื?อตรวจสอบยีน OsDFR ที?ถ่ายเข้าไปเพิ?ม 
(transgene) เนื?องจากในข้าวมียีน OsDFR ที?เป็น 
endogenous gene อยู่ แล้ว  กําหนดสภาวะการ
เปลี?ยนแปลงของอุณหภูมแิต่ละขั SนตอนดงันีS เริ?มตน้
ที?อุณหภูม ิ95 °C เป็นเวลา 3 นาท ีตามดว้ยการทาํ
ปฏกิริยิาจํานวน 35 รอบ ในแต่ละรอบของปฏกิริยิา
พซีอีาร ์กําหนดอุณหภูมแิละเวลา คอื denaturation 
95 °C เป็นเวลา 30 วินาที annealing 67 °C เป็น
เวลา 30 วนิาท ีextension 72 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
ตามด้วย final extension 72 °C เป็นเวลา 5 นาที 
หลงัจากนั Sนนําผลผลติของพซีอีาร์มาวเิคราะหด์ว้ย
เทคนิคอะกาโรสเจลอเิลก็โทรฟอรซิสิ 

2.4 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิคอารที์พีซีอาร ์

สกดัอารเ์อน็เอทั Sงหมดจากใบอ่อนอายุ 1 
เดือน จากต้นข้าวที?มีการแสดงออกของยีน gusA 
และมีผลพีซีอาร์เป็นบวกตามวิธี TRIzol reagent 
(Thermo Fisher Scientific, USA) จ ากนั Sน กํ า จัด    
ดเีอน็เอที?ปนเปืSอนโดยเตมิเอนไซม ์DNase I (New 
England Biolabs, USA) นําอาร์เอ็นเอที?ผ่านการ
กําจัดดีเอ็นเอมาสังเคราะห์ cDNA โดยปฏิกิริยา 
reverse transcription (RT) โดยใช้ oligo (dT) ทํา
ตามขั Sนตอนของชุดสาํเรจ็รปู High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, 
USA) นํา cDNA ที?เตรยีมได ้มาเป็นแม่พมิพใ์นการ
วเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนี OsDFR ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ MyTaq HS Red Mix, 2x 
(Bioline, USA) และใช้ไพรเมอร์ที?จําเพาะต่อยีน 
OsDFR มีลําดับเบสของไพรเมอร์ดังนีS  OSDFR-
RT_F: 5′- GCC CAC TAC TCG ATC CTG AA -
3′ และ OSDFR-RT_R: 5′- CAG CGT GTA CCT 
GAA CCT GA -3′ กําหนดสภาวะการเปลี?ยนแปลง
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ของอุณหภูมิแต่ละขั SนตอนดงันีS เริ?มต้นที?อุณหภูมิ 
95 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยการทําปฏิกิริยา
จํานวน 29 รอบ ในแต่ละรอบของปฏกิริยิาพซีอีาร์ 
กําหนดอุณหภูมแิละเวลา คอื denaturation 95 °C 
เป็นเวลา 1 นาท ีannealing 57 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
extension 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย final 
extension 72 °C เ ป็น เวลา  5 นาที  และ ใช้ยีน 
OsActin เป็นยีนควบคุม โดยมีลําดับเบสของไพร
เมอร์ดัง นีS  OsActinF: 5′-  TGA TGC GCC CAG 
GGC TGT CT -3′ และ OsActinR: 5′- CTC AAC 
CCC AAG GCC AAT CG -3′ จ า ก นั Sน นํ า ไ ป
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอเิลก็โทรฟอริซสิ 
และวเิคราะหร์ะดบัการแสดงออกของยนี (OsDFR/ 
OsActin ratio) โดยใช้เครื?อง Gel DocTM XR+ with 
Image LabTM Software (BIO–RAD, USA) โ ด ย
ทดลองตวัอย่างละ 3 ซํSา 

2.5 การวิเคราะหก์ารถ่ายทอดยีน 
นําเมลด็ขา้วรุ่น T1 จากต้นขา้วดดัแปลง

พนัธุกรรมรุ่น T0 จํานวน 25 เมล็ดต่อต้น มาเพาะ 
เป็นเวลา 2 สปัดาห์ นําชิSนส่วนใบของต้นกล้ามา

