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การโคลนยีน 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) Synthase 
ในกระบวนการสังเคราะหเอทิลีน ของกลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน และการแสดงออก 
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Abstract 
1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthase is the key enzyme in the ethylene biosynthesis 

regulating flower senescence. The purpose of this study is to isolate the partial cDNA of ACC synthase gene from 
Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer flower by total mRNA extraction and cDNA synthesis through RT-PCR  
(Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction) using specific primers designed from a conserved region of 
ACC synthase from other orchid species. The resulting producs obtained from RT-PCR was a fragment of DNA, 
247 nucleotide. Cloning and sequencing of the clones indicated the sequence similarity to ACC synthase. Further 
study of gene expression in Paphiopedilum concolor flower during 4 blooming stage and in every single part of 
this flower such as ovaries, dorsal sepal, vental sepal, staminode, pouch, left petal and right petal revealed that 
ACC synthase gene expressed at all parts. The highest of gene expression could be detected 12 days after 
blooming. In addition, the gene expression was also found highest at a pouch, left petal and right petal. These 
results revealed the pattern of gene expression during flower development that could be used as basis for the 
control of gene expression in this ornamental plant in the near future.   
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บทคัดยอ 
1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthase เปนเอ็นไซมที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะห

เอทิลีน ซึ่งเปนตัวกระตุนใหเกิดการเสื่อมสภาพของดอก ไดโคลนชิ้นสวนของยีนสรางเอมไซม ACC synthase ของกลวยไม
รองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer) โดยการสกัด mRNA และสังเคราะห cDNA ดวย
วิธี RT-PCR (Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction) ดวยไพรเมอรที่จําเพาะที่ออกแบบจากสวนอนุรักษของ
ยีน ACC synthase ในกลวยไมชนิดอื่น ผลที่ไดจากการทํา RT-PCR ไดชิ้นยีนขนาด 247 คูเบส การโคลนและหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดสอดคลองกับยีน ACC synthase การศึกษาการแสดงออกของยีนนี้ในดอกกลวยไมรองเทา
นารีพันธุเหลืองปราจีนที่ระยะดอก 4 ระยะในสวนตางๆ ของดอกไดแก รังไข กลีบนอกบน(หลังคา) กลีบนอกลาง โล  กระเปา 
กลีบดอกซาย และกลีบดอกขวา พบวา ยีน ACC synthase  มีการแสดงออกที่บริเวณรังไข กลีบนอกบน(หลังคา) กลีบนอกลาง 
และโล สูงสุดที่ระยะ 12 วันหลังดอกบานเต็มที่ และพบการแสดงออกมากที่ กระเปา กลีบดอกซาย และกลีบดอกขวา ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา รูปแบบการแสดงออกของยีนขณะดอกพัฒนาเขาสูระยะเส่ือมสภาพ ซึ่งสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานใน
การศึกษา และควบคุมการแสดงออกของยีนตอไป 
คําสําคัญ  ACC synthase, เอทิลีน, กลวยไมรองเทานารีเหลืองปราจีน 
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ดอกกลวยไม โดยเฉพาะในแงของอายุการใชงานที่ส้ันลง ซึ่งเปนอุปสรรคที่สําคัญอยางยิ่งตอการพัฒนาระบบการผลิตกลวยไม
ตัดดอกเพื่อการสงออก  

ในขณะที่กลวยไมสงออกทั้งกระถางและกลวยไมตัดดอก พบวามีฮอรโมนบางชนิดในพืชยังสามารถทําหนาที่และ
สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในดานตางๆ ทั้งในดานทางสรีระ ทางกายภาพ และทางชีวเคมี ภายในเนื้อเยื่อพืช การ
เปล่ียนแปลงเหลานี้ลวนสงผลตอคุณภาพ และอายุการใชงานของดอกกลวยไมทั้งส้ิน (สายชล, 2531) สวนหนึ่งยังพบวา การ
สรางกาชเอทิลีน เมื่อดอกกลวยไมเริ่มบานและแก กาชเอทิลีนจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหดอกเสื่อมสภาพและเหี่ยวเร็วขึ้น 
(Nadeau et al., 1993) เพื่อเปนการรักษาคุณภาพของดอก และยืดอายุการใชงาน ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางพันธุ
วิศวกรรมเขามาชวยในการปรับปรุง อายุการใชงานในกลวยไม งานวิจัยนี้ ไดเสนอการโคลนยีนและศึกษายีนที่แสดงออกใน
กระบวนการสังเคราะหเอทิลีน นั่นคือ ยีน 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) Synthase  ในกลวยไมรองเทานารี
พันธุเหลืองปราจีน  ซึ่งเปนกลวยไมที่นาจะมีความไวตอเอทิลีนสูง ทั้งยังไมมีผูใดทําการศึกษาพืชชนิดนี้มากอน ซึ่งการศึกษายีน
ที่เกี่ยวกับการแสดงออกดังกลาวสามารถนําไปใชในการผลิตกลวยไมกระถางหรือกลวยไมตัดดอกที่มีคุณภาพสูงดวยวิธีทาง
พันธุวิศวกรรมตอไป  
 

