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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

 
2.1 ล าไย (Longan) 
ล ำไยเป็นพืชวงศ ์ Sapindaceae มีช่ือวิทยำศำสตร์วำ่ Dimocarpus longan Lour.;Euphoria 

longana Lam.; Euphoria Steud. จดัเป็นไมผ้ลเขตก่ึงร้อน สำมำรถปลูกไดใ้นพื้นท่ีสูง 300 ถึง 1,000 
เมตร จำกระดบัน ้ ำทะเล กำรออกดอกในสภำพธรรมชำติตอ้งกำรอุณหภูมิ 10-22 องศำเซลเซียส เพื่อ
ชกัน ำกำรสร้ำงตำดอก ปีท่ีมีอำกำศหนำวเยน็เป็นเวลำนำน ล ำไยจะออกดอกติดผลดี ถำ้ปีใดมีช่วง
อำกำศหนำวเยน็สั้นหรือมีช่วงอำกำศอบอุ่นเขำ้มำแทรกล ำไยจะไม่ออกดอกหรือออกดอกนอ้ย ล ำไย
จึงจดัเป็นไมผ้ลยนืตน้ท่ีมีกำรออกดอกไม่สม ่ำเสมอ (พิทยำ และพำวนิ, 2545)  

2.2 สรีรวทิยาของการออกดอกของพชื (สมบุญ, 2548) 

 เม่ือพืชเจริญเติบโตเตม็ท่ีในสภำวะแวดลอ้มท่ีเหมำะสม พืชจะมีกำรพฒันำไปโดยกำรสร้ำง
ดอก ผล และเมล็ดเพื่อกำรขยำยพนัธ์ุต่อไป ซ่ึงในขณะท่ีพืชมีกำรเปล่ียนแปลงจำกกำรเจริญทำงดำ้น
ล ำตน้ และก่ิงใบ (vegetative phase) ไปเป็นกำรเจริญทำงดำ้นกำรสืบพนัธ์ุ (reproductive phase) ซ่ึง
เป็นระยะท่ีพืชสร้ำงดอกนั้น พืชจะมีกำรเปล่ียนแปลงลกัษณะทำงสรีรวิทยำหลำยอย่ำง โดยมีทั้ง
ปัจจยัภำยใน และปัจจยัภำยนอก เช่น แสง อุณหภูมิ ธำตุอำหำร ฮอร์โมนพืช รวมทั้ง อำยุ และควำม
พร้อมของพืช เม่ือสภำวะแวดลอ้มทั้งภำยใน และภำยนอกเหมำะสม พืชจะมีกำรสร้ำงดอกได ้ซ่ึงถือ
ว่ำดอกเป็นส่วนส ำคญัของพืช เป็นจุดเร่ิมตน้ของกำรขยำยพนัธ์ุ และกำรพฒันำเป็นผล และเมล็ด 
เพื่อประโยชน์ในกำรด ำรงพนัธ์ุ กำรขยำยพนัธ์ุพืชใหสื้บทอด และแพร่กระจำยต่อไป  

2.2.1 กระบวนการเกดิดอก 
กำรเกิดดอกของพืชต้องอำศยักระบวนกำรต่ำงๆ ทำงสรีรวิทยำท่ีซับซ้อน 

โดยมีปัจจยัทั้งทำงด้ำนสภำพแวดลอ้มภำยนอก ตลอดทั้งเกิดจำกอิทธิพลภำยในตน้พืช เช่น กำร
เจริญเติบโตจำกระยะเยำวภำพ (juvenile phase) ไปเป็นระยะกำรเจริญเต็มวยั (mature phase) 
จำกนั้นเม่ือส่ิงแวดลอ้มเหมำะสมพืชจะถูกกระตุน้ให้สร้ำงดอกได้ซ่ึงถือว่ำเขำ้สู่ระยะเจริญพนัธ์ุ 
อยำ่งไรก็ตำมกำรชกัน ำกำรออกดอกของพืชจะถูกก ำหนดโดยพนัธุกรรม เช่นเดียวกบักระบวนกำร
สรีรวิทยำอ่ืนในขณะท่ีส่ิงแวดล้อมท่ีจ ำเพำะจะท ำปฏิกิริยำร่วมส่งผลให้พืชสร้ำงดอก โดยทัว่ไป
ก ร ะ บ ว น ก ำ ร เ กิ ด แ ล ะ พั ฒ น ำ ข อ ง ด อ ก แ บ่ ง อ อ ก เ ป็ น ร ะ ย ะ ต่ ำ ง ๆ  ดั ง น้ี  คื อ 
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2.2.1.1 ระยะการเจริญเต็มวยั (Maturation stage)  

   พืชทัว่ไปจะออกดอกได้เม่ือมีกำรเจริญเต็มวยั (mature) หมำยถึง ควำม
พร้อมของอำยุของต้นพืชนอกเหนือจำกอำหำรสะสม และสภำพแวดล้อมท่ีเหมำะสม พืชจึง
ตอบสนองต่อปัจจยัท่ีกระตุน้ใหเ้กิดดอกได ้ระยะท่ีพืชโตเตม็วยัจะแตกต่ำงกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของ
พืช พนัธ์ุพืช ฤดูกำล และสภำพแวดล้อม ในไมย้ืนตน้ซ่ึงมีกำรเจริญเติบโตทำงก่ิงใบสลบักบักำร
ออกดอก มกัมีระยะเวลำกำรเจริญเติบโตนำนกวำ่จะสำมำรถออกดอกได ้เช่น มะม่วงจะออกดอก
หลงัจำกปลูกดว้ยเมล็ด 3-5 ปี และล้ินจ่ีประมำณ 4-5 ปี (Menzel, 1983) 

2.2.1.2 ระยะชักน า (Induction stage) 

    เป็นกำรเปล่ียนแปลงขั้นแรกในกำรเกิดดอก พืชเร่ิมมีกำรตอบสนองต่อ
กำรกระตุ้นหรือชักน ำจำกปัจจัยต่ำงๆท่ีจะท ำให้ระยะก่ิงใบเปล่ียนเป็นระยะเจริญพนัธ์ุ เช่น แสง 
อุณหภูมิ อำยุ และควำมสมบูรณ์ของตน้ เป็นระยะท่ีพืชมีกำรเปล่ียนแปลงกระบวนกำรสร้ำงเม
แทบอไลทต่์ำงๆภำยในเซลล ์เพื่อสังเครำะห์ฮอร์โมนท่ีกระตุน้กำรออกดอก   และล ำเลียงฮอร์โมนน้ี
ไปยงัส่วนเน้ือเยือ่ท่ียอดเพื่อเปล่ียนเป็นตำดอก ในกำรชกัน ำพืชจะถูกกระตุน้จำกปัจจยัท่ีอำจเหมือน
หรือแตกต่ำงกนัออกไป เช่น มะนำวสำมำรถกระตุน้กำรออกดอกไดด้ว้ยกำรขำดน ้ ำ (Chaikiattiyos 
et al., 1994) ล้ินจ่ี ล ำไย และมะม่วงสำมำรถกระตุน้ดว้ยอุณหภูมิต ่ำ (Batten and McConchie, 1995; 
Menzel, 1983) หรือกระตุน้ดว้ยสำรเคมีบำงชนิด เป็นตน้ (นพดล, 2537; Davenport and Nunez-
Elisea, 1997) 

