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บทคัดย่อ 
  
       Clitoria ternatea L. หรือ “อัญชัน” (Butterfly pea) เป็นพืชที่ปลูกได้ทั่วไปในเขตร้อน นิยม
ปลูกเป็นไม้ประดับตามรั้ว ซึ ่งดอกอัญชันมีสารที่สำคัญ คือ แอนโทไซยานิน โครงงานพิเศษนี้มี
จุดประสงค์เพื่อให้ทดสอบหาระยะการพัฒนาของดอกอัญชันที่เหมาะสมต่อการนำมาศึกษาการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ anthocyanin และทดสอบหาลำดับเบสของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ anthocyanin (ที่ยังไม่มีข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank) ทั้งหมด 7 ยีน 
ได้แก่ยีนที่มีลำดับเบสในฐานข้อมูล GenBank ทั้งหมด 6 ยีน คือ F3’5’H , 3GT, DFR, CHI, CHS 
และ ANS และ (ยีนที่ไม่มีลำดับเบสในฐานข้อมูล GenBank) ได้แก่ F3H ผลการทดลองพบว่า ใน
ระยะ S1, S2 และ S3 ยีนที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกันทั้ง 3 ระยะ ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
คือ 3GT, DFR และ CHI ซึ่งระยะที่มีการแสดงออกของยีนน้อยที่สุดคือระยะ S2 ที่อุณหภูมิ 54 องศา
เซลเซียส มีไพรเมอร์ที่ขึ้นแถบดีเอ็นเอเหมือนกันทั้ง 3 ระยะ ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ คือ 
CtCHI และ CtCHS ระยะที่มีการแสดงออกของยีนมากที่สุดคือระยะ S2 สุดท้ายที่อุณหภูมิ 52 และ 
54 องศาเซลเซียส ไพรเมอร์ที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ คือ F3H-F2/R2 
แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ Ct3’5’H ไม่แสดงแถบดีเอ็นเอในทุกอุณหภูมิที่ทำการทดลองรวมถึงทุกระยะ
การพัฒนาดอกอัญชันด้วย 
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Abstract 
 

          Clitoria ternatea L. also known as (Butterfly pea), is a plant commonly grown 
in the tropics, it is commonly planted as an ornamental plant along the fence. In which 
the butterfly pea flower contains an important substance, anthocyanin, the project 
This special purpose is to test the developmental stage of butterfly pea flowers 
suitable for study. Expression of genes involved in anthocyanin biosynthesis and 
sequencing of genes. Associated with the synthesis of anthocyanin for which data are 
not currently available in the Genbank database, all 7 primers were used. Genes There 
are 6 genes in the Genbank database: F3' 5'H, 3GT, DFR, CHI, CHS and ANS. The primers 
not in the Genbank database were F3H. The results showed that at a temperature of 
55°C in stages S1, S2 and S3 primers showing identical DNA bands in all 3 stages 
obtained from The DNA amplification was 3GT, DFR and CHI, with the least gene 
expression being the stage. R2 at 54 °C, all 3 phases of the same primers were added. 
The amount of DNA was CtCHI and CtCHS. The stage with the highest gene expression 
was the final S2 stage. Temperatures of 52 and 54 °C, primers showing DNA bands 
obtained from DNA amplification. was F3H-F2/R2, indicating that the primer CtF3' 5'H 
did not show DNA bands at all experimental temperatures. Including all stages of 
development of butterfly pea flowers. 
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บทที่ 1 
บทนำ  

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา  
      อญัชัน (Butterfly pea) ชื่อทางวิทยาศาสตร์ (Ciltroria ternatea L.) ปลูกได้ทั่วไปในเขตร้อน 
นิยมปลูกเป็นไม้ประดับตามรั้ว ซึ่งดอกอัญชันมีสารที่สำคญั คือ แอนโทไซยานิน  
      ปัจจุบันมีดอกอัญชันหลายสีที่เราพบเห็นได้  เช่น สีม่วง สีขาว สีฟ้า และสีชมพู เป็นต้น ส่วนใหญ่
มีการศึกษาสีของดอกอัญชันเพียงสีเดียวคือสีม่วง  เราจึงศึกษาการสังเคราะห์สารแอนโทไซยานิ นซึ่ง
เป็นเม็ดสีที่ทำให้เกิดความแตกต่างของสีดอกอัญชัน  แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) เป็นสารรงค
วัตถุ (Pigment) ที่ให้เกิดสีต่างๆ  พืชสังเคราะห์แอนโทไซยานินโดยมีวิถีการสังเคราะห์ที่ประกอบด้วย
ปฏิกิริยาชีวเคมีหลายขั้นตอน ในแต่ละขั้นตอนมีเอนไซม์ที่แตกต่างกันเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนสารจน
เกิดเป็น anthocyanin ซึ่งเป็นชนิดของแอนโทไซยานินที่พบในดอกอัญชัน ดังนั้นแล้วเซลล์ของดอก
อัญชันจึงต้องมีการแสดงออกของยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เหล่านี้ อย่างไรก็ดีการแสดงออกของ
ยีนเหล่านี้อาจเกิดขึ้นในระยะการพัฒนาของดอกอัญชันที่แตกต่างกัน ดังนั้นจุดประสงค์ของโครงงาน
พิเศษนี้จึงเป็นการศึกษาหาระยะการพัฒนาของดอกอัญชันที่พบการแสดงออกของยีนที่จำเป็นต่อการ
สังเคราะห์สาร anthocyanin นอกจากนี้การสืบค้นข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank พบว่ายังขาดข้อมูล
ลำดับเบสของยีนบางยีนในวิถีการสังเคราะห์ anthocyanin ดังนั้นแล้วจุดประสงค์อีกข้อหนึ่งของ
โครงงานพิเศษนี้จึงเป็นการทดลองโคลนและหาลำดับเบสของยีนสังเคราะห์ anthocyanin อื่นๆ ที่ยัง
ไม่มีในฐานข้อมูล GenBank ข้อมูลที่ได้มานี้จะช่วยให้สามารถนำไปศึกษาทำความเข้าใจเกี่ยวกับกลไก
การเกิดสีของดอกอัญชันสายพันธ์ุที่มีดอกสีแตกต่างกันต่อไปได ้ 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
       1.2.1 เพื ่อทดสอบหาระยะการพัฒนาของดอกอัญชันที ่เหมาะสมต่อการนำมาศึกษาการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ anthocyanin 
       1.2.2 เพื่อทดสอบหาลำดับเบสของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ anthocyanin ที่ยังไม่มี
ข้อมูลในฐานข้อมูล NCBI 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  
       1.3.1 ออกแบบไพรเมอร์สำหรับการเพิ่มปริมาณยีนสังเคราะห์ anthocyanin จำนวน 6 ยีน
ได้แก่ย ีนที ่กำหนดการสร้างเอนไซม์ Flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’5’H), UDP-glucose: 
flavonoid 3-O-glucosyltransferase (3GT), dihydroflavanol 4-reductase (DFR), Chalcone เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Isomerase (CHI), Chalcone Synthase (CHS) และ Leucoanthocyanidin dioxygenase (ANS) 
โดยใช้ข้อมูลลำดับเบสในฐานข้อมูล GenBank 
 1.3.2 ทดสอบการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีนสังเคราะห์ anthocyanin จาก cDNA ของ
ดอกอัญชันที่อยู่ในระยะการพัฒนาที่แตกต่างกัน 3 ระยะ 
 1.3.3 ออกแบบไพรเมอร์เพื่อใช้เพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอของยีนสังเคราะห์ anthocyanin ที่ยัง
ไม่มีในฐานข้อมูล GenBank อย่างน้อย 1 ยีน และหาลำดับเบสของยีนดังกล่าว 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
      1.4.1 ทราบระยะการพัฒนาของดอกอัญชันที่เหมาะสมต่อการนำมาศึกษาการแสดงออกของ
ยีนที่จำเป็นต่อการสังเคราะห์ anthocyanin 

          1.4.2 ทราบลำดับเบสของยีนสังเคราะห์ anthocyanin เพิ่มเติมจากยีนอื่นๆ ที่มีข้อมูลใน
ฐานข้อมูล GenBank 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 

2.1 ลักษณะทั่วไปของดอกอัญชัน 
 

      Clitoria ternatea L. หรือ ดอกอัญชัน (รูปที่2.1) เป็นแหล่งของ polyacylated anthocyanins 
จำนวนมากและมีความเสถียรสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ  non-acylated anthocyanins สามารถ
นำมาใช้ประโยชน์เป็นสารแต่งสีผสมอาหารได้ (Buchweitz et al., 2012; Marpaung et al., 2019) 
เช่นเดียวกับแอนโทไซยานินทุกชนิด โดยสีของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันจะเปลี่ยนไป
ตามค่า pH ที่ pH ต่ำกว่า 3.2 มีสีแดง ตั้งแต่ pH 3.2 ถึง 5.2 สีจะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีน้ำเงิน จาก 
pH 5.2 จนถึง pH 8.2 มีสีฟ้าอ่อน และจาก pH 8.2 ถึง 10.2 สีจะเปลี่ยนจากสีฟ้าอ่อนเป็นสีเขียวเข้ม 
(Escher et al., 2020a) โดยการเปลี่ยนแปลงสีสามารถอธิบายได้จากการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้าง
ที่เกิดขึ้นภายในโมเลกุลของแอนโทไซยานินพร้อมกับการเปลี่ยนแปลงระดับความเข้มข้นในสภาวะที่
เป็นกลาง ทั้ง H+ และ OH –  โดย flavylium ion ทำให้เกิดสีแดง, quinoidal base ที่เป็นกลางทำให้
เ ก ิ ด ส ี น้ ำ เ ง ิ น แล ะส ี เ ข ี ย ว เ กิ ด จ าก  ionic chalcone (Liu et al., 2014) ใ น  non- acylated 
anthocyanins นั้น เมื่อ pH เพิ่มขึ้น flavylium ion จะเปลี่ยนแปลงเป็น carbinol pseudo base 
ที่ไม่มีสี แต่ในแอนโทไซยานินของดอกอัญชันนั้นมี acyl groups เพื่อป้องกันการ hydrolysis ของ 
flavylium ion ไปเป็นรูปแบบ carbinol pseudo base ที่มีความเสถียรต่ำและเกิดเป็นสีน้ำเงินของ 
quinoidal แทน ซึ่งมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงค่า pH ต่ำกว่าในสภาวะที่เป็นกรดอ่อนหรือใน
สภาวะที่เป็นกลาง (Bridle and Timberlake, 1997) เพราะฉะนั้นแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันสี
น้ำเงินสามารถนำมาใช้เป็นสารให้สีน้ำเงินในระบบอาหารที่เป็นกรดและกลาง  