อุปกรณและวิธีการ 
1.การโคลนยีน การศึกษาลําดับเบส และการวิเคราะหขอมูล  
1.1  การแยกอารเอ็นเอ โดยแยกตามสวนประกอบของดอกกลวยไมรองเทานาร ี

ดอกกลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer) ที่พรอมสกัดอารเอ็นเอ โดย
นําดอกกลวยไมรองเทานารีที่แบงออกเปน 7 สวน ทําการบดตัวอยางสวนประกอบดอกประมาณ 100 mg ใหละเอียดใน
สารละลาย Extraction buffer 2.5 ml (Krapp et al., 1993) สกัดอารเอ็นเอดวย Phenol 2.5 ml ตามดวยPhenol/Chloroform 
isoamylalcohol  และ Chloroform isoamylalcohol  จากนั้น ตกตะกอนอารเอ็นเอดวยเกลือโชเดียม    อะซิเตท และเอทานอล 
เก็บแชเย็นที่ - 20°C  นาน 60 นาที แลวหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 5 นาที เก็บตะกอนอารเอ็นเอ และลางดวย 70% ethanol  
แลวหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm  5 นาที  ระเหยน้ําใหแหง ละลายตะกอนและเก็บตูแช - 20°C  
1.2 การสังเคราะหดีเอ็นเอจากอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR 
 นําอารเอ็นเอของดอกกลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer)  ทั้ง 7 
สวนที่แยกไดมาเปนตนแบบในการสังเคราะหอารเอ็นเอสายแรก (cDNA) โดยใช Reverse Transcription Mix (Invitrogen, 
USA) โดยเติม Nuclease – Free Water 3.1 μl, 5X reaction Buffer 2 μl, DTT 0.2 μl, Rnase in Ribonuclease 
inhibitor(Promega, USA ),  0.2 μl10 mM dNTP 1 μl,  Primer R syn 1 μl,  RNA Template  2 μl, Reverse 
Tranbscriptase enzyme 1 μl  และเพิ่มปริมาณยีนดวยวิธี RT–PCR ดังไดกลาวไวขางตน ดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดนํามาแยก
ขนาดดวยวิธี  Agarose gel electrophoresis 1%  
1.3 การสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี PCR  
 นํา cDNA ที่สังเคราะหได เปนตนแบบในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยวิธี PCR โดยใช  Master mix (Promega, USA ) 
5 μl, Nuclease – Free Water 3.5 μl, Primer mix  1 μl, cDNA 1 μl  นําสารละลายที่ไดเพิ่มปริมาณยีน  ACC synthase โดย
ใชไพรเมอร Fsyn สอดคลองกับนิวคลีโอไทดลําดับที่ 700-724  และ Rvsyn สอดคลองกับนิวคลีโอไทดลําดับที่ 927-950 ของ
กลวยไมหวายพันธุ Bom 17 (FM209430.1) ดวยเครื่อง Gene Amp PCR system ดวยเงื่อนไขของปฏิกิริยา denature ที่     
93 °C  40 วินาที  annealing 55 °C  1  นาที และ extension 72 °C 1 นาที ทั้งหมด 40 รอบ นําผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดจาการทํา 
PCR มาตรวจสอบโดยวิธี Agarose gel electrophoresis 1% เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกับ ladder marker และ
บันทึกภาพบนเครื่อง UV transilluminator 
 1.4 การโคลนยืน  
 นําชิ้นดีเอ็นเอผลผลิตจาก RT–PCR มาทําใหบริสุทธิ์ และนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดมาเชื่อมตอกับพลาสมิด pGEM-T โดย
เทคนิค TA cloning (Promega, USA ) จากนั้น นําพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน ดวยวิธี Heat shock 
1.5 การตรวจสอบโคโลนีที่คาดวาไดรับพลาสมดิสายผสม  
 คัดเลือกโคโลนีที่คาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิชิลีน 50 ppm 
ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดที่ได ดวยวิธี Agarose gel electrophoresis 1% ใชวิธีนี้เมื่อไดโคโลนีจํานวนมากและนําโคโลนีที่
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คาดวามีพลาสมิดสายผสมไปเพิ่มปริมาณ และสกัดพลาสมิดจากเซลลเจาบานดวยวิธี Plasmid minipreparation (Sambrook 
et al., 1989) 
 
2.  การศึกษาการแสดงออกของยีน 
2.1  การแยกอารเอ็นเอ โดยแยกตามสวนประกอบของดอกกลวยไมรองเทานาร ี

เตรียมตนกลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer) ที่พรอมใหดอก ในชวง
อายุดอก 5, 7, 12 และ 15 วัน เพื่อศึกษาการแสดงออกของเอทิลีนแลวนําไปสกัดอารเอ็นเอ เชนเดียวกับขอ 1.1 โดยแยกสวน
ของดอกกลวยไมรองเทานารีออกเปน 7 สวน คือ รังไข กลีบนอกบน (หลังคา) กลีบนอกลาง เสาเกสร กระเปา กลีบดอกซาย 
และกลีบดอกขวา  
2.2  การสังเคราะหดีเอ็นเอจากอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR 

นําอารเอ็นเอของดอกกลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน ที่แยกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหอารเอ็นเอสาย
แรกโดยใช Reverse Transcription Mix (Invitrogen, USA) เชนเดียวกันกับ 1.2 โดยเติม Nuclease–Free Water 3.1 μl, 5X 
reaction Buffer 2 μl, DTT 0.2 μl, Rnase in Ribonuclease inhibitor 0.2 μl, 10 mM dNTP 1 μl, Primer Rvsyn 1 μl, RNA 
2 μl, Reverse Tranbscriptase enzyme 1 μl, และเพิ่มปริมาณยีนดวยวธิี RT–PCR ดังไดกลาวไวขางตน ดีเอ็นเอที่สังเคราะห
ไดนํามาแยกขนาดดวยวิธี Agarose gel electrophoresis 1%  
 

ผลการทดลอง 
การศึกษาการโคลนชิ้นสวนของยีนที่สรางเอมไซม 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC synthase) ใน

กลวยไมรองเทานารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer ) โดยการสกัด mRNA จากดอกกลวยไม
รองเทานารี ไดแบงดอกกลวยไมออกเปน  7  สวนดวยกันคือ คือ รังไข  กลีบนอกบน(หลังคา) กลีบนอกลาง  เสาเกสร  กระเปา  
กลีบดอกซาย  และกลีบดอกขวา จากการบานของดอกใน  4 ชวงอายุที่  5, 7, 12 และ 15 วัน ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 1 A: Structure of flower Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer 
B: Flowering period of orchid Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer  
 

จากนั้น ทําการสังเคราะห cDNA ดวยวิธี RT-PCR (Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction) ดวยไพรเมอรที่
จําเพาะที่ออกแบบจากสวนอนุรักษของยีน ACC synthase ในกลวยไมชนิดอื่น ผลที่ไดจากการทํา RT-PCR ไดชิ้นยีนขนาด 
247 คูเบส การโคลน และหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดสอดคลองกับยีน ACC synthase (ไมแสดงผล) 
การศึกษาการแสดงออกของยีนนี้ เปรียบเทยีบกับยีน 18S rRNA ซึ่งเปน house keeping gene ผลการทดลองพบวา ในดอก
กลวยไมรองเทานารีสายพันธุเหลืองปราจีน ที่ระยะการบานของดอก 4 ระยะในสวนตางๆ ของดอก ไดแก รังไข กลีบนอกบน 
(หลังคา) กลีบนอกลาง โล กระเปา กลีบดอกซาย และกลีบดอกขวา พบยีน ACC synthase มีการแสดงออกที่บริเวณรังไข กลีบ
นอกบน (หลังคา) กลีบนอกลาง และโล สูงสุดที่ระยะ 12 วันหลังดอกบานเต็มที่ และพบการแสดงออกที่ กระเปา กลีบดอกซาย 
และกลีบดอกขวา  
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Figure 2   A: DNA amplification of ACC Synthase by RT-PCR techniques 
  B–H: DNA amplification of ACC Synthase by RT-PCR techniques, divided to 7 parts for during 4   
  bloomingstage period compare to 18S rRNA 

 
สรุปและวิจารณ 

 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ในการโคลนยีน 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC synthase) ของดอก
กลวยไมรองนารีพันธุเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor (Lindl.) Pfitzer ) ดวยวิธี RT-PCR  ทําใหไดชิ้นสวนของยีน
และสายลําดับนิวคลีโอไทด  การศึกษาการแสดงออก พบวา ยีนดังกลาวแสดงออกสูงสุดที่รังไข  และกลีบดอกลางที่ 12 วันหลัง
ดอกบานเต็มที่  การแสดงออกของยีนในชวง 7 วันแรกยังมีไมมากนัก  และการควบคุมการแสดงออกของยีน ACC Synthase 
ในชวง 7 วันแรก ใหอยูในวงจํากัดอาจทําใหชวงระยะเวลาการเสื่อมสภาพของดอกกลวยไมรองเทานารีในสายพันธุนี้ลดลงได 
ดังนั้น รูปแบบการแสดงออกของยีน ACC synthase ขณะที่ดอกพัฒนาเขาสูระยะเสื่อมสภาพสามารถนําไปใชเปนขอมูล
พื้นฐานในการศึกษา การควบคุมการแสดงออกของยีน  และเพื่อการปรับปรุงพันธุกลวยไมดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมตอไป  
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