2.2.1.3 ระยะการเกดิตาดอก (Initiation stage)  

   เป็นระยะท่ีเร่ิมเห็นกำรเปล่ียนแปลงของตำยอดท่ีจะเจริญเป็นดอก (floral 
primordial) โดยเซลล์เน้ือเยื่อเจริญเร่ิมขยำยมีลักษณะแบน และกวำ้งออกเน่ืองจำกเซลล์ใต้ชั้น
เน้ือเยื่อชั้นผิว (epidermis) แบ่งตวัแบบขนำนกบัผิว ท ำให้เกิดปุ่มเล็กๆ เป็นจุดเร่ิมตน้ของกำรเกิด
ดอก (สมบุญ, 2548) 

2.2.1.4 ระยะการพฒันาของดอก (Development stage)  

   เป็นระยะท่ีมีกำรสร้ำงส่วนประกอบของดอกหลงัจำกตำยอดเปล่ียนเป็น
ตำดอกแลว้ ไดแ้ก่ กลีบเล้ียง กลีบดอก เกสรเพศผู ้เกสรเพศเมีย และฐำนรองดอก โดยทัว่ไปแลว้ชั้น
ของกลีบเล้ียง (calyx) จะถูกสร้ำงข้ึนก่อนส่วนประกอบชั้นอ่ืน ตำมดว้ยชั้นของกลีบดอก (corolla) 
ชั้นเกสรเพศผู ้(androecium) และชั้นเกสรเพศเมีย (gynoecium) ส่วนประกอบต่ำงๆของดอกจะมี
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กำรเจริญและพฒันำข้ึนมำจนถึงระยะเวลำดอกบำน (anthesis) ถือเป็นขั้นสุดทำ้ยของกำรพฒันำของ
ดอกในพืช (สมบุญ, 2548) 

2.2.2 ปัจจัยทีเ่กีย่วข้องกบัการออกดอกของล าไย 

2.2.2.1 ปัจจัยภายนอก 
1) แสง ล ำไยออกดอกท่ีปลำยยอดบริเวณท่ีไดรั้บแสง ส่วนก่ิงท่ีไม่ไดรั้บแสง

จะออกดอกน้อย ทั้งน้ีแสงเก่ียวขอ้งกบักำรสังเครำะห์แสง และปริมำณคำร์โบไฮเดรตท่ีไม่ใช่
โครงสร้ำง ซ่ึงพืชตอ้งใชใ้นกำรออกดอก นอกจำกน้ีล ำไยท่ีมีพุ่มหนำทึบจะออกดอกนอ้ยกวำ่ตน้ท่ีมี
ทรงพุม่โปร่ง และใบไดรั้บแสงอยำ่งทัว่ถึง (วรัิตน์, 2543) 

2) อุณหภูมิ ปัจจยัส ำคญัท่ีสุดท่ีท ำใหล้ ำไยออกดอกได้ คือ ควำมหนำวเยน็ของ
อำกำศเพรำะแมต้น้ล ำไยจะไม่สมบูรณ์หรือปริมำณฝนมีปำนกลำงหรือนอ้ยแต่หำกอำกำศหนำวเยน็
เพียงพอก็ส่งผลให้ล ำไยออกดอกได ้ ซ่ึงคำดวำ่อุณหภูมิต ่ำมีผลต่อกำรเปล่ียนแปลงระดบัฮอร์โมน
ภำยในของพืช ล ำไยออกดอกไดดี้ภำยหลังผ่ำนช่วงเวลำของควำมหนำวเยน็ ระยะเวลำท่ีไดรั้บ
อุณหภูมิต ่ำหรือระดบัอุณหภูมิท่ีไดรั้บท่ีสำมำรถกระตุน้ให้ล ำไยออกดอกไดข้ึ้นอยู่กบัพนัธ์ุ พนัธ์ุ
ล ำไยท่ีออกดอกง่ำยส่วนใหญ่มกัตอ้งไดรั้บอุณหภูมิต ่ำในช่วงระยะเวลำสั้น และระดบัอุณหภูมิไม่ต ่ำ
มำก เช่น พนัธ์ุใบด ำ พนัธ์ุดอ โดยอุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรออกดอก ตั้งแต่ 10 ถึง 20 องศำ
เซลเซียส (พิทยำและพำวนิ, 2545) 

2.2.2.2 ปัจจัยภายใน 
1) พันธ์ุ กำรออกดอกของล ำไยแต่ละพนัธ์ุมีควำมยำกง่ำยแตกต่ำงกนั เช่น 

พนัธ์ุใบด ำ และอีดอ มีนิสัยกำรออกดอกง่ำย (พนัธ์ุเบำ) และค่อนขำ้งสม ่ำเสมอ ส่วนพนัธ์ุท่ีออกดอก
ยำก (พนัธ์ุหนกั) และมกัออกดอกเวน้ปี คือ พนัธ์ุแห้ว และเบ้ียวเขียว นอกจำกน้ียงัมีพนัธ์ุท่ีสำมำรถ
ออกดอกไดม้ำกกวำ่หน่ึงคร้ังต่อปี คือ พนัธ์ุเพชรสำคร (พำวนิและคณะ, 2543) 

2) ความสมบูรณ์ของต้น ล ำไยเป็นพืชท่ีใชเ้วลำตั้งแต่ออกดอกถึงผลแก่นำน
ประมำณ 6 ถึง 7 เดือน ในปีท่ีผลดก อำหำรจะถูกใชไ้ปอยำ่งมำกเพื่อกำรเจริญเติบโตของผล รวมทั้ง
ตน้ล ำไยมีระยะในกำรพกัฟ้ืน และสะสมอำหำรนอ้ย หำกกำรดูแลรักษำไม่ดีพออำจท ำให้ตน้ล ำไย
ไม่สมบูรณ์ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งเม่ือสภำพภูมิอำกำศไม่เอ้ืออ ำนวยจะส่งผลให้ออกดอกน้อยในปี
ถดัไป (พำวนิและคณะ, 2547) 

3) ปริมาณสารฮอร์โมนในพืช มีรำยงำนถึงกำรศึกษำปริมำณฮอร์โมนท่ีคำดวำ่
เก่ียวขอ้งกบักำรออกดอกของล ำไย โดย Huang (1996) พบวำ่ระดบัฮอร์โมนภำยในตน้ล ำไยท่ีเอ้ือ
ต่อกำรชกัน ำให้เกิดกำรสร้ำงตำดอก คือ มีระดบัของไซโตไคนิน (isopentenyl adenosine; iPA) สูง 
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แต่มีปริมำณของ gibberellins (GA3) และ abscisic acid (ABA) ต ่ำ และ Hegele et al. (2004a)  
รำยงำนวำ่ ภำยหลงัรำด KClO3 ตน้ล ำไยมีกำรออกดอกในวนัท่ี 17 ในขณะท่ีปริมำณไซโตไคนินใน
ปลำยยอดเพิ่มสูงข้ึนโดย iAdo/iAde เพิ่มสูงข้ึนในวนัท่ี 15 หลงักำรรำด KClO3 และ zeatin/ zeatin 
riboside เพิ่มสูงข้ึนหลงัจำกนั้นอีก 4 วนั คือในวนัท่ี 19   