 

 

 

 
 
 
 

รูปที่ 2.1 ดอกอัญชัน 
(ที่มา: https://aroi-mark.com/archives/1675) 
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2.2 สารแอนโทไซยานิน 
         แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุที่พบในพืชทั้งในดอกและในผล ให้สีแดง น้ำเงิน ม่วง ละลายน้ำได้
ดี ปัจจุบันนี้แอนโทไซยานินจัดเป็นรงควัตถุที่ได้รับความสนใจจากนักวิจัยเป็นส่วนมาก เนื่องจากเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) จัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ปัจจุบันมีการค้นพบแอนโทไซยานิน 
มากกว่า 300 ชนิดจากสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่ได้พบกว่า 7 ,000 ชนิด (กรมวิทยาศาสตร์บริการ, 
2553) ดังนั้นจึงพบได้ในพืชหลากหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็น ข้าวเหนียวดำ ข้าวไรซ์เบอร์รี ่ ลูกหว้า 
ข้าวโพดสีม่วง กะหล่ำปลีม่วง กระเจี๊ยบ ดอกชบาแดง เป็นต้น ซึ่งลักษณะสีที่ปรากฏของแอนโทไซ
ยายนินในพืชก็แตกต่างกัน  การสกัดเป็นขั้นตอนแรกที่สำคัญในกระบวนการนำกลับมาของสารสำคัญ
จากพืช (Jeyaraj et al., 2020) โดยจุดประสงค์ในการเลือกวิธีการสกัดที่เหมาะสมคือเพื่อให้ได้ผล
ผลิตสูงสุดกับสารประกอบที่มีความเข้มข้นสูง เนื่องจากแอนโทไซยานินมีความไวต่อความร้อน , แสง, 
กรด และด่าง การเลือกวิธีการสกัดที่เหมาะสมมีผลต่อปริมาณของแอนโทไซยานินสูงสุดโดยที่ไม่มีการ
สลายตัว (Chandrasekhar et al., 2012; Jeyaraj et al., 2020) เมื่อพิจารณาถึงวิธีการสกัดด้วยตัว
ทำละลาย, ประเภทของตัวทำละลาย, สารตั้งต้น ประกอบด้วย อัตราส่วนตัวทำละลาย, อุณภูมิในการ
สกัด, เวลาในการสกัด และเวลาในการแช่มีผลต่อผลผลิตที่ได้จากการสกัดและปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมด (TAC) ของสารสกัดแอนโทไซยานิจากดอกอัญชัน (Rocha et al., 2020) การเลือกตัวทำ
ละลายควรจะพิจารณาเกี่ยวกับการใช้สารสกัดแอนโทไซยานิน เพราะฉะนั้นเมื่อสกัดแอนโทไซยา
นินจากดอกอัญชันเพื่อใช้กับอาหาร ควรหลีกเลี่ยงการใช้ตัวทำละลายอินทรีย์ที่เป็นอันตราย (Khoo 
et al., 2017; Chemat et al., 2019) มีงานวิจัยหลายงานวิจัยที่ใช้การสกัดด้วยแอลกอฮอล์ เช่น, 
37% เอทานอล (Jaafar et al., 2020), 50% เอทานอล (Pham et al., 2019), 50% เมทานอล 
(Shen et al., 2019)] เพื่อสกัดสารแอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน อย่างไรก็ตาม FDA (2018) ได้จัด
ให้เมทานอลเป็นตัวทำละลายประเภทที่ 2 ซึ่งมีความเป็นพิษโดยธรรมชาติ และเอทานอลเป็นตัวทำ
ละลายประเภทที่ 3 ซึ่งควรกำจดัโดยการผลิตตามหลักปฏิบัติ (GMP) และข้อกำหนดด้านคุณภาพอื่นๆ 
น้ำกลั่นคือตัวทำละลายที่ดีที่สุดสำหรับการสกัดแอนโทไซยานินสำหรับการใช้ในด้านอาหารเพราะน้ำ
อาจถูกพิจารณาว่าเป็นตำทำละลายไม่มีพิษ , ไม่ติดไฟ และเป็น green solvent ราคาไม่แพง 
(Chemat et al., 2019) ดังนั้นการวิจารณ์นี้สนใจเกี่ยวกับการสกัดแอนโทไซยานินจาดอกอัญชันด้วย
น้ำ 

      Saptarini and Suryasaputra (2018) พบว่าปริมาณแอนโทไซยานินของสารสกัดแอนโทไซยา
นินจาก ดอกอัญชันที่สกัดโดยใช้น้ำที่ pH 1 นั้นสูงกว่าที่ใช้น้ำที่ pH 2 ปรากฏว่า pH ของน้ำที่ใช้ใน
การสกัดนั้นมีผลต่อ ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (TAC) ของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอก
อัญชัน Kang et al. (2021) ได้เสนอแนะว่าประสิทธิภาพการสกัดสูงขึ้นต่อเมื่อใช้ตัวทำละลายที่เป็น
กรดมากขึ้นคือแอนโทไซยานินมีความเสถียรสูงขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นกรด ในการศึกษาบาง
งานวิจัยใช้ขั้นตอนการแช่ก่อนการสกัดแอนโทไซยานิน อย่างไรก็ตาม Shen et al. (2019) ได้อธิบายเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไว้ว่าไม่จำเป็นต้องแช่เมื่อสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันโดยใช้น้ำ โดยการแช่จะลดค่า TAC ของ
สารสกัดแอนโทไซยานินอย่างมีนัยสำคัญ จาก 58.2 ถึง 39.9 ไมโครกรัม เมื่อนำกลีบมาแช่ในน้ำเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญใน TAC ของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอก
อัญชันเมื่อแช่นาน 6 และ 12 ชั่วโมง สาเหตุของการลดลงของ TAC เนื่องจากการแช่อาจเกิดจากการ
เพิ่มขึ้นของ hydrolysis ของแอนโทไซยานินเมื่อมีโมเลกุลของน้ำมากขึ้น (Matsufuji et al., 2007; 
Marpaung et al., 2017) เพราะฉะนั้นการสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันด้วยน้ำอาจสามารถ
ทำได้โดยไม่ต้องมีขั้นตอนการแช่ทำให้เป็นประโยชน์ต่อปัจจัยด้านเวลาในระหว่างกระบวนการสกัด  

      เมื่อพิจารณาถึงสารตั้งต้น ได้แก่ อัตราส่วนตัวทำละลาย 1:20 (กรัมต่อมิลลิลิตร) ถูกรายงานโดย 