ตรวจสอบการแสดงออกของยนี gusA ด้วยเทคนิค 
GUS assay (Jefferson et al., 1987) แล้วนําขอ้มูล
ที?ไดม้าวเิคราะหก์ารถ่ายทอดพนัธุกรรมของยนีตาม
กฎของเมนเดลด้วยวธิไีคสแควร์ ที?ระดบันัยสําคญั
เท่ากบั 0.05 และ Degree of freedom (df) เท่ากบั 
1 นอกจากนีS  นําใบอ่อนของต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรม รุ่น T1 มาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ เพื?อตรวจสอบการ
ถ่ายทอดยนี OsDFR ไปสูรุ่่นลกู 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การถ่ายยีนเข้าสู่ข้าวและการทดสอบ

ประสิทธิภาพการถ่ายยีน 
เมื?อเชื?อมต่อชุดยนี dual 35SP::OsDFR 

::Tnos เข้าสู่พลาสมิด pCAMBIA1305.1 ทําให้ได้ 
พลาสมิด  T-DNA คือ  pCAMBIAKNLDFR-1 ดัง
แสดงในรูปที?  1A ภายในบริเวณ LB และ RB 
ประกอบไปด้วยชุดยีน dual 35SP::OsDFR::Tnos 
มยีนี gusA เป็นยนีรายงานผล และยนี hptII (ตา้น- 

 

 
 

รปูที� 1  โครงสรา้งพลาสมดิ T-DNA สาํหรบัการถ่ายยนี OsDFR เขา้สู่ขา้ว และการทดสอบประสทิธภิาพการ
ถ่ายยนีโดยเทคนิค GUS assay (bar = 0.5 cm) [หมายเหตุ : (A) ประกอบดว้ย LB คอื Left border, 
RB คอื Right border, 35SP คอื 35S Promoter, 35ST คอื 35S Terminator, OsDFR คอื ยนีที?สรา้ง
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เอนไซม ์dihydroflavonol 4-reductase (DFR), Tnos คอื nos Terminator, GUS Plus คอื ยนีรายงาน
ผล gusA, และ hptII คอื ยนีต้านทานสารปฏชิวีนะไฮโกรมยัซนิ (B) คอื แคลลสัชุดควบคุมที?ไม่ผ่าน
การถ่ายยนี (C) คอื แคลลสัที?ผ่านการถ่ายยนี] 

ทานสารปฏชิวีนะไฮโกรมยัซนิ) เป็นยนีเครื?องหมาย
คดัเลือก ซึ?งบริเวณเหล่านีSจะถูกส่งผ่านไปสู่จโีนม
ของขา้ว 

การเพาะเลีSยงร่วมระหว่างแคลลสัของ
ขา้วพนัธุ์ Kasalath กบัอะโกรแบคทเีรยีมสายพนัธุ ์
EHA105 ที?มีพลาสมิด pCAMBIAKNLDFR-1 เป็น
เวลา 3 วัน จากนั Sนล้างแคลลัสและตรวจสอบ
ประสทิธภิาพการถ่ายยนีดว้ยวธิ ีGUS assay พบวา่ 
มปีระสทิธภิาพการถ่ายยนีสงูสดุ 80 เปอรเ์ซน็ต ์(รปู
ที?  1B-C) ซึ?งให้ผลสอดคล้องกับ Prodhan และ 
Komamine (2007) ที?พบว่าในขา้วพนัธุ ์Kasalath ที?
ได้รบัการถ่ายยนีมกีารแสดงออกของยนี gusA สูง 
97-100 เปอรเ์ซน็ต ์