 2.3 ฮอร์โมนไซโตไคนิน (Cytokinins) (Srivastava, 2001) 

นกัวิทยำศำสตร์คน้พบไซโตไคนินในงำนวิจยัศึกษำปัจจยัที่กระตุน้ให้เซลล์พืชแบ่ง
เซลล์ จำกกำรศึกษำกำรเพำะเล้ียงเน้ือเยื่อ โดยในปี ค.ศ. 1940-1950 ไดแ้สดงให้เห็นว่ำมีสำร
ชนิดหน่ึงเกิดอยู่ในเน้ือเยื ่อพืชและกระตุน้ให้เน้ือเยื่อพำเรนไคมำในหัวมนัฝรั่งกลบักลำยเป็น
เน้ือเยื่อเจริญได ้ซ่ึงแสดงว่ำสำรชนิดน้ีสำมำรถกระตุน้ให้มีกำรแบ่งเซลล์  

หลงัจำกนั้น นกัวิทยำศำสตร์คน้พบอิทธิพลของไซโตไคนินต่อกระบวนกำรสรีรวิทยำ 
และกำรเจริญเติบโตพฒันำอีกหลำยอย่ำง เช่น กำรพฒันำสู่ควำมตำยของใบ กำรเคล่ือนยำ้ยธำตุ
อำหำร กำรข่มของตำยอดต่อตำขำ้ง (apical dominance) กำรสร้ำงเน้ือเยื่อเจริญปลำยยอด กำร
พฒันำของดอก กำรท ำลำยกำรพกัตวัของตำ และกำรงอกของเมล็ด นอกจำกน้ีไซโตไคนินยงัมี
ส่วนเกี่ยวขอ้งกบักลไกกำรเจริญเติบโต และพฒันำของพืชที่ไดร้ับอิทธิพลจำกแสง ซ่ึงรวมถึง
กำรพฒันำ และเปล่ียนแปลงเพื่อท ำหน้ำท่ีของคลอโรพลำสต์ กำรขยำยขนำดของใบ และใบเล้ียง 
เป็นตน้ ไซโตไคนินควบคุมกระบวนกำรแบ่งเซลล์พืชซ่ึงมีควำมส ำคญัต่อกำรเติบโต และพฒันำ
ของพืช อีกทั้งนกัวิทยำศำสตร์จึงใช้กำรศึกษำกำรแบ่งเซลล์เป็นวิธีกำรตรวจสอบฮอร์โมนใน
กลุ่มไซโตไคนิน 

2.3.1 โครงสร้างของไซโตไคนิน 

ในธรรมชำติโดยทัว่ไปไซโตไคนินจะประกอบดว้ย วงแหวนอะดีนีนมี side chain 
ซ่ึงมีคำร์บอน 5 อะตอมเกำะอยู่ท่ีต  ำแหน่งท่ี 6 ของวงแหวนอะดีนีน ไซโตไคนินในธรรมชำติ
นอกจำกซีเอตินแลว้ ยงัสำมำรถสร้ำงไอโซเพนทีนิลอะดีนีน (isopentenyladenine) และกำรลดรูป
ของซีเอตินไดเ้ป็นไดไฮโดรซีเอติน (dihydro zeatin) เน่ืองจำกส่วน side chain ของซีเอตินมีพนัธะคู่ 
เกิดกำรเปล่ียนรูปเป็นไอโซเมอร์ ไดเ้ป็น ซิส-ซีเอติน (cis-zeatin) และทรำนส์-ซีเอติน (trans-zeatin) 
โครงสร้ำงของอะดีนีน หำกมีน ้ ำตำลไรโบส (ribose) มำเกำะจะเป็นโครงสร้ำงของอะดีโนซีน และ
หำกมีน ้ ำตำลไรโบสท่ีมีอนุพันธ์ของฟอสเฟตเกำะอยู่ด้วย จะเป็นโครงสร้ำงของอะดีโนซีน 
5’ ฟอสเฟต ซ่ึงเป็นโครงสร้ำงปกติท่ีพบในพืช โดยไรโบสมักจับกับ N ต ำแหน่งท่ี 9 ของวง
แหวนอะดีนีน ดงันั้นในธรรมชำติจะพบอนุพนัธ์ของน ้ ำตำล คือ N9 riboside และ ribotide (น ้ ำตำลท่ี
มีกลุ่มของฟอสเฟต) โดยทัว่ไปแลว้ กำรเปล่ียนสภำพของวงแหวนอะดีนีนจะเป็นผลให้เกิดกำรลด
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cis-zeatin trans-zeatin 

trans-zeatin riboside 

cis-zeatin riboside 

       dihydrozeatin riboside 

dihydrozeatin 

  isopentenyladenine 
             isopentenyladenosine 

ประสิทธิภำพของไซโตไคนิน ดังนั้ นอนุพันธ์ท่ีเป็นไรโบไทด์ หรือไรโบไซด์ (ribotide หรือ 
riboside) ของไซโตไคนินจึงมีประสิทธิภำพต ่ำกวำ่ไซโตไคนินอิสระ กำรมีสำรอ่ืนไปเกำะโมเลกุล
ของอะดีนีนจะลดคุณสมบติัของไซโตไคนินลง  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1 โครงสร้ำงทำงเคมีของสำรในกลุ่มไซโตไคนินม  
ท่ีมำ : Srivastava (2001); Hopkins and Huner (2004) 

 
2.3.2 การสังเคราะห์ไซโตไคนิน  

แหล่งสร้ำงไซโตไคนินส่วนใหญ่อยูบ่ริเวณปลำยรำก และสัญญำณจำกยอดสำมำรถ
ควบคุมกำรล ำเลียงไซโตไคนินจำกรำกข้ึนมำทำงท่อน ้ ำในรูปของ zeatin ribosides พร้อมกบัน ้ ำ
และธำตุอำหำร เมื่อ zeatin ribosides ล ำเลียงข้ึนมำยงัใบหรือเมล็ดแลว้จะเปล่ียนเป็น free base 
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(active form) หรือ glucosides (storage form) ข้ึนอยูก่บัสภำวะกำรเจริญเติบโตของพืช ถำ้อยูใ่น
ระยะใบอ่อนไซโตไคนินจะอยูใ่นรูป free base ซ่ึงจะควบคุมกำรแบ่งเซลล์ กำรพฒันำของคลอ
โรพลำสต์ และกำรขยำยขนำดของเซลล์  เมื่อใบมีกำรเจริญมำกข้ึนไซโตไคนินอำจเปลี่ยนรูปไป 
เช่น เป็น zeatin ribonucleotide หรือ I6Ade ribonucleotide เป็นตน้ และอำจไม่เคล่ือนยำ้ยออกจำก
ใบอีกเลย หรือในเมล็ดพบไซโตไคนินในรูป  glucosides และเมื่อเมล็ดเร่ิมงอกจะพบ free 
cytokinin เพิ่มข้ึน ซ่ึงสัมพนัธ์กบัปริมำณ cytokinin glucosides ที่ลดลง ไซโตไคนินสำมำรถ
เปล่ียนรูปให้อยูใ่นสภำพที่เป็น active form หรือ inactive form ไดข้ึ้นอยูก่บัระยะกำรเจริญเติบโต
ของพืช  นอกจำกน้ีพืชหลำยชนิดเมื่อปริมำณไซโตไคนินในเซลล์สูง จะชักน ำให้มีกำรสังเครำะห์
เอนไซม์ cytokinin oxidase  เพื่อก ำจดัปริมำณของไซโตไคนินให้อยู่ในระดบัท่ีพืชตอ้งกำรเพื่อกำร
พฒันำรูปแบบกำรเจริญเติบโต (morphogenesis) ของพืชอยำ่งสมบูรณ์ 