Chusak et al. (2018) และ Ahmad et al. (2020) ว่าเป็นอัตราส่วนที่ดีที่สุดสำหรับการสกัดแอนโท
ไซยานินจากดอกอัญชัน ซึ่งปริมาตรของน้ำที่ใช้สำหรับการสกัดเป็นปัจจัยสำคัญ เนื่องจากตัวทำ
ละลายที่มีน้อยจะไม่สามารถสกัดแอนโทไซยานินจากกลีบดอกอัญชันได้ในปริมาณที่เพียงพอ และใน
ส่วนของน้ำที่เกินมาจะใช้พลังงานมากขึ้นในการระเหยออกไป โดยอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศา
เซลเซียส และเวลาที่ใช้ในการสกัดประมาณ 20-60 นาที ถือว่าเป็นอุณหภูมิและเวลาในการสกัดที่
เหมาะสมที่สุดของการสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน เพราะว่าอุณหภูมิที่สูงขึ้นและระยะเวลาใน
การสกัดที่นานขึ้นอาจส่งผลให้แอนโทไซยานินเสียสภาพได้ (Loypimai et al., 2016; Aprodu et 
al., 2020) อุณหภูมิสูงและระยะเวลาในการสกัดนานมีผลเสียทำให้สิ้นเปลืองพลังงานที่ใช้ไป ปัจจัย
การสกัดส่งผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันอีกด้วย โดย Shen 
et al. (2019) ได้แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน
ขึ ้นอยู ่กับตัวทำละลายที่ใช้สกัดและระยะเวลาการแช่เมื ่อสกัด อย่างไรก็ตาม 2,2diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญในการกำจัดอนุมูลอิสระของสารสกัด
แอนโทไซยานินจากดอกอัญชันท ี ่ ใช ้น ้ำกลั่ นในการสกัดโดยไม ่ต ้องแช่ (10.9 mM Trolox 
equivalents (TE)/g dry basis) และหลังจากแช่เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (11.7mM TE/g dry basis) การ
แช่ในน้ำนานถึง 24 ชั่วโมง ช่วยลดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชนัที่
สกัดด้วยน้ำกลั่นอย่างมีนัยสำคัญ (9.45mM TE/g dry basis) (Shen et al., 2019) นอกจากนี้ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันที่สกัดด้วย 50% เมทานอล (12.2 mM 
TE/g dry basis) พบว่า DPPH ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญในการกำจัดอนุมูลอิสระเมื่อเทียบ
กับสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันที่สกัดโดยใช้น้ำกลั่นที่เวลาในการแช่ 0 ชั่วโมง (10.9 mM 
TE/g dry basis) ในขณะเดียวกัน Jeyaraj et al. (2021) พบว่าในฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
แอนโทไซยานินจากดอกอัญชันที่ได้จากการสกัดด้วยน้ำไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญและการ
สกัดด้วย 50% เอทานอล ที่ทดสอบโดยใช้ DPPH และ ferric พบว่าช่วยลดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
(FRAP) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันสีน้ำเงินสามารถสกัดได้โดยใช้น้ำกลั่นและใช้
เป็นสารแต่งสีสีฟ้าธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง ดังนั้นเมื่อสกัดสารแอนโทไซยานินจากดอก
อัญชันเพ่ือใชใ้นด้านอาหารจึงควรสกัดด้วยนำ้ร้อนกับระยะเวลาในการสกัดที่สั้น 
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       เทคนิคการสกัดด้วยตัวทำละลายจะใช้ตัวทำละลาย เวลา พลังงานความร้อนมากกว่า และมี
ข้อเสียหลายประการ เพื่อทำการพิสูจน์การสกัดด้วยตัวทำละลายและเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด 
จึงมีการสำรวจเทคนิคการสกัดแบบไม่ธรรมดาหลายวิธี Ultrasonication เป็นหนึ่งในเทคนิคดังกล่าว
ในการสกัดโดยใช้คลื่นอัลตราซาวด์ ทำให้เกิดการเคลื่อนที่ของโมเลกุลตัวทำละลายและตัวอย่างในการ
แตกตัวของผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ของพืช ช่วยอำนวยความสะดวกในการเคลื่อนย้ายไปยังตัวทำ
ละลายโดยรอบ (Chemat et al., 2011) มีการศึกษาการสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันโดยใช้
คลื่นอัลตราซาวด์กับน้ำ พบว่าการสกัดด้วยน้ำกับคลื่นอัลตราซาวด์ให้สารสกัดแอนโทไซยานินที่ดีกว่า 
246.48% เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยเอทานอล จากการศึกษาดังกล่าว TAC ของสารสกัดดอกอัญชันสี
น้ำเงิน (1.126 mg delphinidin-3-O-glucoside equivalent/g) ที่ได้จากการสกัดด้วยน้ำกับคลื่นอัล
ตราซาวด์มีค่าสูงกว่า (0.325 mg delphinidin-3-O-glucoside equivalent/g)  ที่ได้จากการสกัด
ด้วยเอทานอล (Gwee and Chong, 2015) โดย Marsin et al. (2020) ใช้คลื่นไมโครเวฟในการสกัด
แอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน แต่ค่า TAC ของสารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันที่ได้จากการ
สกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟไม่ได้แสดงค่าที่สูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับค่า TAC ของสารสกัดแอนโทไซยา
นินจากดอกอัญชันที่ได้จากการสกัดด้วยน้ำร้อนในการศึกษาโดย Ahmad et al (2563) ดังนั้นการใช้
การสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันด้วยคลื่นอัลตราซาวด์จึงมีแนวโน้มนำไปใช้สำหรับด้านอาหาร
ได ้เมื่อสกัดแอนโทไซยานินจากกลีบดอกอัญชันโดยใช้น้ำ สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ที่ละลายได้ใน
น้ำจะถูกสกัดออกมาพร้อมกันด้วย ดังนั้น สารประกอบเหล่านี้อาจมีส่วนช่วยให้คุณสมบัติต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดแอนโธไซยานินเพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพอาจส่งผลให้สารสกัดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สูงขึ้น (Jeyaraj et al., 2020) สารสกัดแอนโทไซยานินจากดอกอัญชันที่ได้จากการสกัดโดยใช้วิธีอัล
ตราซาวนด์แสดงให้เห็นถึงกิจกรรมการกำจัดอนุมูลอิสระของ DPPH เมื่อเทียบกับสารสกัดแอนโทไซ
ยานินจากดอกอัญชันที่ได้จากการสกัดด้วยเอทานอล (Gwee and Chong, 2015) จำเป็นต้องมี
การศึกษาเพิ่มเติมในการตรวจสอบผลกระทบของเทคโนโลยีจากการสกัดแบบใหม่อื่นๆ เช่น การแปร
รูปด้วยความดันสูง การสกัดด้วยน้ำ เป็นต้น เพื่อสกัดสารแอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน 
 
   2.2.1 การสังเคราะห์สาร ternatins 
           กระบวนการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการสังเคราะห์ฟลาโว
นอยด์ (Tanaka et al., 2009) การสังเคราะห์แอนโทไซยานินมีความเกี่ยวข้องกับเอนไซม์ chalcone 
synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI), flavanone 3-hydroxylase (F3H), flavonoid 3′ 
-hydroxylase (F3′ H), flavonoid 3 ,5′ -hydroxylase (F3′ 5′ H), dihydroflavonol 4-reductase 
(DFR), anthocyanidin synthase (ANS), glycosyltransferase (GT), and acyltransferase (AT) 
anthocyaninถูกสังเคราะห์ขึ้นในไซโทพลาซึมของเซลล์ แล้วส่งไปยังแวคิวโอลการขนส่งของแวคิว
โอลเกิดขึ้นในหลาย pathway ซึ่งรวมถึงเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมที่ได้มาจากถุงเรติคูลัมและตัวขนส่งที่
คล้ายกลูตาไธโอนที่จับกับโทโนพลาสต์ Stransferase (Collings, 2019) แอนโทไซยานินที่มีกรดเป็น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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องค์ประกอบที่เร่งปฏิกิริยาโดย acyltransferase (ATs) และการดัดแปลงแอนโทไซยานินขั้นสุดท้าย
เกิดขึ้นหลังจากถูกย้ายไปยงัแวคิวโอล (Lu et al., 2021) จากการศึกษาโดย Kogawa et al. (2007a) 
และ Tanaka et al. (2009) พบว่าในการสังเคราะห์ ternatins ขั ้นแรกเริ ่มจากการสร้างของ 

delphinidin-3-O-β-glucoside และจากนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงโดย glucosylation และ acylation 

สำหรับการสังเคราะห์ delphinidin-3-O-β-glucoside, 4-coumaroyl-CoA และ malonyl- CoA 
ทำหน้าที่เป็นสารตั้งต้นการสังเคราะห์ naringenin และ chalcone จากสารตั้งต้นทั้งสองถูกใช้เป็น
ตัวกลาง โดยเอนไซม์ CHS ซึ่งเป็นเอนไซม์หลักของการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ จากนั้น naringenin 
chalcone จะถูกแยกออกจาก CHI ไปเป็น naringenin จากนั้น naringenin จะถูกเปลี่ยนไปเป็น 
dihydrokaempferol โดยเอนไซม์ F3H Dihydrokaempferol จะถูกแปลงเป็น dihydromyricetin 
โดยทั้งเอนไซม์ F3 ′5′ H และ F3′ H เป็นเอนไซม์ที่มีผลทำให้แอนโทไซยานินมีความหลากหลายโดย
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง B-ring hydroxylation ซึ่งมีผลต่อสีของแอนโทไซยานิน (Liu et al., 
2018) ดังนั้น F3′ 5′ H จึงส่งผลโดยตรงต่อการสังเคราะห์แอนโทไซยานินสีน้ำเงินในดอกอัญชันสีน้ำ
เงิน เนื่องจากการเกิด hydroxylation ของ B-ring จะไปเปลี่ยนสีแอนโทไซยานินไปทางสีน้ำเงิน 
(Togami et al., 2006) จากนั้น dihydromyricetin ถูกเปลี่ยนไปเป็น leucodelphinidin ซึ่งไม่มีสี 
โดยเอนไซม์ DFR และ delphinidin ตามลำดับ โดยเอนไซม์ ANS (Kogawa et al., 2007a) หมู่ 
glucosyl ถูกเติมให้กับ delphinidin โดยแอนโทไซยานิน 3-O-glucosyltransferase (3GT) เพื่อ

สร ้าง delphinidin-3-O-β-glucoside  โดย Kogawa et al. (2007a) ได ้ระบุว ่าม ีการเพ ิ ่มหมู่ 

glucosyl อื่นใน B-ring ของ delphinidin 3-O-β-glucoside malonylation ของ delphinidin 3- 

O-β-glucoside เ ท ่ าน ั ้ น  ด ั งน ั ้ น  delphinidin 3-O-β-glucoside จึ ง เ ป็ นmalonylated เ มื่ อ
มีanthocyanidin 3-O-glucoside 6′′- O-malonyltransferase (A6′′ MaT) จากนั้น glucose สอง

โมเลกุลจะถูกเติมลงใน delphinidin 3-O-(6′′ -O-malonyl)-β-glucoside ตำแหน่งแรกตั้งแต่ 3′ ไป
ตำแหน่ง 5′ (Kazuma et al., 2004) glycosylationนี ้ม ีส ื ่อกลางโดยแอนโทไซยานิน 3′,5′-O 
glucosyltransferase (UA3′ 5′ GT) ในสองข ั ้นตอนต่อมา (Kogawa et al., 2007b) โมเลก ุลนี้

เร ียกว่า delphinidin 3-O-(6′′-O-malonyl)-β-glucoside-3′,5′-di-O-β-glucoside และสามารถ
เรียกได้อีกชื่อหนึ่งว่า ternatin C5. Ternatin C5 เป็น ternatin อย่างง่าย ternatin อีก 14 ชนิดถูก
สังเคราะห์โดยการเพิ ่มหมู่  acyl และ glucosy lไปยัง ternatin C5 ต่อข้างหน้าโมเลกุลของ 
acyltransferases (ATs) และ glucosyltransferases (GTs) นอกจากนี้ acyltransferases (AT) ยัง
มีบทบาทสำคัญที่ส่งผลให้เกิดสีน้ำเงินและความเสถียรของ ternatin เนื่องจาก polyacylation ของ 
ternatin ที่มีหมู่ p-coumaroyl ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนสีของแอนโทไซยานินเป็นบริเวณสีน้ำเงิน
เนื่องจากการสร้างเม็ดสีร่วมภายในโมเลกุลระหว่างacyl moieties และ ระหว่าง acyl moieties กับ 
anthocyanins chromophore ( Honda and Saito, 2002) นอกจากนี้ polyacylation ที่ตำแหน่ง 
3′ ของแอนโทไซยานินยังส่งผลให้มีสีน้ำเงิน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(Lu et al., 2021) นี่คือเหตุผลหลักที่ทำให้ ternatin มีความเสถียรสูง เนื่องจาก ternatin ส่วนใหญ่ม ี
polyacylated ที่ ตำแหน ่ ง  3 ′  ด ั งน ั ้ น เม ื ่ อศ ึกษาการส ั ง เคราะห์  ternatin, hydroxylation, 
glycosylation และ acylation ทั้งหมดนี้จึงถือเป็นขั้นตอนที่สำคัญที่สุดในการสังเคราะห์แอนโทไซ
ยานินสีน้ำเงินในกลีบดอกอัญชัน 
 