3.2 การคดัเลือกแคลลสัที�ได้รบัยีนและ
การชกันําให้เกิดเกิดต้น 

การเพาะเลีSยงแคลลัสของข้าวพันธุ์  
Kasalath ที? ผ่ า น ก า ร ถ่ า ย ยี น ด้ ว ย พ ล า ส มิ ด 
pCAMBIAKNLDFR-1 บนอาหารคดัเลอืกครั Sงที? 1 ที?
มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่าแคลลัสมีลักษณะเป็นสีเหลืองและรอดตาย
ทั Sงหมด จากนั Sนย้ายแคลลัสที?รอดไปบนอาหาร
คดัเลอืกครั Sงที? 2 ที?มสีารปฏชิวีนะไฮโกรมยัซนิ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าแคลลสัมเีปอร์เซน็ต์รอดบน

อาหารคดัเลอืกจากการถ่ายยนีครั Sงที? 1 และ 2 คดิ
เป็น 100 และ 98.1 เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั (ตารางที? 
1) แคลลสับางสว่นไม่มกีารเจรญิเตบิโต กลายเป็นสี
นํSาตาล และตาย (รปูที? 2A-B) 

หลงัจากวางแคลลสัที?ผ่านการถ่ายยนีบน
อาหารชกันําให้เกิดต้นเป็นเวลา 5 สปัดาห์ พบว่า
แคลลสัที?เกดิจุดเขยีวจากการถ่ายยนีครั Sงที? 1 และ 2 
คิดเป็น 70.83 และ 57.69 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั 
และพฒันาเป็นยอดและราก (รูปที? 2C-D) การเกดิ
ต้นจากการถ่ายยีนครั Sงที? 1 และ 2 คิดเป็น 45.83 
และ 42.31 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (ตารางที? 1)  
สอดคล้องกบังานวจิยัของ Saika และ Toki (2010) 
ซึ?งทดสอบประสิทธิภาพการถ่ายยีนเข้าสู่แคลลสั
ของขา้วพนัธุ ์Kasalath ที?ใชเ้ป็นขา้ว indica ตน้แบบ
ในการถ่ายยีน พบว่ามีประสิทธิภาพการเกิดต้น 
66.9 เปอร์เซน็ต์ ย้ายต้นขา้วไปบนอาหารสูตร MS 
ที?ไม่เตมิสารควบคุมการเจรญิเตบิโตและเพาะเลีSยง 
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพื?อชักนําให้เกิดรากและ
เจรญิเติบโตเป็นต้นที?สมบูรณ์ (รูปที? 2E) และปลูก
ในกระถางต่อไป 

จากการถ่ายยีนครั Sงที? 1 และ 2 ได้ต้น
ขา้วทั Sงหมดจาํนวน 11 และ 22 ตน้ ตามลาํดบั มตีน้
ที?มกีารเจรญิเตบิโตทั Sงหมด 9 และ 18 ตน้ ตามลาํดบั

 
ตารางที� 1  เปอร์เซน็ต์การรอดของแคลลสั การเกดิจุดเขยีว และการเกดิต้น หลงัการถ่ายยนีด้วยอะโกร-

แบคทเีรยีมที?มพีลาสมดิ pCAMBIAKNLDFR-1 เมื?อเพาะเลีSยงบนอาหารคดัเลอืกที?มไีฮโกรมยัซนิ 
30 มลิลกิรมัต่อลติรและไทเมนทนิ 150 มลิลกิรมัต่อลติร 

 

ครั Sงที?ถ่ายยนี 
จาํนวนกลุ่ม

แคลลสัทั Sงหมด 
จาํนวนแคลลสัที?รอดบน
อาหารคดัเลอืกครั Sงที? 2(a) 

จาํนวนกลุ่มแคลลสั
ที?เกดิจุดเขยีว(b) 

จาํนวนตน้ทั Sงหมด(c) 

1 24 24/24 (100) 17/24 (70.83) 11/24 (45.83) 
2 53 52/53 (98.11) 30/52 (57.69) 22/52 (42.31) 
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 หมายเหตุ : ตวัเลขในวงเลบ็ หมายถงึ แสดงผลเป็นเปอรเ์ซน็ต์, (a) = (จํานวนแคลลสัที?รอด/จํานวนแคลลสั
เริ?มตน้) x 100, (b) = (จาํนวนแคลลสัที?เกดิจุดเขยีว ÷ จาํนวนแคลลสัที?รอดบนอาหารคดัเลอืกครั Sงที? 2) x 100, 
(c) = (จาํนวนตน้ ÷ จาํนวนแคลลสัที?รอดบนอาหารคดัเลอืกครั Sงที? 2) x 100 
 