กำรสังเครำะห์ไซโตไคนินเกิดข้ึนจำกกำรลดลงของ isopentenyl group และ amino 
group ของอะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphate) โดยกำร hydroxylate ต่อมำ
พบวำ่กลุ่มของไซโตไคนิน เกิดข้ึนบน t-RNA ได ้และเม่ือใชเ้มวำโลเนต (mevalonate หรือ MVA) 
ท่ีมีสำรกัมมนัตรังสีจะสำมำรถไปรวมกับกลุ่มอะดีนีนของ t-RNA เกิดเป็นไดเมทธิลอลัลิล 
(dimethylally side chain) เกำะด้ำนขำ้ง ในเช้ือรำ rhizopus นั้น ไดเมทธิลอลัลิล อะดีนีน 
(dimethylallyl adenine) สำมำรถเปล่ียนไปเป็นซีเอตินได ้จึงคำดกนัว่ำซีเอตินอำจจะเกิดจำกกำร
ออกซิไดซ์ dimethylallyl adenine (Hopkins and Huner, 2004)  

นอกจำกนั้น Sakakibara (2006) ยงัพบวิถีกำรสังเครำะห์ไซโตไคนินใน Arabidopsis 
ท่ีเกิดข้ึนในวถีิ methylerythritol phosphate (MEP) และ mevalonate (MVA) (ภำพท่ี 3) 

Hwang and Sakakibara (2006) กล่ำววำ่ไซโตไคนินสำมำรถสังเครำะห์ไดท้ั้งในพืช 
และ Agrobacterium แต่สำรตั้งตน้ในกำรสังเครำะห์แตกต่ำงกนั 
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ภาพที ่2 รูปแบบจ ำลองวถีิของกำรสังเครำะห์ไซโตไคนิน ในตน้ Arabidopsis โดยผำ่นวถีิ
methylerythritol phosphate (MEP) และ mevalonate (MVA) ท่ีมำ: Sakakibara, 2006 

2.3.3 การเคลือ่นทีข่องไซโตไคนิน 

ยงัไม่มีหลักฐำนแน่ชัดเก่ียวกับกำรเคล่ือนท่ีของไซโตไคนิน จำกกำรทดลองพบว่ำ
ระบบรำกเป็นส่วนส ำคญัในกำรส่งไซโตไคนินไปยงัใบ และไซโตไคนินยงัช่วยป้องกนักำรเส่ือม
สลำยของใบก่อนระยะอนัสมควร เป็นหลกัฐำนท่ีส ำคญัท่ีช้ีให้เห็นวำ่ ไซโตไคนินมีกำรเคล่ือนท่ีข้ึนสู่
ยอด ยิ่งไปกวำ่นั้นยงัพบไซโตไคนินในท่อน ้ำ ซ่ึงมำจำกระบบรำกดว้ย ในทำงตรงกนัขำ้มไซโตไค
นินซ่ึงพบท่ีผลซ่ึงก ำลงัเจริญเติบโตไม่เคล่ือนท่ีไปส่วนอ่ืนเลย ในท ำนองเดียวกนัจำกกำรศึกษำกำร
ใชไ้ซโตไคนินจำกภำยนอก เช่น หำกให้ไคเนติน พบวำ่กำรเคล่ือนยำ้ยจะเกิดชำ้หรือไม่เกิด แมว้่ำ
สำรอ่ืนๆ จะเคล่ือนยำ้ยออกจำกจุดน้ีก็ตำม (Neuman et al., 1990) ไซโตไคนินอำจจะเคล่ือนยำ้ยในรูป
ท่ีรวมกบัสำรอ่ืนๆ เช่น น ้ ำตำล (ribosides หรือ glucosides) ซ่ึงไซโตไคนินในรูปท่ีรวมกบัน ้ ำตำลนั้น
ส่วนใหญ่พบในท่อน ้ำท่ออำหำร (Hopkins and Huner, 2004) 

ในทศวรรษท่ีผำ่นมำกำรท ำควำมเขำ้ใจในกระบวนกำรเมแทบอลิซึมไซโตไคนินใน
พืชชั้ นสูงต่อกำรสังเครำะห์ไซโตไคนินมีควำมก้ำวหน้ำอย่ำงมำก ส่วนใหญ่เป็นกำรจ ำแนก
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กระบวนกำรส ำคญัในกำรแปลรหัสของยีน adenosine phosphate isopentenyltransferase (IPT) 
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001a; Sakamoto et al., 2006) tRNA-isopentenyltransferase 
(tRNA-IPT) (Miyawaki et al., 2004) ซ่ึงกำรคน้พบเหล่ำน้ีเป็นรูปแบบพื้นฐำนส ำหรับวิถีกำร
สังเครำะห์ไซโตไคนิน (Sakakibara, 2006; Hirose et al., 2008; Kamada - Nobusada and 
Sakakibara, 2009) อีกทั้ งในกำรเกิดปฏิกิริยำของกระบวนกำรเมแทบอลิซึม และกำรล ำเลียง
ระยะไกล (long-distance transport) ของไซโตไคนินระหวำ่งเซลล์ และเน้ือเยื่อมีควำมจ ำเป็นอยำ่ง
ยิง่ โดยโมเลกุลของสำรท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนกำรน้ี เช่น phytohormones mRNA small RNA และ
โปรตีน ซ่ึงจะถูกล ำเลียงทัว่ทั้งระบบเน้ือเยื่อล ำเลียงในพืช (Ruiz-Medrano et al., 2001; Mouchel 
and Leyser, 2007; Liu et al., 2009)  

Kakimoto (2001) และ Takei et al. (2001a) ไดจ้  ำแนกรหสัของยีน IPT ในพืช 
Arabidopsis ไดจ้  ำนวน 7 ย ีน ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตไซโตไคนินชนิด iP และ tZ ใน
กำรศึกษำไดอ้ธิบำยบทบำทเฉพำะของแต่ละยีน IPT ในพืช เช่น AtIPT3 มีบทบำทส ำคญัในกำร
สังเครำะห์ไซโตไคนินในกำรตอบสนองต่อกำรเปลี่ยนแปลงอยำ่งรวดเร็วในของไนเตรทในรำก 
(Sakakibara, 2006; Miyawaki et al., 2004) เช่นเดียวกบั AtIPT7 ที่เป็นตวักลำงส ำคญัในกำร
สังเครำะห์ไซโตไคนินเพื ่อรักษำเน้ือเยื ่อตำยอดใน Arabidopsis และกำรกระตุน้โดยโปรตีน 
KNOX (Knotted1-like homeobox) (Jasinki et al., 2005; Yanai et al., 2005) 