2.3 Reverse transcription 
    การสร้างสาย complementary DNA (cDNA) ด้วยวิธี reverse transcription (RT) (รูปที่ 2.2)
โดยใช้ RNA เป็นต้นแบบ หรือการทำอีกสายขึ้นมาคู่กับ RNA นั่นเองเพื่อให้เป็นสายคู่ที ่จะเข้าสู่
ปฏิกิริยา PCR ได้ โดยใช้เอนไซม์ reverse transcriptase ซึ่งการสร้างสาย cDNA จะใช้ primer ที่
เป็น oligo-dT, random hexamer หรือ gene specific primer ก็ได้ จากนั้นจึงนำสาย cDNA ที่
สังเคราะห์ได้เข้าสู่ขั้นตอน PCR ต่อไป 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 กระบวนการ Reverse transcription 
(ที่มา: microbiologynotes.org/reverse-transcription-polymerase-chain-reaction-rt-pcr) 

 
2.4 การแสดงออกของยีน 
       การแสดงออกของยีนเกิดจากกระบวนการถ่ายทอดข้อมูลจาก DNA ไปยัง RNA เรียกว่าการ
ลอกรหัส (Transcription) ซึ่งเป็นกระบวนการที่ใช้ DNA เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ RNA ซึ่ง
กระบวนการ Transcription นั้นประกอบไปด้วยกระบวนการที ่สำคัญ 3 ขั ้นตอนคือ Initiation 
Elongation และ Termination โดยภายหลังจากมีการลอกรหัสแล้วก ่อนจะมีการแปลรหัส 
(Translation) ไปเป็นโปรตีน จะมีกระบวนการเปลี่ยนแปลง RNA ที่สังเคราะห์ได้รวมทั้งมีกลไกใน
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การควบคุมการแสดงออกของยีน โดยที่กระบวนการ ลอกรหัส การเปลี่ยนแปลง RNA และการ
ควบคุมการแสดงออกของยูคาริโอตจะมีกลไกที่ซับซ้อนกว่าโปรคาริโอต ซึ่งประกอบด้วยยีนโครงสร้าง 
(structural gene) และยีนควบคุม (regulatory gene) โดยการแสดงออกของยีนจะมีการแสดงออก
ได้มากน้อยเร็วหรือช้า อาจขึ้นอยู่กับความแตกต่างขององค์ประกอบของยีนที่มีอยู่ในสายพันธุ์พืชที่
ทนทานและอ่อนแอเช่นลำดับของนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนที่แตกต่างกัน ความแตกต่างกันของส่วน
โปรโมเตอร์ หรือความแตกต่างกันของ transcription factor ที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน
นั้นๆ ดังนั้น การทราบระดับการแสดงออกของยีนจะทำให้เข้าใจถึงกระบวนการทำงานของพืชที่
ทนทานหรืออ่อนแอต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมชนิดนั้นๆ ได้  
 

2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 

           ตัวอย่างงานวิจัยที่ทำการโคลนยีนในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินจากดอกอัญชัน เช่น 
งานวิจัยของ กุหลาบ และคณะ (2557) ตัวอย่างดอกอัญชันและพิทูเนียในระยะเริ่มเกิดสีน้ำเงินและใช้
ยีนที่สำคัญในสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ได้แก่ F3’5’H ซึ่งทำที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ผลการ
ทดลองการโคลนยีน F3’5’H จากดอกอัญชันและพิทูเนียสีน้ำเงินนั้น พบว่ามีการแสดงออกของยีน 
F3’5’H จากดอกอัญชันและพิทูเนีย ซึ่งยีนที่โคลนได้มีขนาด 1739 bp และ 1852 bp ตามลำดับ  
        การโคลนยีนในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินนั้นถูกนำมาศึกษาในพืชชนิดอื่น ๆ ด้วย เช่น 
การโคลนยีนจากดอกไฮเดรนเยีย เช่น การโคลนยีนและการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีน 
HymMYB2 ใน Hydrangea macrophylla ในงานว ิจ ัยของ  Peng Jiqing et al. (2021)  ได ้นำ 
Hydrangea macrophylla ที่เป็นหมันของไฮเดรนเยียแมคโครฟิลลาพันธุ์ ‘Forever Summer' (สี
น้ำเงิน) , 'Fendai' (สีแดง) และ 'Emile Mouillere' (สีขาว) ใน S1, S2, S3 และS4 มาทำการทดลอง 
ผลการทดลองพบว่า ยีน HymMYB2 ที่ได้จากการเพิ่มจำนวน DNA ด้วยวิธี PCR ขึ้นแถบเดียวที่ 
1,000 bp และการแสดงออกของ HymMYB2 เพิ่มขึ้นก่อนแล้วค่อยลดลงตามการพัฒนาของดอกที่
เป็นหมันในพันธุ ์ไฮเดรนเยียสีน้ำเงิน สีขาว และสีแดง ซึ ่งการศึกษาผลของ HymMYB2 ต่อยีน
โครงสร้างในการสังเคราะห์ทางชีวภาพของแอนโธไซยานินใน hydrangea ยีนที่สำคัญได้แก่ ANS, 
BZ1 , C3’ 5’ H, CHS (chalcone synthase), CYP75B1 (flavonoid 30 - monooxygenase), 
DFR และ F3H พบว่า ระดับการแสดงออกของยีน ANS, C3’ 5’ H, CYP75B1, DFR และ F3H 
ทั้งหมดมีค่าสูงสุดในช่วงที่ดอกบานเต็มที่ (S3)  
       งานวิจัยของ Han et al. (2020) ศึกษาการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที ่เกี ่ยวกับการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอยด์และแอนโทไซยานินในกลีบดอก Malus hupehensis โดยเก็บรวบรวมระยะ
การพัฒนาของดอก Malus hupehensis มาทั้งหมด 5 ระยะ คือ S1 คือ ระยะตาขนาดเล็ก, S2
คือ ระยะตาขนาดใหญ่, S3 คือ ระยะเริ่มออกดอก, S4 คือ ระยะดอกบานออก และ S5 คือ ระยะดอก
บานอย่างสมบูรณ์ ซึ่งมียีนที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ได้แก่ PAL, FHT, CHS, CHI, เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



10 

 

 

FHT, DFR, FLS, ANS และ UFGT จากการทดลองพบว่าการแสดงออกของยีน CHS, CHI, F3H, DFR 
และ ANS มีการแสดงออกของยีนมากที่สุดใน S2  เพราะดอกใน S2 มีกลีบดอกที่เป็นสีแดงซึ่งในกลีบ
ดอกที่เป็นสีแดงนั้นจะไปสอดคล้องกับระดับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินโดยพบว่าระดับการ
สังเคราะห์ของแอนโทไซยานินนั้นสูงสุดในระยะ S2 ซึ่งมีกลีบดอกสีแดง  
      งานวิจัยของ Hui et al. (2022) ศึกษาการระบุ 7 ยีนโครงสร้างที่สำคัญในการสังเคราะห์แอนโท
ไซยาน ินของกล ีบดอก  Hydrangea macrophylla โดยนำกลีบเล ี ้ยงของดอก Hydrangea 
macrophylla มาทั้งหมด 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ ‘Bailmer’, ‘Duro’ และ ‘Saxon Kleiner Winterberg’ 
ซึ่งผลการทดลองพบว่าจากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโครงสร้างที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอน
โทไซยานินแสดงให้เห็นว่าระดับการแสดงออกของ HmCHS1 แสดงออกสูงที่สุดที่กลีบเลี้ยงและ
แสดงออกต่ำที่สุดที่รากและลำต้น โดย HmCHS1 มีการแสดงออกในกลีบเลี้ยงสีชมพูของ ‘Bailmer’ 
และ ‘Duro’ มากกว่ากลีบเลี้ยงสีขาวของ ‘Saxon Kleiner Winterberg’ ส่วนยีน HmCHI นั้นมีการ
แสดงออกมากที่สุดในกลีบเลี้ยงของ ‘Bailmer’ และ ‘Duro’ ต่อมายีน HmF3H3 มีการแสดงออกสูง
ที ่สุดในกลีบเลี ้ยงของ ‘Bailmer’ แต่ถ้าเป็น ‘Duro’ จะแสดงออกที่รากสูงที ่สุด ส่วนระดับการ
แสดงออกของ HmF3H1 ในกลีบเลี ้ยงสีชมพูสูงกว่ากลีบเลี ้ยงสีขาว ถ้าเป็นยีน HmF3’H1 และ 
HmF3’H2 ซึ ่งระดับการแสดงออกของ HmF3’H1 ในกลีบเลี ้ยงสีชมพูของทั ้งสองสายพันธุ ์คือ 
‘Bailmer’และ‘Duro’สูงกว่ากลีบเลี ้ยงสีขาวของ  ‘Saxon Kleiner Winterberg’ แต่ระดับการ
แสดงออกของ HmF3’H2 ในกลีบเลี ้ยงสีชมพูของ ‘Duro’ ต่ำกว่ากลีบเลี ้ยงสีขาวของ ‘Saxon 
Kleiner Winterberg’ ต่อมายีน HmDFR1 มีการแสดงออกสูงสุดที่กลีบเลี้ยงของ ‘Bailmer’ แต่ต่ำ
กว่าในรากและลำต้นของ ‘Duro’ ส่วน HmDFR2 มีการแสดงออกสูงสุดในกลีบเลี้ยงของ ‘Bailmer’ 
และ ‘Duro’ สุดท้ายยีน HmANS1, HmANS2 และ HmANS3 มีการแสดงออกในกลีบเลี ้ยงของ 
‘Bailmer’ และ ‘Duro’ เท่านั้น แต่ HmANS3 มีการแสดงออกในกลีบเลี้ยงสูงกว่าในส่วนอื่นรวมถึงมี
การแสดงออกสูงกว่ากลีบเลี ้ยงสีขาวของ  ‘Saxon Kleiner Winterberg’ ดังนั ้นยีนโครงสร้างที่
เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในกลีบเลี ้ยง ได้แก่ HmCHS1, HmCHI, HmF3H1, 
HmF3’H1, HmF3’5’H, HmDFR2 และ HmANS3 
      งานวิจัยของ Zhao et al. (2015) ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนที่เกี ่ยวกับการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินในทับทิมสีแดง (Hongbaoshi) และสีขาว (Shuijingtian) โดยได้นำทับทิมสี
แดงและสีขาวมาทั้งหมด 8 ระยะ จากผลการทดลองพบว่าเมื่อทำการโคลนยีนแล้ววิเคราะห์การ
แสดงออกของยีนพบว่ายีนที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินทั้งหมด 6 ยีน ที่นำมาโคลนยีนใน
ทับทิมส ีแดงและสีขาวได้แก ่ ANS, CHS, CHI, F3H, DFR, UFGT และ MYB ปรากฏว่า ม ีการ
แสดงออกของยีนทั้งหมด 5 ยีน ในทับทิมสีแดงและสีขาวได้แก่ยีน PgCHS, PgCHI, PgF3H, PgDFR 
และ PgUFGT ซึ่งจะแสดงออกสูงสุดที่ 2 ระยะ ในระหว่างการพัฒนาผลช่วงระยะแรกและระยะที่
ผลไม้สุก โดยยีน PgANS มีการแสดงออกในทับทิมสีแดงซึ่งการแสดงออกของยีน PgANS นั้นมีการเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แสดงออกที่เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ เหมือนกับระยะการพํมนาของทับทิมสีแดง แต่ไม่มีการแสดงออกในทับทิม
สีขาว ส่วน PgMYB มีการแสดงออกทั้งในทับทิมสีแดงและสีขาว แต่จะแสดงออกสูงสุดที่ระยะ S3  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย  
 