 
 

รปูที� 2  ลกัษณะและการพฒันาของแคลลสัขา้วพนัธุ ์Kasalath หลงัการถ่ายยนี เมื?อเพาะเลีSยงบนอาหารสตูร
คดัเลอืกและชกันําให้เกดิต้น และการตรวจสอบใบขา้วโดยวธิ ีGUS assay [หมายเหตุ : (A-B) คอื 
แคลลสัที?วางบนอาหารคดัเลอืกครั Sงที? 2 ที?มสีารปฏชิวีนะไฮโกรมยัซนิ 30 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 
2 สปัดาห์, (C-D) แคลลสัที?วางบนอาหารชกันําให้เกิดต้น เป็นเวลา 4-5 สปัดาห์, (E) ลกัษณะต้น
สมบูรณ์ของขา้วที?ได้จากการถ่ายยนี OsDFR เพาะเลีSยงบนอาหารสูตร MS ดดัแปลงที?ไม่เติมสาร
ควบคุมการเจรญิเตบิโต เป็นเวลา 1 สปัดาห,์ (F-G) คอื ใบขา้วที?ตรวจสอบดว้ยวธิ ีGUS assay จาก
ตน้ที?ไม่ไดร้บัการถ่ายยนี และตน้ที?ไดร้บัการถ่ายยนี ตามลาํดบั] 

 

 
 

รปูที� 3  การตรวจสอบการแทรกของยนี OsDFR ในขา้วพนัธุ ์Kasalath ที?ไดร้บัการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์
[ห ม าย เห ตุ  : ช่ อ ง  M คือ  ดี เ อ็น เ อม าต ร ฐ าน  1 Kb DNA Ladder, ช่ อ ง  P คื อ  พ ล าสมิด 
pCAMBIAKNLDFR-1, ช่อง WT คอื ดเีอน็เอจากขา้วพนัธุ ์Kasalath ที?ไม่ไดร้บัการถ่ายยนี, ช่องที? 1-
9 คอื ดเีอน็เอจากขา้วที?ไดร้บัการถ่ายยนี ตน้ที? 1-9 ตามลาํดบั, ช่องที? 10 คอื นํSากลั ?น] 
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นําใบขา้วมาตรวจสอบการแสดงออกของยนี gusA 
พบว่า ขา้วที?นํามาตรวจสอบจํานวน 9 ต้น เกดิเป็น
สฟ้ีาทั Sงหมด คดิเป็น 100 เปอร์เซน็ต์ (รูปที? 2F-G) 
แสดงว่าเป็นต้นขา้วที?ไดร้บัยนี แลว้นําไปตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิคพซีอีารต่์อไป 

3.3 การวิเคราะห์ต้นข้าวที� ได้จากการ
ถ่ายยีนด้วยเทคนิคพีซีอาร ์

นําจโีนมกิดเีอน็เอของตน้ขา้วที?ไดร้บัการ
ถ่ายยนีและมกีารแสดงออกของยนี gusA จํานวน 9 
ต้น มาตรวจสอบการแทรกตวัของยนี OsDFR ใน  
จโีนมดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์โดยใชไ้พรเมอรท์ี?จําเพาะ
ต่อยนี OsDFR และบรเิวณ nos terminator พบว่ามี
ต้นข้าวจํานวน 7 ต้น ที?เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1,100 bp แสดงว่ามกีารแทรกของชุดยนี 
OsDFR ในจโีนมขา้ว คดิเป็น 77.78 เปอรเ์ซน็ต ์(รปู
ที? 3) ซึ?งผลที?ไดส้อดคลอ้งกบัการแสดงออกของยนี 
gusA อย่างไรกต็าม เมื?อตรวจสอบลกัษณะต้นขา้ว 
พบว่า มสีเีขยีว ไม่พบสมี่วงหรอืแดงของแอนโทไซ
ยานินและโปรแอนโทไซยานิดนิ 