ในพืชชั้นสูงไซโตไคนินชนิด tZ ถูกผลิตข้ึนโดยกระบวนกำร hydroxylation ของ iP 
nucleotide หรือกำรใชส้ำรตั้งตน้ unknown hydroxylated side-chain (Heyl et al., 2006, Sakakibara, 
2006) กำรสังเครำะห์ไซโตไคนินโดยกระบวนกำร hydroxylation ของ iP nucleotide น้ีถูกกระตุน้
โดย cytochrome P450 monooxygenase จ ำนวน 2 เอนไซม ์ใน Arabidopsis คือ CYP735A1 และ 
CYP735A2 (Takei et al, 2001b) 

Takei et al. (2004) ไดศึ้กษำกำรเจริญเติบโตของ Arabidopsis ในเน้ือเยื่อจ ำเพำะ และกำร
ตอบสนองต่อไซโตไคนินของยีน CYP735A1 และ CYP735A2 เป็นเวลำ 4 สัปดำห์ ดว้ยน ้ ำหรือ iP ควำม
เขม้ขน้ 5 µM หลงัจำก 1 ชัว่โมงท ำกำรสกดั total RNA และวิเครำะห์กำรสะสมของ mRNA CYP735A1 
CYP735A2 ARR5 (ตอบสนองต่อไซโตไคนิน) และ UBQ10 (ไม่ตอบสนองต่อไซโตไคนิน) โดยวิธี 
quantitative real time PCR พบวำ่ trans-hydroxylation อำจมีส่วนเก่ียวขอ้งในกำรควบคุมกำรเคล่ือนยำ้ย
ระยะไกลของไซโตไคนินจำกรำกไปยอดผำ่นทำงท่อน ้ ำ กำรล ำเลียงน้ีมีบทบำทในกำรส่งสัญญำณของ
ธำตุไนโตรเจนต่อกำรสร้ำงรำกพิเศษ (adventitious root) และกำรแตกตำยอด ไซโตไคนินชนิด tZ เช่น t-
ZR เป็นไซโตไคนินท่ีมีปริมำณมำกในท่อน ้ ำ ดังนั้น CYP735A มีกำรแสดงออกมำกท่ีสุดในรำก 
โดยเฉพำะ CYP735A2 จะชกัน ำให้เกิดรำกโดยไซโตไคนิน (ภำพท่ี 3) ส่วนไซโตไคนินชนิด iP จะมีมำก
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ในใบ ดงันั้น trans-hydroxylation อำจจะมีส่วนส ำคญัส ำหรับกำรแยกชนิด และควบคุมทิศทำงกำร
ล ำเลียงของไซโตไคนินได ้

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของ Arabidopsis ในเน้ือเยื่อจ ำเพำะ และกำรตอบสนองต่อ

ไซโตไคนินของยีน CYP735A1 และ CYP735A2 ท่ีมำ: Takei et al. , 2004 

2.3.4 รายงานการวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัฮอร์โมนไซโตไคนินต่อการออกดอกในไม้ผล 

กำรสร้ำงตำดอกเป็นระยะแรกในกำรเปล่ียนกำรเจริญเติบโตทำงล ำตน้และใบ ไปสู่
กำรเจริญทำงด้ำนสืบพันธ์ุ กำรสร้ำงตำดอกของพืชสำมำรถชักน ำได้จำกหลำยปัจจัย เช่น 
สภำพแวดล้อม อุณหภูมิ ควำมยำววนั หรือ แสง เป็นต้น ซ่ึงปัจจัยดังกล่ำวจะมีผลต่อกำร
เปล่ียนแปลงสมดุลของฮอร์โมน ท่ีเก่ียวขอ้งกบักำรสร้ำงตำดอก  

ในกำรศึกษำหลงัจำกท่ีตน้ล ำไยได้รับสภำพชักน ำให้ออกดอก โดยกำรใช้ KClO3 
หรือกระตุน้ดว้ยอุณหภูมิต ่ำ ซ่ึงเป็นผลท่ีท ำให้เกิดกำรเคล่ือนยำ้ยฮอร์โมนไซโตไคนินออกจำกใบ 
โดยพบวำ่อุณหภูมิต ่ำจะเพิ่มกำรเคล่ือนยำ้ยของ iP/iPA ร่วมกบั IAA แต่กำรเคล่ือนยำ้ย Z/ZR และ 
GAs จะมีปริมำณค่อนขำ้งต ่ำ (<10 ng) กำรท่ีพบปริมำณ iP/iPA มำกกวำ่ Z/ZR ใน exudates ของ
ล ำไยอำจเกิดจำก iP/iPA เคล่ือนยำ้ยออกจำกใบไปทำงท่ออำหำรเพื่อไปยงัส่วนปลำยยอด (shoot 
apical meristem) และเน้ือเยื่อเจริญดำ้นขำ้ง (lateral meristem) (Srigarm et al., 2009) ในช่วง
ระหวำ่งกำรก ำเนิดตำดอก (floral bud initiation) ท ำให้ปริมำณ iP/iPA ในตำยอดเพิ่มข้ึน (Chen et 
al., 1997) เช่นเดียวกบั ณฐัวดี (2545) พบปริมำณสำรคลำ้ยไซโตไคนินมีแนวโนม้สูงข้ึนในช่วงก่อน
กำรออกดอก โดยยอดล ำไยในกลุ่มท่ีไดรั้บ KClO3 มีปริมำณสำรคล้ำยไซโตไคนินสูงกว่ำกลุ่ม
ควบคุมในทุกสัปดำห์ท่ีศึกษำ เช่นเดียวกบั Chen et al. (1997) ไดศึ้กษำปริมำณไซโตไคนินในยอด
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ของล ำไยพบวำ่ปริมำณไซโตไคนินทั้ง Z/ZR และ iP/iPA จะเพิ่มสูงข้ึนในช่วงท่ีล ำไยเร่ิมมีกำรสร้ำง
ตำดอกในยอดล ำไยมีปริมำณมำกในช่วง flower bud initiation ในล ำไยท่ีออกดอกตำมธรรมชำติ 
โดยกำรชกัน ำดว้ยอุณหภูมิต ่ำ แต่ยงัไม่สำมำรถระบุท่ีมำของแหล่งของไซโตไคนินท่ีเพิ่มข้ึนในยอด
ล ำไย ซ่ึงไดต้ั้งสมมุติฐำนว่ำอำจมำจำกรำกแลว้เปล่ียนแปลงรูปท่ีใบแลว้จึงเคล่ือนท่ีไปสู่ยอด หรือ
ปริมำณไซโตไคนินนั้นไดม้ำจำกกำรไฮโดรไลท์จำกโมเลกุลของไซโตไคนินท่ีจบักบัโมเลกุลอ่ืน 
(conjugated form) ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีไม่แอกทีฟ (inactive molecule) โดยเฉพำะในรูปของ O-
glucoside  จำกกำรศึกษำของกำรเพิ่มปริมำณไซโตไคนินในยอดของล ำไยท่ีชกัน ำโดยอุณหภูมิต ่ำ 
และกำรชกัน ำโดย KClO3 (Hegele et al., 2004; Potchanasin et al., 2009) โดยเฉพำะอยำ่งยิ่งทั้งรูป 
Z และ ZR เพิ่มข้ึนมำกหลงัจำกตน้ล ำไยไดรั้บ KClO3 หำกไม่มีกำรเพิ่มของปริมำณไซโตไคนิน ตน้
ล ำไยจะไม่ออกดอก (Potchanasin et al., 2009; Sringarm et al., 2009) 
 