3.1 ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการศึกษา 
     เก็บรวบรวมดอกอัญชันสีม่วงที่มีระยะการพัฒนาที่แตกต่างกัน 3 ระยะ โดยใช้ขนาดของดอกเป็น
ข้อกำหนดระยะการพัฒนา 
 

3.2 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
      ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดสอบมีทั้งหมด 7 คู่ ซึ่ง 6 คู่ นั้นมีในฐานข้อมูล ได้แก่ Flavonoid 3’,5’-
hydroxylase (F3 ’ 5 ’ H), UDP-glucose:flavonoid 3 - O-glucosyltransferase (3 GT), 
dihydroflavanol 4-reductase (DFR), Chalcone Isomerase (CHI), Chalcone Synthase (CHS) 
และ Leucoanthocyanidin dioxygenase (ANS) และอีก 1 ไพรเมอร์ นั้นไม่มีในฐานข้อมูล 
   
    3.2.1 การออกแบบไพรเมอร์ที่มีในฐานข้อมูล Genbank 
            ไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ นั้นเป็นไพรเมอร์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล Genbank โดยลำดับกรดอะมิโนของ
พืชที่ใช้คือ Cliotoria ternatea L. จากนั้นนำไปออกแบบไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่  ได้แก่ 
Flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’5’H), UDP-glucose:flavonoid 3-O-glucosyltransferase 
(3GT), dihydroflavanol 4-reductase (DFR), Chalcone Isomerase (CHI), Chalcone Synthase 
(CHS) และ Leucoanthocyanidin dioxygenase (ANS) ดังตารางที่ 3.1 
 
 ตารางที่ 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR     

Primer name Primer sequence (5'--->3') Tm %GC Product 
size 

Ct3GT-F ATGGAAAACACCAAGCATGTCG 58 45 1341 

 Ct3GT-R TTAGCTACAAGAAATCACTTCAAC 53 33 

CtANS-F ATGGGGAGTGAGGGTATTCG 57 55 1065 

 CtANS-R TCATTTTGGGAGAGCTTCCTG 56 48 

CtCHI-F ATGGCAACGCCGTGGTCCTT 64 60 660 

 CtCHI-R TCACTTGTCAGTATCACCACC 55 48 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 3.1 (ต่อ)     

 

3.3 การสกัด RNA จากตัวอย่างดอกอัญชันสีม่วง 
           เตรียมตัวอย่างดอกอัญชัน 100 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอดทดลองเทไนโตรเจนเหลวลงไปแล้ว
บดให้ละเอียด จากนั้นสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด Plant total RNA mini kit (Favorgen, Taiwan) 
จากนั้นเติม FARB buffer 500 ไมโครลิตร (เพิ่ม B-ME) นำมาเขย่าให้เข้ากันโดยการ vortex แล้วบ่ม
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นวาง Filter Column ลงใน Collection tube นำส่วนผสมใส่
ลงใน Filter column แล้วนำไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แล้ว
เก็บส่วนใสที่อยู ่เหนือตะกอนใส่ลงในหลอดทดลองอันใหม่ ทิ ้ง Filter column และ Collection 
tube จากนั้นเติมเอทานอล 70% RNase-free 1 ปริมาตร แล้วผสมให้เข้ากันโดยการ vortex จากนั้น
วาง FARB mini column ลงใน Collection tube อันใหม่ ใส่ส่วนผสมลงใน FARB mini column 
นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้ววาง FARB 
mini column ลงใน Collection tube อันเดิม ทำซ้ำอีกครั้ง (ส่วนผสมตัวอย่างที่เหลือ) เติม Wash 
buffer ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงใน FARB mini column แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง แล้ววาง FARB mini column ลงใน 
Collection tube อันเดิม แล้วเติมสารละลาย DNase 1 ที่ปราศจาก RNase 60 ไมโครลิตร ลงใน 
FARB mini column แล้ววางไว้บน benchtop เป็นเวลา 15 นาที จากนั ้นเติม  Wash buffer 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงใน FARB mini column นำไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 18,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนใสทิ ้ง วาง FARB mini column ลงใน Collection tube เดิม 
จากนั้นเติม Wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงใน FARB mini column แล้วนำมาปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา1 นาที เทส่วนใสทิ้ง วาง FARB mini column ลงใน 
Collection tube อันเดิม ทำซ้ำอีกครั ้ง จากนั้นนำ FARB mini column ใส่ลงใน Elution tube 
จากนั้นเติม ddH2O ที่ปราศาจาก RNase 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลางแผ่นกรองของ FARB mini 
column เป็นเวลา 1 นาที แล้วนำมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 18,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

Primer name Primer sequence (5'--->3') Tm %GC Product size 
CtCHS-F ATGGTCAGTGTTGAAGAGATCCG 58 48 1170 

 CtCHS-R TTAGGCAGCAACACTGTGGAG 59 52 
CtDFR-F ATGGATTCAGCAGCTGAAGTGG 59 50 1020 
CtDFR-R TTATTCGTTCGTGGTGCCATTAAG 57 42 

CtF3’5’H-F ATGTTCCTTCTAAGAGAAATTGG 52 35 1572 
 CtF3’5’H-R TTAGGAATTAATAACATTGTAAGC 49 25 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เพื่อแยกอาร์เอ็นเอออกมา แล้วนำอาร์เอ็นเอไปเก็บไว้ที่ -70 องศาเซลเซียส จากนั้นนำ RNA ที่สกัดได้
ไปสังเคราะห์เป็น cDNA ต่อ โดยใช้เทคนิค reverse transcription 
 

3.4 การตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ 

     ตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยการทำเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ใช้เจลอะกาโรสที่มีความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็น ใน 1X TBE buffer อาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดีจะต้องไม่มีการปนเปื้อนของโปรตีน
หรือสารปนเปื้อนอื่น ๆ และวัดความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนา
โน (Nano drop) โดยใช้สารละลายอาร์เอ็นเอที่ได้จากดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร
ต่อตัวอย่างสารละลายอาร์เอ็นเอ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 230, 260 และ280 นาโน
เมตร อาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดีค่าการดูดกลืนแสงของอาร์เอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อ 
280 นาโนเมตร และที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อ 230 นาโนเมตร อยู่ระหว่าง 2.0 ถึง 2.2  

 

3.5 การสังเคราะห์ cDNA ด้วยปฏิกิริยา Reverse transcription  

           นำอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ จากนั้นเตรียมองค์ประกอบสำหรับ
การทำปฏิกิริยา Reverse transcription ดังตารางที่ 3.2 โดยทำ master mix ด้วยการนำ water, 
5X iscript buffer, Oligo dT และ iscript RT ผสมส่วนผสมทั้ง 3 อย่าง ลงในหลอดทดลอง แล้ว
นำมาปั่นเหวี่ยงในเครื่อง Spin Down จากนั้นนำอาร์เอ็นเอทั้ง 3 ระยะ ใส่ลงในหลอดทดลองโดยแต่
ละระยะจะใช้หลอดทดลอง 1 หลอด รวมทั้งหมด 3 หลอด แล้วนำ master mix ใส่ในหลอดทดลอง
ทั้ง 3 หลอด แล้วนำไปทำปฏิกิริยา Reverse transcription ในเครื่อง Thermal Cycler ซึ่งอุณหภูมิ
ที่และเวลาที่ใช้คือ 42 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง, 85 องศาเซลเซียส 5 นาที จากนั้นนำไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ตารางที่ 3.2 องค์ประกอบของปฏิกิริยา reverse transcription 

องค์ประกอบ ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

RNA (100 mg/ul)  10 ul 

5x iscript buffer  4   ul 

Oligo dT  2   ul  

Iscript RT  1   ul 

Water  3   ul 

รวม  20  ul 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์ anthocyanin ด้วยเทคนิค 
PCR 

        นำไพรเมอร์คู ่ F,R ของยีนที่มีลำดับเบสในฐานข้อมูลคือ ANS, 3GT, DFR, CHI, CHS และ
F3’5’H และนำ cDNA ของตัวอย่างดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ จากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน
ด้วยเทคนิค PCR โดยเตรียมองค์ประกอบสำหรับการทำปฏิกิริยา PCR ดังตารางที่ 3.3 