3.4 การตรวจสอบฟีโนไทป์ของต้นข้าว
ดดัแปลงพนัธกุรรม  

จากผลการทดสอบต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมโดยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่ามีต้นข้าว
ดดัแปลงพนัธุกรรมทั Sงหมด 7 ต้น ที?มียีน OsDFR 
แทรกอยู่ ในจีโนม จึงนํามาปลูกและตรวจสอบ
ลกัษณะฟีโนไทป์ของลําต้นและใบ พบว่ามลีกัษณะ
สเีขยีว ไม่พบสมี่วงหรอืแดง และไม่มคีวามแตกต่าง
จากต้น wild-type นอกจากนีSลกัษณะสเียื?อหุม้เมลด็
ของข้าวดดัแปลงพนัธุกรรมไม่แตกต่างจากเมล็ด
ของต้น wild-type และต้นขา้วที?ผ่านการถ่ายยนีที?มี
ผลพซีอีารเ์ป็นลบ ซึ?งไม่ไดร้บัยนี OsDFR  (รปูที? 4) 

3.5 การทดสอบการกระจายตัวของยีน
ในรุน่ T1 

การวเิคราะห์การถ่ายทอดยนีในต้นขา้ว
ดดัแปลงพนัธุกรรมไปสู่รุ่นลูกและตรวจสอบความ

เสถยีรของยนีในตน้ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรม (stable 
integration) โดยนําต้นข้าวดัดแปลงพนัธุกรรมรุ่น 
T0 จาํนวน 5 ตน้ ที?ไดร้บัยนี OsDFR มาทดสอบการ
กระจายตวัของยนี gusA ไปสู่รุ่นลูก T1 (ตารางที? 2) 
พบว่าผลจากการวเิคราะห์ค่า χ2 มีค่าน้อยกว่าค่า 
χ2 ที?ระดบันัยสาํคญั 0.05 และ df เท่ากบั 1 ซึ?งมค่ีา 
3.841 แสดงว่ามกีารถ่ายทอดของยนีไปสู่รุ่นลูก T1 

เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ อัตราส่วน 3 : 1 
ดงันั Sนต้น T0 ทุกต้นที?นํามาตรวจสอบมยีนีแทรกอยู่
หนึ?งตําแหน่ง (single insertion site) นอกจากนีS ได้
นําจีโนมิกดีเอ็นเอของต้น T1 มาตรวจสอบการ
ถ่ายทอดของยีน OsDFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (ไม่
แสดงผล) พบว่าให้ผลสอดคล้องกบัการแสดงออก
ของยนี gusA โดยมอีตัราส่วนการถ่ายทอดยนีเป็น 
3 : 1 
 

 
 

รูปที�  4  การตรวจสอบฟีโนไทป์ของต้นข้าวพนัธุ์ 
Kasalath ที? ผ่ า นการ ถ่ ายยีน ใน รุ่น  T0 
[หมายเหตุ : (A-B) คอื ขา้วที?ผ่านการถ่าย
ยีน, (C-D) คือ ข้าวที?ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
(wild-type) และ (E) ประกอบด้วย wt คือ 
wild-type, 1-2 คือ ข้าวที?ผ่านการถ่ายยีน
แต่ไม่มยีนี OsDFR แทรกอยู่ในจโีนม ต้น
ที?  1-2, และ  3-9 คือ  ต้นข้าวดัดแปลง
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พัน ธุ ก ร รม ที? มี ยีน  OsDFR ต้ นที?  3- 9 
ตามลาํดบั] 

 
3.6 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

OsDFR ของข้าวดดัแปลงพนัธกุรรมรุน่ T1  

ตน้ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T0 และ T1 
ไม่พบลกัษณะฟีโนไทป์ที?แตกต่างจากตน้ wild-type 
จึงได้วิเคราะห์การแสดงออกของยีน OsDFR โดย
นําต้น T1 ที?ไดจ้ากต้นขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T0

  
ตารางที� 2  ผลการทดสอบการกระจายตวัของยนี gusA ในต้นขา้วพนัธุ ์Kasalath ดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T0 