2.4 การประยุกต์ใช้เทคนิคระดับโมเลกุล (Molecular Technology) ในการจ าแนกยีน 

2.4.1 เทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเีมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) (Mullis, 1990) 

 เป็นเทคนิคท่ีใช้เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยซ่ึงอยู่ในสำรละลำยรวมกบัดีเอ็นเอ
อ่ืน ในหลอดทดลอง ประกอบด้วย ไพรเมอร์ 2 ชนิดท่ีจบักบัดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (template DNA) 
เอนไซม์ thermostable DNA polymerase deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) 4 ชนิด (dATP 
dCTP dGTP และ dTTP) oligonucleotide primer และบฟัเฟอร์ท่ีเหมำะสม ปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์
จะเกิดต่อเน่ืองซ ้ ำกนัเป็นวงจรลูกโซ่ ในแต่ละรอบ ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัน้ี (ภำพท่ี 4) 

 ขั้นที่ 1 Denaturation เป็นขั้นตอนกำรแยกดีเอ็นเอแม่พิมพส์ำยคู่ให้เป็นดีเอ็นเอ
สำยเด่ียวโดยอำศยัควำมร้อนท่ีอุณหภูมิประมำณ 90-95 องศำเซลเซียส 

 ขั้นที่ 2 Primer annealing เป็นขั้นตอนท่ีมีกำรลดอุณหภูมิลงมำท่ีประมำณ 45-60 
องศำเซลเซียส เพื่อให้ไพรเมอร์สำมำรถเกำะติดกบัดีเอ็นเอตน้แบบสำยเด่ียวตรงบริเวณล ำดบัเบสคู่
สม คือเป็นล ำดบัเบสนิวคลีโอไทดท่ี์จบัคู่ไดก้บันิวคลีโอไทดส์ำยเดิม 

 ขั้นที่ 3 Primer extension (synthesis) เป็นขั้นตอนกำรขยำยสำยดีเอ็นเอ โดยกำร
ต่อล ำดบั นิวคลีโอไทด์เขำ้ท่ีปลำย 3' ของไพรเมอร์ แลว้มีกำรขยำยสำยดีเอ็นเอสำยใหม่จำกทิศทำง 
5' ไปทำง 3' โดยตอ้งอำศยัเอนไซม ์thermostable DNA polymerase เช่น Taq polymerase ซ่ึงปกติใช้
อุณหภูมิอยูใ่นช่วง 70-75 องศำเซลเซียส 
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 กำรสังเครำะห์จะด ำเนินตำมล ำดบั 3 ขั้นตอนซ ้ ำกนั เป็นจ ำนวน 30-40 รอบ ท ำให้
ได ้amplified product หรือท่ีเรียกวำ่ amplicon เป็นดีเอ็นเอสำยใหม่เพิ่มข้ึนเป็นลำ้น ๆ เท่ำ (2n เม่ือ n 
คือจ ำนวนรอบท่ีท ำปฏิกิริยำ)  

 

ภาพที ่4 ปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) ท่ีมำ: Mullis (1990) 
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2.4.2 เทคนิคการตรวจวเิคราะห์ผลติผลของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลเีมอเรส (วสันตแ์ละคณะ, 2539) 

กำรตรวจวเิครำะห์ผลผลิตมีดว้ยกนัหลำยวธีิ  ท่ีนิยมใชท้ัว่ไป คือ  

2.4.2.1 วธีิ gel electrophoresis  
 เป็นกำรดูผลผลิต PCR จำกกำรยอ้มดีเอ็นเอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium 
bromide) หลงัจำกผำ่นขบวนกำรอิเล็กโตรโฟรีซีสแลว้ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่ำย และรวดเร็ว เหมำะส ำหรับ
กำรตรวจสอบหำผลผลิต PCR ท่ีทรำบขนำดแน่นอน ไดผ้ลผลิต PCR เพียงชนิดเดียว หรือจ ำนวน
นอ้ยชนิด สำมำรถเห็นควำมแตกต่ำงของขนำดไดอ้ยำ่งชดัเจน หำกเป็นช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนำดยำวกวำ่ 
500 เบส นิยมใช้อะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ (น ้ ำหนกัต่อปริมำตร) แต่ถำ้หำกเป็นช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนำด
สั้นกว่ำ 500 เบส นิยมใช้อะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ (น ้ ำหนกัต่อปริมำตร) หรือใช้เจลอะคริลำไมด์ 5 
เปอร์เซ็นต ์(น ้ำหนกัต่อปริมำตร) ส ำหรับเป็นตวักลำงในกำรแยกขนำด 

2.4.2.2 Nucleic acid hybridization  
 ในกรณีท่ีดูผลจำกเจลไม่ชดัเจน สำมำรถน ำผลผลิต PCR ท่ีไดม้ำตรึงกบัแผ่น 
Nitrocellulose หรือแผน่ Nylon แลว้น ำมำท ำ Southern hybridize, dot hybridize หรือ Slot hybridize 
โดยอำศยัตวัติดตำม (probe) ท่ีจ  ำเพำะกบัเบสคู่สม ซ่ึงติดฉลำกดว้ยสำรกมัมนัตรังสีหรือสำรปลอด
รังสี แลว้จึงน ำผลไปดูกำรจบัของผลผลิต PCR กบัตวัติดตำมได ้ 

2.4.2.3 Direct sequencing 

 ในกรณีท่ีตอ้งกำรรู้รำยละเอียดของล ำดบัเบสหรือของผลผลิต PCR วำ่ถูกตอ้ง
แน่นอนหรือไม่ สำมำรถตรวจหำล ำดบัเบสจำกผลผลิต PCR ท่ีเป็นสำยคู่ (double strand PCR 
product) หรือสำยเด่ียว (single stranded PCR product) 

2.4.3 เทคนิคช้ันสูงของ PCR (advanced PCR) (จริยำและคณะ, 2540) 

ปัจจุบนัพบว่ำ PCR เป็นเทคนิคท่ีน ำไปใช้ประโยชน์ไดห้ลำยสำขำทั้งกำรแพทย ์
กำรเกษตร โบรำณคดี อุตสำหกรรม และอ่ืนๆ ปัจจุบนัมีเทคนิคใหม่ท่ีเพิ่มข้ึนมำกจึงเรียกว่ำ 
advanced PCR ไดแ้ก่ Multiplex PCR PCR-SSCP และ Nested PCR เป็นตน้ ท ำให้มีควำมหลำย
หลำยในกำรเลือกใชใ้ห้เหมำะสมกบังำน และไดป้ระโยชน์ยิ่งข้ึน โดยไดมี้กำรพฒันำเฉพำะเทคนิค
พื้นฐำน ตวัอยำ่ง advanced PCR ไดแ้ก่ 