 

ตารางที่ 3.3 องค์ประกอบสำหรับทำปฏิกิริยา PCR 

        

     ทำ master mix ก่อน ด้วยการนำ water, 10X buffer, MgCl2 และdNTP ผสมส่วนผสมทั้ง 4 
อย่างลงในหลอดทดลอง จากนั้นนำ cDNA ทั้ง 3 ระยะ ใส่ลงในหลอดทดลองโดยแต่ละระยะจะใช้
หลอดทดลอง 6 หลอด รวมทั้งหมดจะมี 18 หลอด แล้วนำ primer F,R ใส่ลงในหลอดทดลองที่ได้ใส่ 
cDNA ไปเมื่อข้างต้นแล้ว จากนั้นนำ master mix ที่เตรียมไว้แล้วไปใส่ DNA Taq polymerase แล้ว
นำมาป่ันเหวี่ยงในเครื่อง Spin Down เพื่อให้สารผสมตกมาอยู่ก้นหลอดทดลอง แล้วนำ master mix 
ใส่ในหลอดทดลองทั้ง 18 หลอด แล้วนำไปทำปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง Thermal Cycler ซึ่งอุณหภูมิ
และเวลาที่ใช้ในแต่ละขั้นตอน แสดงดังตารางที่ 3.4 และทำเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ตรวจสอบชิ้น 
DNA ที่เพิ่มปริมาณได้ 

 

 

 

 

องค์ประกอบ ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
1. Water 11.5 
2. 10X buffer 2.00 
3. dNTP 2.00 
4. MgCl2 0.4 
5. DNA Taq polymerase 0.1 
6. Primer F 1.00 
7. Primer R 1.00 
8. cDNA  2.00 

ปริมาตรรวมทั้งหมด 20.00 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 3.4 ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR  

ปฏิกิริยาในแตล่ะขัน้ อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 94 3 นาท ี 1 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

94 

55 

72 

30 วินาท ี

30 วินาท ี

1 นาที 30 วินาที 

 

39 

Final Extension  72 5 นาท ี 1 

  

 ทดลองปรับอุณหภูมิขั้น Annealing  เป็น 54 องศาเซลเซียส และตรวจสอบชิ้น DNA ที่เพิ่มปริมาณ
ได้ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

3.7 การออกแบบไพรเมอร์สำหรับยีน F3H  

         ไพรเมอร์ที ่ไม่มีในฐานข้อมูลใช้ 1 คู่ ได้แก่ flavanone 3-hydroxylase (F3H) ทำการ
ออกแบบไพรเมอร์โดยค้นหาลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ของพืชชนิดอื่นที่ใกล้เคียงหลาย ๆ ชนิด 
โดยต้องหาลำดับกรดะมิโน F3H ของพืชชนิดอื่นถึงจะทราบลำดับเบสของ F3H ในอัญชัน ซึ่งจะใช้
ฐานข้อมูล GenBank ในการหาลำดับกรดอะมิโนของพืชชนิดอื่นที่อยู่ใน family เดียวกับ Clitoria 
ternatea L. ซ ึ่งพ ื ชชน ิ ดอ ื ่ นท ี ่ ห ามา ได ้  ไ ด ้ แก ่  Glycine max (Soy bean) , Glycine soja, 
Spatholobus suberectus, Cajanus cajan, Vigna radiata var. radiata, Phaseolus vulgaris, 
Vigna angularis และ Vigna unguiculata แล้วนำลำดับกรดอะมิโนหาได้นำไปหาลำดับเบสของดี
เอ็นเอของยีนในพืชชนิดอื่นที่หามาได้แล้วนำลำดับเบสที่หาได้นำมาเทียบกันเพื่อหาบริเวณที่อนุรักษ์
ด้วยโปรแกรม Clustal Omega จากนั้นออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณที่อนุรักษ์ จากนั้นเมื่อออกแบบ
ไพรเมอร์โดยการคัดเลือกจากลำดับเบสที่เป็นบริเวณที่ อนุรักษ์แล้วจะนำลำดับเบสที่คัดเลือกไป
ตรวจสอบว่าตำแหน่งของลำดับเบสที่คัดเลือกมามีค่า GC content (ค่า GC ควรจะอยู่ที่ 50-60%) 
Melting Temperature (TM) ที่เหมาะสมที่จะนำมาใช้หรือไม่ โดยจะใช้โปรแกรม Oligo Calc  
 

3.8 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน F3H ด้วยเทคนิค PCR 

             โดยนำไพรเมอร์คู ่ F,R ที่ไม่มีในฐานข้อมูลที่ออกแบบได้คือ F3H และ cDNA ของดอก
อัญชันทั้ง 3 ระยะ จากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนด้วยเทคนิค PCR โดยเตรียมองค์ประกอบ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สำหรับการทำปฏิกิริยา PCR ดังตารางที่ 3.3 ทำ master mix ก่อน ด้วยการนำ water, 10X buffer, 
MgCl2 และ dNTP ผสมส่วนผสมทั้ง 4 อย่างลงในหลอดทดลอง จากนั้นนำ cDNA ทั้ง 3 ระยะ ใส่ลง
ในหลอดทดลองโดยใส่ cDNA ทั้ง 3 ระยะรวมกัน รวมทั้งหมดจะมี 8 หลอด แล้วนำไพรเมอร์คู ่F,R ใส่
ลงในหลอดทดลองที่ได้ใส่ cDNA ไปเมื่อก่อนหน้านี้แล้ว จากนั้นนำ master mix ที่เตรียมไว้ไปใส่ 
DNA Taq polymerase แล้วนำมาปั ่นเหวี ่ยงในเครื ่อง Spin Down เพื ่อให้สารผสมตกมาอยู่ก้น
หลอดทดลอง แล้วนำ master mix ใส่ในหลอดทดลองทั้ง 8 หลอด จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยา PCR ใน
เครื่อง Thermal Cycler ซึ่งอณุหภูมิและเวลาที่ใช้ในแต่ละขั้นตอน แสดงดังตารางที่ 3.5 

 

ตารางที่ 3.5 ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR  

ปฏิกิริยาในแตล่ะขัน้ อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 94 3 นาท ี 1 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

94 

52,54 

72 

30 วินาท ี

30 วินาท ี

1 นาที 30 วินาที 

 

39 

Final Extension  72 5 นาท ี 1 

 

      ตรวจผลการทดลองด้วยเทคนิคเจลิเล็กโทรโฟรีซิส การคัดเลือกไพรเมอร์ที่จะนำไปใช้สังเคราะห์
ดีเอ็นเอควรเป็นไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้มากและให้แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน จากนั้นนำ
ไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้มาทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ กับ cDNA ของดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ 

 

3.9 การทำเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ 

         ชั่งผงอะกาโรส ปริมาณ 0.1 กรัม หรือ 0.2 กรัม นำมาละลายใน 1X TBE buffer ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร หรือ 25 มิลลิลิตร ด้วยไมโครเวฟ เมื่อผงอะกาโรสละลายหมดแล้ว ทิ้งไว้ให้พออุ่นจึงใส่สีย้อม
เจล NEO green ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตรต่อเจล 15 มิลลิลิตรหรือ 1 ไมโครลิตรต่อเจล 25 มิลลิลิตร 
เทเจลลงในถาดเจลแล้วเสียบหวีเพื่อให้เกิดหลุมสำหรับหยอดดีเอ็นเอ วางถาดเจลไว้ในที่มืดเป็นเวลา 
30 นาที เมื่อแผ่นเจลแข็งตัวให้ดึงหวีออกแล้วนำถาดเจลใส่ลงใน Electrophoresis Chamber ที่มี 
1X TBE buffer นำดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับสีย ้อม ( loading dye) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร หยอดลงไปในหลุมเจล และนำ DNA Marker ปริมาตร 1 ไมโครลิตร หยอดลงไปในหลุม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แรกของเจล จากนั้นต่อ Electrophoresis Chamber เข้ากับตัวจ่ายกระแสไฟฟ้า ปล่อยกระแสไฟฟ้า
จากตัวจ่ายกระแสไฟฟ้า 130 โวลต์ต่อเจล 15 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที หรือ 140 โวลต์ต่อเจล 25 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำแผ่นเจลมาส่องดูแถบดีเอ็นเอ ใต้แสงอัลตราไวโอเลตและ
ถ่ายภาพด้วยเครื่องถ่ายภาพเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล  
 
 

4.1 ลักษณะตัวอย่างดอกอัญชัน 
        จากการเก็บรวบรวมดอกอัญชันสีม่วงที่ระยะการพัฒนาทั้ง 3 ระยะ อธิบายได้เป็น ระยะ S1 
คือระยะตาขนาดเล็ก มีสีเขียว, ระยะ S2 คือระยะเริ่มออกดอก กลีบดอกมีสีม่วงมากกว่าระยะ S1 
และระยะ S3 คือระยะดอกบานออก กลีบดอกมีสีม่วงชัดเจนมากกว่าระยะ S1 และ S2 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.1 ตัวอย่างดอกอัญชันสีม่วงระยะ S1, S2 และ S3 ตามลำดับ  
                    S1=ระยะตาดอกขนาดเล็ก, S2=ระยะเริ่มออกดอก และ S3=ระยะดอกบานออก 
                    แถบสีขาว S1 มีขนาดเท่ากบั 1 เซนติเมตร, แถบสีขาว S2 มีขนาดเท่ากับ 1.8 
                    เซนติเมตร และ แถบสีขาว S3 มีขนาดเท่ากับ 2 เซนตเิมตร 
 

4.2 การตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ 
          นำดอกอัญชันมาสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุด FavorPrepTM Plant Total RNA MiNi Kit จากนั้น
นำอาร์เอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบหาค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ด้วยเครื่อง Nanodrop 2000c โดย
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อ 280 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260นาโนเมตรต่อ 230 นาโนเมตร ดังตารางที่ 4.1 พบว่า อาร์เอ็นเอที่สกัดได้มีค่า
ความเข้มข้นต่ำสุดที่ 96.3 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าความเข้มข้นสูงสุดที่ 1777.96 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร และค่าอัตราส่วนการดูดกลืนแสงของอาร์เอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อค่าการ
ดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีค่าอยู่ในช่วง 2.01 ถึง 2.83 แสดงให้เห็นว่า