ที?มยีนี OsDFR    
 

ตน้ T0 จาํนวนตน้ T1 ทั Sงหมด จาํนวนตน้ T1 ที?เกดิสฟ้ีา จาํนวนตน้ T1 ที?ไม่เกดิสฟ้ีา χ2 
5 18 12 6 0.667 
6 22 18 4 0.545 
7 24 20 4 0.887 
8 25 16 9 1.613 
9 22 17 5 0.06 

 
ทั Sง 5 ต้น ที?ผ่านการทดสอบการกระจายตวัของยนี 
และมกีารแสดงออกของยนี gusA (ตารางที? 2) มา
สกดัอาร์เอ็นเอทั Sงหมดจากใบอ่อน และสงัเคราะห์ 
cDNA จากนั Sนนํามาทดสอบการแสดงออกของยนี 
OsDFR ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
โดยใชไ้พรเมอรท์ี?จําเพาะต่อยนี OsDFR และใชย้นี 
OsActin เป็นยนีควบคุม พบว่า ไม่พบการแสดงออก
ของยนี OsDFR ในตน้ wild-type แต่มกีารแสดงออก
ของยีน OsDFR ในต้นข้าวดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น 
T1 ทุกต้น เมื?อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 
OsDFR ในต้นขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T1 พบว่า 
ต้นที? T1-5 มีการแสดงออกของยีน OsDFR สูงสุด
คิด เ ป็น 38 เท่ า  (รูปที?  5) จากการศึกษาของ 
Furukawa และคณะ (2007) พบว่าในขา้วสแีดงที?มี
การสะสมของสารโปรแอนโทไซยานิดนิเกดิจากการ
แสดงออกของยีน OsDFR ในตําแหน่ง Rd ที?ทํา
หน้าที?ในการส่งเสริมการแสดงออกของข้าวสแีดง
ร่วมกับการทํางานของยีน Rc ซึ?งทําหน้าที?สร้าง 
ทรานสคริพชันแฟกเตอร์ที?อยู่ในกลุ่มของโปรตีน 

basic helix-loop-helix (bHLH) (Furukawa et al., 
2007; Chandler et al., 1989)  

ข้าวพันธุ์ Kasalath ซึ?งมีเยื?อหุ้มเมล็ดสี
แดง  มียีน  OsDFR หรือยีน  Rd และยีน  Rc เป็น     
อลัลลีเด่น ซึ?งยนีทั Sงสองทาํงานร่วมกนัแลว้ทาํใหเ้กดิ
เยื?อหุ้มเมล็ดสีแดง (Furukawa et al., 2007) จาก
การศึกษาของ Lim และ Ha (2013) พบว่าข้าวที?มี
เยื?อหุ้มเมลด็สดีําและแดงมยีนี OsDFR ที?ทําหน้าที?
ได้ และพบการแสดงออกของยีนในเมล็ดข้าว 
Sweeney และคณะ (2006) ศึกษาการแสดงออก
ของยีน Rc โดยเทคนิค RT-PCR พบว่ามีการ
แสดงออกเฉพาะในเมลด็เท่านั Sน ไม่พบในเนืSอเยื?อใบ 
ในงานวจิยันีSไดถ่้ายยนี OsDFR จากขา้วทมีเียื?อหุม้
เมลด็สดีาํเขา้สูข่า้วพนัธุ ์Kasalath ที?มเียื?อหุม้เมลด็สี
แดง เพื?อเพิ?มการแสดงออกของยนีในเนืSอเยื?อต่าง ๆ 
และศกึษาผลที?เกดิกบัฟีโนไทป์ของการสร้างสารสี
แดงและสีม่วงในข้าวดัดแปลงพันธุกรรม ผลการ
ทดลองพบว่ามกีารแสดงออกของยนี OsDFR สงูขึSน 
ในตน้ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรม แต่ลกัษณะเนืSอเยื?อลํา
ต้น ใบ และเมล็ดของข้าวดัดแปลงพันธุกรรมไม่
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แตกต่างจากข้าว wild-type อาจเนื?องจาก ยีน Rc 
ไม่แสดงออกในเนืSอเยื?อใบ ดังนั Sนการเพิ?มการ
แสดงออกของยนี OsDFR เพยีงยนีเดยีว จงึไม่ทํา
ใหเ้กดิการสงัเคราะหส์ารสขีึSนในเนืSอเยื?อดงักล่าวได ้
ส่วนในเมลด็ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมไม่พบลกัษณะ
การสะสมสารสมี่วงหรอืแดงที?เพิ?มขึSนจากขา้ว wild-
type อาจต้องมกีารวเิคราะหป์รมิาณสารแอนโทไซ-
ยานินและโปรแอนโทไซยานิดนิ เพื?อเปรียบเทยีบ
ระหว่างเมลด็ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมกบัขา้ว wild-
type 
 