2.4.3.1 Multiplex PCR  
เป็นเทคนิคกำรท ำ PCR ซ่ึงเพิ่มขยำยดีเอ็นเอเป้ำหมำยโดยใช้ไพรเมอร์หลำยคู่

พร้อมกนัในปฏิกิริยำเดียวกนัโดยตอ้งออกแบบไพรเมอร์แต่ละคู่ให้ดีไม่มี complementary กนั และ
เม่ือน ำไปท ำ PCR จะให้ผลผลิตท่ีมีขนำดควำมยำวท่ีแตกต่ำงกนั กำรท ำ multiplex PCR ตอ้งปรับ
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สภำวะพอเหมำะของปฏิกิริยำเพื่อใหส้ำมำรถเพิ่มขยำยจ ำนวนดีเอน็เอจำกทุกไพรเมอร์ท่ีใส่ลงไปได้
เท่ำกนั multiplex PCR ใชส้ ำหรับกำรวเิครำะห์ microsatellites และ SNPs (Hayden et al., 2008) 

2.4.3.2 PCR-SSCP  
เป็นเทคนิคท่ีรวมเอำหลกักำรของ single-strand conformation polymorphism 

(SSCP)  ซ่ึงใชต้รวจหำกำรเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอเพียง 1 bp (base pair) ในสำยสั้นๆ เขำ้กบัวิธี
ของ PCR ดงันั้นกำรท ำ PCR-SSCP นั้นจะเร่ิมจำกกำรเพิ่มขยำยดีเอ็นเอเป้ำหมำยท่ีตอ้งกำรศึกษำ
กำรเปล่ียนแปลงของล ำดบัเบสเพียง 1 bp ในสำยดีเอ็นเอประมำณ 100-500 bp ดว้ยวิธี simple PCR 
จำกนั้นน ำเอำผลผลิต PCR มำท ำ SSCP โดยอำศยัหลกักำรท ำให้ผลผลิต PCR เสียสภำพให้เป็น 
single strand แลว้จึงน ำเอำดีเอ็นเอน้ีไปแยกดว้ย non-denaturing gel เพื่อดูกำรเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ 
ถำ้ดีเอ็นเอสำยนั้นมีกำรเปล่ียนแปลงล ำดบัเบสไปเพียง 1 bp จะท ำให้กำรเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอใน
เจลแตกต่ำงไปจำกเดิม ส่วนใหญ่กำรท ำ SSCP นั้นมกัจะใช้วิธีกำรติดฉลำกผลผลิต PCR และ
แยกบน 5 เปอร์เซ็นต ์non-denaturing polyacrylamide gel แลว้ท ำ 32P autoradiography 

2.4.3.3 Nested PCR 
เป็นเทคนิค PCR ท่ีมีวตัถุประสงค์เพื่อตอ้งกำรให้ได้ผลผลิต PCR ท่ีมำกข้ึน 

เทคนิคน้ีท ำไดโ้ดยอำศยั PCR 2 ขั้นตอนดว้ยไพรเมอร์ 2 คู่ โดยไพรเมอร์คู่แรกจะใชใ้นตอน PCR 
ขั้นตอนแรก และไพรเมอร์คู่แรกจะอยูร่อบนอกของ DNA ท่ีมีขนำดใหญ่กวำ่ DNA เป้ำหมำยแต่มีดี
เอน็เอเป้ำหมำยอยูภ่ำยในล ำดบัเบสของผลผลิตของดีเอน็เอ หลงัจำกนั้นน ำเอำผลผลิต PCR ขั้นตอน
ท่ี 1 ไปท ำ PCR ขั้นตอนท่ี 2 โดยใชไ้พรเมอร์คู่ท่ี 2 ซ่ึงออกแบบส ำหรับเพิ่มขยำยไดเ้ฉพำะดีเอ็นเอ
เป้ำหมำย ซ่ึงอยู่ถดัเขำ้ไปจำกไพรเมอร์คู่แรก กำรท ำ PCR ขั้นตอนท่ี 2 นั้นอำจท ำปฏิกิริยำ 25-30 
รอบ จะไดผ้ลผลิต DNA เป้ำหมำยท่ีเพิ่มขยำยจ ำนวนมำกตำมท่ีตอ้งกำร (ภำพท่ี 5) 

ขอ้ดีของเทคนิค nested PCR คือ มีควำมไวเพิ่มข้ึน เพรำะเท่ำกบักำรท ำ PCR 2 คร้ัง 
ผลผลิต DNA ท่ีไดมี้จ ำนวนมำกข้ึนยอ่มมีโอกำสถูกตรวจพบมำกข้ึน nested PCR มีควำมจ ำเพำะ
สูงข้ึน เพรำะ DNA เป้ำหมำยตอ้งมีล ำดบัเบสท่ี complementary กบัไพรเมอร์ถึง 2 คู่ จึงจะถูก 
ปริมำณไดผ้ลผลิต DNA ท่ีได้น้ีถือว่ำมีควำมจ ำเพำะสูงข้ึนมำก ไม่จ  ำเป็นตอ้งพิสูจน์โดยกำรท ำ 
hybridization กบั probe จ ำเพำะเหมือนกบั PCR ทัว่ไป (สุรินทร์, 2552) 
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ภาพที ่5 แผนภำพ Nested PCR (ท่ีมำ: Wheeler, 2005) 

2.4.4 การสังเคราะห์ cDNA โดยเทคนิค Reverse Transcription-Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) 

RT-PCR เป็นเทคนิคทำงอณูชีววิทยำท่ีมีควำมไวสูงมำกท่ีสุดในกำรตรวจวดัปริมำณกำร
แสดงออกของยีนเป้ำหมำย (gene expression) ในเซลล์เพำะเล้ียง (cell culture) หรือเน้ือเยื่อตวัอยำ่งท่ีมี
ปริมำณอำร์เอ็นเอน ำรหสั (messenger ribonucleic acid; mRNA) เพียงเล็กนอ้ย และไม่จ  ำเป็นตอ้งทรำบ
ล ำดบัเบสของยนี (Rymerson et al., 1995)  