1 cm 1.8 cm 2 cm 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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อาร์เอ็นเอของดอกอัญชันในระยะ S1 มีการปนเปื้อนของโปรตีน เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงที่
เหมาะสมนั้นควรอยู่ในช่วง 2.0 ถึง 2.2 และอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
เมตรต่อ 230 นาโนเมตร อยู่ในช่วง 1.12 ถึง 2.2 แสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอของดอกอัญชันในระยะ S2 
และ S3 มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1.91 และ 1.12 ตามลำดับแสดงให้เห็นว่าอาจมีสิ ่งเจือปน
เนื่องจากอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อ 230 นาโนเมตร ควรอยู่
ในช่วง 2.0 ถึง 2.2 เมื่อนำอาร์เอ็นเอไปตรวจสอบคุณภาพด้วยการทำเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
พบว่าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภาพที่ดีแล้วได้ช้ินอาร์เอ็นเอที่ชัดเจน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 RNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ  
                         1: ระยะ S1, 2: ระยะ S2 และ 3: ระยะ S3 
 
ตารางที่ 4.1  ค่าความเข้มข้นค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ต่อ 280 นาโนเมตร และค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ต่อ 230 นาโนเมตร ของอาร์เอ็นเอสกัดที่ได้จากดอกอัญชันที่
ระยะการพัฒนาทั้ง 3 ระยะ  
 

ระยะดอกของ
อัญชัน 

ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลืน่ 260/280  

นาโนเมตร 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 260/230 

นาโนเมตร 
S1 1777.96 2.83 2.20 
S2 96.3 2.01 1.91 
S3 106.5 2.07 1.12 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3 ผลการวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซ 
     ยานินด้วยเทคนิค PCR 
      4.3.1 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

              ในการคัดเลือกไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ โดยนำ cDNA ของดอกอัญชันแต่ละระยะนำไปเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR จากนั้นนำมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แสดงให้เห็น
ว่าในระยะ S1 มีไพรเมอร์ทั้งหมด 1 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เนื่องจากมีการแสดงแถบดีเอ็นเอแสดงว่ามีการแสดงออกของยีนและขนาดชิ้นดีเอ็นเอนั้นตรงตามที่
คาดไว้ คือ CtCHI มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 660 bp  ในระยะ S2 และ S3 พบว่า มีการแสดงออกของยีน
แต่ขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่คาดไว ้

 

 

รูปที่ 4.3 ลายพิมพ์ cDNA ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ ของระยะ S1, S2 และ 
S3 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
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4.3.2 ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 

        ในการคัดเลือกไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ โดยนำ cDNA ของดอกอัญชันแต่ละระยะนำไปเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วยเทคนิค PCR จากนั้นนำมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แสดงให้เห็นว่า ใน
ระยะ S1, S2 และ S3 มีการแสดงออกของยีนแตข่นาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่คาดไว ้

 

รูปที่ 4.3 ลายพิมพ์ cDNA ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ ของระยะ S1, S2 และ 
S3 ที ่อ ุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซ ียส M=1kb DNA loader, 1=F3’5’H, 2=ANS, 3=3GT, 4=DFR, 
5=CHI และ 6=CHS 
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4.4 ผลการวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน F3H ด้วยเทคนิค PCR  

      4.4.1 ที่อุณหภูมิ 52 และ 54 องศาเซลเซียส 

          ในการคัดเลือกไพรเมอร์ 1 ไพรเมอร์ โดยนำ cDNA ของดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะมารวมกัน 
แล้วนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 4 คู่ ได้แก่ CtF3H-F1/R1, CtF3H-
F2/R2, CtF3H-F3/R3 และ CtF3H-F4/R4 จากนั้นนำมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  
แสดงให้เห็นว่าที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส และ 54 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 4.5 มีการแสดงออก
ของยีนแต่ขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่คาดไว ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5 ลายพิมพ์ cDNA ของระยะ S1, S2 และ S3  

                            M=1kb DNA loader, 1=ไพรเมอร์ CtF3H-F1/R1, CtF3H-F2/R2,  

                            CtF3H- F3/R3 และ CtF3H-F4/R4 

 

          เมื่อนำผลการทดลองของโครงงานพิเศษนี้มาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของกุหลาบ คงทอง และ
คณะ (2557) ที่ศึกษาการโคลนยีน F3’5’H จากดอกอัญชันและพิทูเนียสีน้ำเงิน โดยใช้ยีน F3’5’H 
และใช้ดอกอันชัญกับพิทูเนียสีน้ำเงินโดยระยะของดอกที่นำมาใช้คือระยะดอกบานออก และอุณหภูมิ
ที่ใช้คือ 55 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนพบว่ามีการแสดงออกของยีน 
F3’5’H จากดอกอัญชันและพิทูเนีย โดยยีน F3’5’H ที่โคลนจากดอกอัญชันและพิทูเนียสีน้ำเงินได้นั้น
มีขนาด 1739 bp และ 1852 bp แต่ถ้าเป็นการโคลนยีน F3’5’H จากดอกอัญชันสีม่วงปรากฏว่าไม่มี
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การแสดงออกของยีน F3’5’H ในทุกระยะของดอกอัญชันสีม่วง ดังนั้นโครงงานพิเศษนี้ไม่มีความ
สอดคล้องกับงานวิจัยของกุหลาบ และคณะ (2557) เนื่องจากงานวิจัยนี้มีการแสดงออกของยีน 
F3’5’H ในดอกอัญชันและพิทูเนียสีน้ำเงิน แต่ในโครงงานพิเศษนี้ไม่มีการแสดงออกของยีน F3’5’H 
ในทุกระยะของดอกอัญชันสีม่วงที่นำมาทำการทดลอง  

        จากการทดลองโครงงานพิเศษนี้ขึ ้นมาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Peng et al. (2021) ที่
ศึกษาการโคลนยีนและการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีน HymMYB2 ที่เกี่ยวข้องกับการเกิด
สีน้ำเงนิในดอก Hydrangea macrophylla  โดยใช้ไพรเมอร์ ANS, BZ1, C3’5’H, CHS (chalcone 
synthase), CYP75B1 (flavonoid 30 - monooxygenase), DFR และ F3H ผลการทดลองพบว่า
เมื่อนำ cDNA ไปวิเคราะห์แล้วแสดงให้เห็นว่าในดอก Hydrangea ที่ เป็นหมันจะมีปริมาณแอนโทไซ
ยานินสูงสุดที่ระยะดอกบานเต็มที่ซึ่งมากกว่าตาดอกประมาณ 7 เท่า แต่ในตัวอย่างดอก hydrangea 
ที่เป็นหมันทั้ง 3 สายพันธ์ุ ที่ระยะดอกบานเต็มที่พบว่า ‘Fendai’ (สีแดง) มีปริมาณแอนโทไซยานินสูง
ที่สุดซึ่งสูงกว่า ‘Fmile Mouilere’ (สีขาว) และ ‘Forever Summer’ (สีน้ำเงิน) และเมื่อวิเคราะห์
ระดับการแสดงออกของยีนพบว่า ระดับการแสดงออกของยีน ANS, DFR, C3’5’H และ F3H 
แสดงออกมากที่สุดในระยะดอกบานเต็มที่ เมื่อเปรียบเทียบกับโครงงานพิเศษนี้แล้ว ในดอกอัญชันมี
สารแอนโทไซยานินที่ทำให้เกิดสีในดอกอัญชันเช่นกันโดยการแสดงออกของยีนในดอกอัญชันพบว่าใน
ระยะดอกบานเต็มที่มีการแสดงออกของยีน Ct3GT, CtCHI, CtDFR และ CtANS ซึ่งโครงงานพิเศษนี้
มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Peng et al. (2021)  และความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน
ได้มีการตั ้งสมมติฐานว่า HymMYB2 อาจควบคุมการเกิดสีของดอกไม้โดยเพิ ่มการควบคุมการ
แสดงออกของ C3’5H, DFR และ ANS การโคลนยีนและการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีน 
HymMYB2 ใน Hydrangea macrophylla  

        งานวิจัยของ Han et al. (2020) ศึกษาการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที ่เกี ่ยวกับการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอยด์และแอนโทไซยานินในกลีบดอก Malus hupehensis โดยใช้ยีนโครงสร้าง
ได้แก่ PAL, CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, ANS และ UFGT ต่อมายีนควบคุมได้แก่ R2-R3-MYB, 
bHLH และ WD40 จากผลการทดลองเมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์
แอนโทไซยานินแล้วพบว่า ยีน PAL, CHS, ANS และ FLS มีการแสดงออกมากที่สุดในระยะ S2 
(ระยะตาขนาดใหญ่ มีสีแดง) หลังจากนั้นค่อย ๆ ลดลงซึ่งสอดคล้องกับการเปลี่ยนสีของดอกไม้ และ
เห็นได้ชัดว่ายีนมีบทบาทสำคัญในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน แต่ MYB12 อาจจะมีอิทธิพลต่อการ
แสดงออกของยีนโครงสร้าง รวมถึงการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในดอก M. hupehensis อีกด้วย 
แต่การแสดงออกของ MYB10 มีความสัมพันธ์กับยีนโครงสร้าง (CHS, CHI, DFR, ANS) แสดงว่า 
MYB10 ควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินโดยอาศัยอิทธิพลของการแสดงออกของยีนเหล่านี้ใน
ดอกไม้ หมายความว่ายีน MYB12 และ MYB10 นั้นไปส่งเสริมยีนโครงสร้างส่งผลทำให้แอนโทไซ
ยานินมีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะ ที่โครงงานพิเศษนี้ได้ทดลองการเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โคลนยีนจะเห็นว่ามีการแสดงออกของยีน Ct3GT, CtCHI, CtCHS, CtDFR, CtANS และ CtF3H 
พบว่ามีการแสดงออกของยีนเหล่านี้ในระยะ S2 และ S3 ในระยะ S1 ไม่ค่อยมีการแสดงออกของยีน
อาจจะเกิดจากในระยะ S1 น้ัน มีลักษณะเป็นตาดอกขนาดเล็กและมีสีเขียวไม่เหมือนกับระยะ S2 กับ 
S3 ที่ดอกมีสีม่วง ดังนั้นโครงงานพิเศษนี้สอดคล้องกีบงานวิจัยของ Han et al. (2020) ในเรื่องของ
การแสดงออกของยีนที่พบว่า การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในดอก 
M. hupehensis และดอกอัญชัน ยีนที่มีการแสดงออกในดอกไม้ทั้ง 2 นั้น ตรงกัน และในระยะของ
ดอกไม้ที่มีการแสดงออกของยีนด้วย รวมถึงเมื่อดอกไม้เปลี่ยนสีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินก็จะมีการเปลี่ยนแปลงเช่นกัน  