 
 

 
 

รูปที� 5  การตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนี 
OsDFR ในใบขา้วพนัธุ ์Kasalath ดดัแปลง
พันธุ ก ร รม รุ่น  T1 ด้ ว ย เทค นิค  semi-
quantitative RT-PCR [หมาย เห ตุ  : WT 
คอื ขา้วพนัธุ ์Kasalath ที?ไม่ไดร้บัการถ่าย
ยีน , ต้น  T1-5 ถึ ง  T1-9 คือ  ข้า วพันธุ์  
Kasalath ที?ไดร้บัการถ่ายยนีรุ่น T1 ที?ไดม้า
จากรุ่น T0 ต้นที? 5-9 ตามลําดบั จากการ
ทดลองได้ทําทั Sงหมด 3 ซํSา และค่า error 
bar คือ ส่วนเบี?ยงเบนมาตรฐานที?ได้จาก
การทดลองทั Sง 3 ซํSา] 

 

4. สรปุ 
การถ่ายยีน OsDFR เข้าสู่แคลลสัขา้วพนัธุ์ 

Kasalath และตรวจสอบประสทิธิภาพการถ่ายยีน
ด้วยวธิ ีGUS assay พบว่ามปีระสทิธภิาพการถ่าย

ยนีสงูสดุคดิเป็น 80 เปอรเ์ซน็ต ์การรอดของแคลลสั
บนอาหารคัดเลือกครั Sงที?  2 สูงสุดคิดเป็น 100 
เปอรเ์ซน็ต์ การชกันําใหเ้กดิต้น พบว่ามกีารเกดิจุด
สเีขยีวบนแคลลสัสูงสุดคิดเป็น 70.83 เปอร์เซ็นต์ 
ได้จํานวนต้นสูงสุดคดิเป็น 45.83 เปอร์เซน็ต์ และ
ต้นขา้วที?นํามาตรวจสอบพบว่ามยีนี OsDFR แทรก
อยู่ในจโีนมคดิเป็น 77.78 เปอร์เซน็ต์ การกระจาย
ตวัของยนี gusA และ OsDFR ไปสูรุ่่นลกู T1 เป็นไป
ตามกฎของเมนเดล คอื อตัราสว่น 3 : 1 แสดงว่าตน้
ขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมมยีนีที?ถ่ายเขา้ไปแทรกอยู่
หนึ?งตําแหน่งในจีโนม นอกจากนีSได้วิเคราะห์การ
แสดงออกของยีน OsDFR พบว่ามีการแสดงออก
ของยีนในต้นข้าวดดัแปลงพนัธุกรรมรุ่น T1 สูงสุด 
38 เท่า อย่างไรก็ตาม ไม่พบการสงัเคราะห์สมี่วง
หรอืแดงในเนืSอเยื?อต่าง ๆ เพิ?มขึSน ในงานวจิยัต่อไป
ควรศึกษาการแสดงออกของยีนสร้างทรานส-    
ครพิชนัแฟกเตอร์ที?ควบคุมการสงัเคราะห์สใีนขา้ว 
ร่วมกบัการแสดงออกของยนี OsDFR เพื?อใหเ้ขา้ใจ
กลไกการสงัเคราะห์แอนโทไซยานินและโปรแอน-
โทไซยานิดนิเพิ?มขึSน และสามารถนําไปประยุกต์ใช้
ในการปรบัปรุงพนัธุข์า้วใหม้คุีณค่าทางโภชนาการ
สงูขึSน 
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