RT-PCR เป็นปฏิกิริยำเคมีท่ีประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนท่ีหน่ึงเป็นปฏิกิริยำ 
Reverse transcription และขั้นตอนท่ีสองเป็นปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรส  
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ขั้นตอนหลกัประกอบไปด้วยกำรสกดั mRNA ซ่ึงยงัคงเสถียรน้อยจึงตอ้งเพิ่มควำม
ระมดัระวงัเป็นพิเศษในกำรเก็บรักษำตวัอยำ่งเน้ือเยื่อเพื่อให้ mRNA ยงัคงสภำพดั้งเดิมโดยป้องกนั
ไม่ให้เกิดกำรปนเป้ือนของดีเอ็นเอ และอำจถูกท ำลำยด้วยเอนไซม์ RNase ที่ปนเป้ือนเขำ้มำ 
(Dunican, 1997) ตวัอย่ำง mRNA ที่สกดัไดแ้ลว้ตอ้งกำรน ำมำศึกษำกำรแสดงออกของยีนควร
จะตอ้งอยู่ในสภำพที่บริสุทธ์ิ คือ เมื่อน ำไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสตอ้งสำมำรถ
ตรวจพบแถบของ small (18S) และ large (28S) subunit ribosomal RNAs  แลว้ท ำกำรสังเครำะห์
ยอ้นกลบัจำก mRNA ที่มีปริมำณเพียงเล็กน้อยให้เป็น cDNA โดยใช้เอนไซม์ reverse 
transcriptase จำกลกัษณะ mRNA ของยูคำริโอตท่ีมีปลำย 3’ polyadenylation (poly-A) ดงันั้นจึง
ใช้ anchored primer ท่ีออกแบบใหจ้บักบัปลำย 3’ ของ mRNA ไพรเมอร์ท่ีใชคื้อ oligo d(T) หลงัจำก
นั้นจึงน ำ cDNA ท่ีไดเ้ป็นตน้แบบในปฏิกิริยำ PCR โดยใช ้ anchored primer ชนิดเดียวกบัท่ีใชใ้นกำร
ท ำ reverse transcription ร่วมกบั arbitrary primer มีนิวคลีโอไทด์ 10-13 bp กำรท่ีใชไ้พรเมอร์ท่ีมีนิวคลี
โอไทด์สำยสั้นๆ ท ำให้กำรท ำปฏิกิริยำกบั cDNA ตน้แบบเป็นไปอย่ำงสุ่ม (nonspecific) เม่ือน ำ 
cDNA ท่ีได้ไปแยกขนำด ถ้ำหำกแถบท่ีปรำกฏในแต่ละตวัอย่ำงมีขนำดใกล้เคียงกัน สำมำรถ
เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของกำรแสดงออกของยีนไดง่้ำยและเลือกแถบ cDNA ท่ีแตกต่ำงกนัไป
หำล ำดบันิวคลีโอไทด์ เทคนิคน้ีจึงเป็นกำรประยุกต์ใช ้mRNA เพื่อเป็นตวับ่งช้ีวำ่มีกำรแสดงออก
มำกเกินไปหรือน้อยเกินไปเม่ือเปรียบเทียบกบัยีนในสภำวะปกติ ทั้งน้ีนักวิทยำศำสตร์ไดพ้ฒันำ
เอนไซม ์reverse transcriptase ใหมี้คุณสมบติัท่ีสำมำรถทนต่ออุณหภูมิสูง และออกแบบไพรเมอร์ท่ี
มีควำมจ ำเพำะกบัล ำดบัเบสของยนีเป้ำหมำยเพื่อส่งเสริมใหไ้ดป้ริมำณ RT-PCR products มำกท่ีสุด 

2.4.5 การน าเวคเตอร์ลูกผสม (recombinant vector) เข้าสู่ host cells  

กำรน ำยีน หรือดีเอ็นเอ มำเช่ือมกบัเวคเตอร์ เช่น พลำสมิด โดยกำรตดัพลำสมิดดว้ย
เอนไซมจ์ ำเพำะชนิดเดียวกนักบัท่ีตดัดีเอ็นเอแลว้ใชเ้อ็นไซมไ์ลเกส (ligase) เช่ือมดีเอ็นเอให้เขำ้กบั
เวคเตอร์เรียกวำ่ เวคเตอร์ลูกผสม (recombinant vector) 

กำรน ำ recombinant vector เขำ้สู่เซลล์ผูเ้จำ้บำ้น เช่น E. coli โดยท ำให้เซลล์เจำ้บำ้นอยูใ่น
สภำพท่ีพร้อมหรือเหมำะสม เรียกวำ่ เซลล์คอมพีเทนต์ (competent cell) ซ่ึงสำมำรถกระท ำไดด้ว้ย
กำรใชส้ำรเคมีเช่น CaCl2  MgCl2  CoCl2  KCl  dimethysulfoxide ท่ีอุณหภูมิ 0-42 องศำเซลเซียส 
หรือใชไ้ฟฟ้ำเพื่อให้เกิดรูหรือช่องท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ หลงัจำกนั้นก็น ำ recombinant vector เขำ้ไปใน
เซลล์เจำ้บำ้น เรียกกระบวนกำรน้ีว่ำ ทรำนสฟอร์เมชนั (transformation) และเรียกเซลล์ผูท่ี้มี 
recombinant vector น้ีวำ่ ทรำนสฟอร์แมนต์ (transformant) เม่ือ transformant มีกำรแบ่งเซลล์เพิ่ม
จ ำนวนก็เท่ำกบัวำ่ยนีหรือ DNA ท่ีใส่เขำ้ไปนั้นเพิ่มจ ำนวนข้ึนดว้ย 
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2.4.6 การตรวจหาโคลนที่ต้องการ (identification of cells that recombination DNA 
molecules) 

เน่ืองจำกดีเอ็นเอท่ีใส่เขำ้ไปใน vector มำจำกเซลล์หรือเน้ือเยื่อเป็นดีเอ็นเอทั้งหมดใน
ส่ิงมีชีวิตนั้น (genomic DNA) เม่ือตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ ำเพำะจะมีจ ำนวนมำก หรือเป็นดีเอ็นเอท่ี
สังเครำะห์มำจำก mRNA ซ่ึงมีหลำยชนิดเช่นเดียวกนั เม่ือถ่ำยเขำ้สู่เซลล์เจำ้บำ้นแลว้จึงมีเซลล์จ  ำนวน
มำกและแต่ละเซลล์ได้รับช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีแตกต่ำงกนั เรียกว่ำเป็นห้องสมุดดีเอ็นเอ (DNA 
library) จึงมีควำมจ ำเป็นตอ้งเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอ็นเอ หรือยีนท่ีตอ้งกำรดว้ยวิธีตรวจสอบ phenotype 
คดัเลือกด้วยวิธีกำรทำงอิมมูโนเคมีโดยใช้แอนติบอดี หรือเลือกโดยกำรท ำโคโลนีไฮบริไดเซชัน 
(colony hybridization)  

พลำสมิดเป็นพำหะดีเอ็นเอท่ีใชง้ำนสะดวกท่ีสุด และใชก้นัอยำ่งแพร่หลำยส ำหรับกำร
โคลนยนี ในปัจจุบนับริษทัผูผ้ลิตไดผ้ลิตพลำสมิดชนิดต่ำงๆ ท่ีใชก้บั E. coli ออกมำเป็นจ ำนวนมำก 
พลำสมิดสำมำรถแยกสกดัได้ง่ำยมีประสิทธิภำพสูงในกำรถูกทรำนสฟอร์ม (transformed) เขำ้สู่
เซลลเ์จำ้บำ้น มียนีเคร่ืองหมำยหลำยชนิด และใชง้ำนไดส้ะดวกส ำหรับคดัเลือกเซลลท่ี์ไดรั้บดีเอ็นเอ
สำยผสม 

กำรท ำโคโลนีไฮบริไดเซชนัเป็นกำรวิเครำะห์ยีน หรือดีเอ็นเอที่โคลนได  ้ โดยกำร
สกดัพลำสมิดจำกโคโลนีที่ตอ้งกำร หลงัจำกนั้นน ำมำตรวจสอบขนำดดว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริ
ซิส เปรียบเทียบขนำดของพลำสมิด และพลำสมิดที่มีช้ินของดีเอ็นเออยู ่ (พลำสมิดลูกผสม) 
(Alcamo, 1996)  

 