          งานวิจัยของ Hui et al. (2022) ได้ทำการศึกษาการระบุเจ็ดยีนโครสร้างที่สำคัญในการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินของกลีบดอก Hydrengea macrophylla โดยนำดอก Hydrangea 
macrophylla มาทั้งหมด 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ ‘Bailmer’, ‘Duro’ และ ‘Saxon Kleiner Winterberg’ 
จากผลการทดลองพบว่ายีนที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินมีการแสดงออกในกลีบเลี้ยงสี
ชมพ ูของดอก ‘Bailmer’ และ  ‘Duro’ มากกว ่ากล ีบเล ี ้ ยงส ีขาวของดอก ‘Saxon Kleiner 
Winterberg’   ดังนั้นยีนโครงสร้างที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานินที่มีการแสดงออกได้แก่ 
HmCHS, HmCHI, HmF3H, HmF3’H, HmF3’5’H, HmDFR และ HmANS ซึ่งในดอกอัญชันก็มียีน
ที่มีการแสดงออกคล้ายกับยีนที่มีการแสดงออกในดอก Hydrangea macrophylla ทั้ง 3 สายพันธุ์  
ได้แก่ Ct3GT, CtDFR, CtCHI, CtCHS, CtANS และ CtF3H ซึ่งจะเห็นว่าการแสดงออกของยีนนั้น
อาจขึ้นกับการเปลี่ยนสีของดอกกไม้ได้เช่นกัน อย่างในงานวิจัยของ Hui Qi et al. (2022) ดอกที่มีสี
จะมีการแสดงออกของยีนสูงกว่าดอกที่ไม่มีสีหรือสีขาว แสดงว่าดอกไม้ที่มีสีนั้นอาจมีสารแอนโทไซ
ยานินมากกว่าดอกไม้ที่ไม่มีสีหรือสีขาวน้ันเอง 

          งานวิจัยของ Zhao et al. (2015) ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินในทับทิมสีแดง (Hongbaoshi) และสีขาว (Shuijingtian) โดยไพรเมอร์ที่
นำโคลนยีนมีทั ้งหมด 7 ไพรเมอร์ ได้แก่ ANS, CHS, CHI, F3H, DFR, UFGT และ MYB  ผลการ
ทดลองพบว่า เมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในทับทิมสีแดงกับสีขาว ซึ่งยีนที่มีการแสดงออก
ได้แก่ PgCHS, PgCHI, PgF3H, PgDFR และ PgUFGT โดยยีนทั้ง 5 ยีนนี้มีการแสดงออกสูงสุดที่ 2 
ระยะ ในระหว่างการพัฒนาผลทับทิมช่วงระยะแรกและระยะที่ผลทับทิมสุก แต่ PgANS นั้นไม่มีการ
แสดงออกในทับทิมสีขาวแต่มีการแสดงออกในทับทิมสีแดง ส่วน PgMYB มีการแสดงออกทั้งในทับทิม
สีแดงและสีขาว โดยจะแสดงออกสูงสุดที่ระยะ S3 เมื่อเปรียบเทียบกับโครงงานพิเศษนี้แล้วพบว่า ใน
ดอกอัญชันทั้ง 3 ระยะนั้น ยีนที่มีการแสดงออกในระยะการพัฒนาดอกทั้ง 3 ระยะ ได้แก่ Ct3GT, 
CtDFR, CtCHI, CtCHS และ CtANS สังเกตได้ว่าเมื ่อมีการเปลี่ยนแปลงของสีจะสะท้อนถึงความ
แตกต่างของปริมาณแอนโทไซยานินนั้นเอง ดังนั้นโครงงานพิเศษนี้มีความสอดคล้องกับงานวิจัยขอ ง 
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โทไซยานินที่พบว่า ยีนที่สังเคราะห์แอนโทไซยานินน้ันสามารถเกิดการแสดงออกในผลทับทิมได้ โดยที่
ยีนที่แสดงออกในผลทับทิมก็คล้ายกับยีนที่แสดงออกในดอกอัญชันเช่นเดียวกัน  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  
 

5.1 สรุปผลการวิจัย  
  โครงงานพิเศษนี้ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับสารแอนโทไซยานินที่ทำให้เกิดสีใน
ดอกอัญชัน โดยศึกษาการแสดงของของดอกอัญชันทั้งหมด 3 ระยะ จากผลการทดลองทดสอบหา
ลำดับเบสของยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์ anthocyanin ที ่ยังไม่มีข้อมูลในฐานข้อมูล 
Genbank ใช้ไพรเมอร์ทั้งหมด 7 ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ที่มีในฐานข้อมูล Genbank มีทั้งหมด 6 
คู่ ได้แก่ F3'5'H , 3GT, DFR, CHI, CHS และ ANS ส่วนไพรเมอร์ที่ไม่มีในฐานข้อมูล Genbank 
ได้แก่ F3H ผลการทดลองพบว่า ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในระยะ S1 มีไพรเมอร์ทั้งหมด 1 
ไพรเมอร์ ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากมีการแสดงแถบดีเอ็นเอ
แสดงว่ามีการแสดงออกของยีน ได้แก่ CHI โดยมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเท่ากับ 660 bp ส่วนในระยะ 
S2 และ S3 พบว่า มีการแสดงออกของยีนแต่ขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่คาดไว้  ที่อุณหภูมิ 54 
องศาเซลเซียส ในระยะ S1, S2 และ S3 มีการแสดงออกของยีนแต่ขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่
คาดไว้ อุณหภูมิ 52 และ 54 องศาเซลเซียส การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร
เมอร์ 4 คู ่ ได้แก่ CtF3H-F1/R1, CtF3H-F2/R2, CtF3H-F3/R3 และ CtF3H-F4/R4 ผลการ
ทดลองพบว่า ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส และ 54 องศาเซลเซียส มีการแสดงออกของยีนแต่
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่ตรงตามที่คาดไว ้

 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ  
 5.2.1 สามารถนำดอกไม้ชนิดอื่นมาทำเทคนิค PCR เพื่อหายีนที่มีผลต่อการแสดงออกของสี
ในดอกไม้เพ่ิมเติมได ้
          5.2.2  ควบคุมอุณหภูมิการทำ PCR ให้มีหลายอุณหภูมิที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนเพื่อดูว่าที่
อุณหภูมิไหนมีการแสดงออกของยีนมากที่สุด 
          5.2.3 ควรรวบรวมพืชตัวอย่างให้มากขึ้นหรือเพิ่มระยะของพืชตัวอย่างในการทดลอง 
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1. วิธีการออกแบบไพรเมอร์ที่ไม่มีในฐานข้อมูล  
1.1 ค้นหาลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ของพืชชนิดอื่นที่ใกล้เคียงหลาย ๆ ชนิด ซึ ่งจะใช้

ฐานข้อมูล NCBI  
         กดเลือก Taxonomy จากนั้น พิมพ์ค้นหา “Clitoria termatea” แล้วกด Search 

   
   เมื่อกด Search เสร็จจะขึน้หน้าต่างนี ้ให้คลิกไปที่ Clitoria ternatea  
  

 
 

     1.2 เมื่อคลิกที่ Clitoria ternatea แล้ว ให้กดคำว่า Clitoria (ที่วงกลมสีแดงไว้)  
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 และเมื่อคลิกแล้วจะขึ้นหน้าต่างที่มีพืชสปีชีส์อื่นที่คล้ายกับอัญชันขึ้นมาตามลิ้งนี้ 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1637
35&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock 
  
    1.3 จากนัน้ให้คลิกไปที่ Glycine max         

 
  
1.7 หาลำดับกรดอะมิโนของพืชสปีชีส์อื่น ที่ใกล้เคียงกัน โดยกลับไปที่หน้าเว็บ NCBI อีกครัง้ แล้ว

คลิกที่ Protein จากนั้นค้นหาว่า F3H glycine max แล้วกด Search 
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   จากนั้นคลิกที่อันแรกตามลกูศร 

 
1.8 จะวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนที่ได้เลือกไปก่อนหน้าน้ี โดยใช้ Run Blast  
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1.9 เมื่อคลิก BLAST แล้ว จะปรากฏลำดับกรดอะมิโนของพืชfamilyเดียวกันกับ Clitoria ternatea 

จากนั้นคัดเลือกพืชที่คล้ายมากที่สุดมาประมาณ 6 ชนิด 
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1.10 จากนั้นนำลำดับกรดอะมิโนไปหาลำดับเบสของดีเอ็นเอของยีนในพืชชนิดอื่นที่คัดเลือกได ้

แล้วนำลำดับเบสที่หาได้นำมาเทียบกันเพื่อหาบริเวณที่อนุรักษ์ด้วยโปรแกรม Clustal Omega  
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1.11 จากนั้นเมื่อออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณที่อนุรักษ์แล้ว นำลำดับเบสที่คะดเลือกไปตรวจสอบ

ว่ามีค่า GC content เหมาะสมไหม โดยใช้โปรแกรม Oligo Calc ให้นำลำดับเบสไพรเมอร์ที่
ออกแบบมาใส่ในช่อง Nucleotide base code            ให้คลิกที่ Calculate             ให้ดูที่
ค่า Melting Temperature (TM) Calculations ในช่องที่2 
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