
 

การควบคุมการแสดงออกของยีนคลอโรฟลเลสโดยโมเลกุลคลอโรฟลเลสกลับทิศทางจากภายนอก 
ตอคุณภาพของบรอคโคล่ี 

 
นันทวนั หัตถมาศ* 

 
บทคัดยอ 

 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของระดับคลอโรฟลลท้ังคลอโรฟลลรวม คลอโรฟลลเอ 
บี กิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลสเปรียบเทียบกับลักษณะทางสรีระขณะเก็บรักษา 5 ลักษณะ ไดแก การสูญเสีย
น้ําหนกั อัตราการหายใจ การผลิตเอทิลีน การเปล่ียนแปลงสีในรูปของคา a b และ hue และการเปล่ียนแปลงแคโรทีนอยด 
พบวาอุณหภูมิขณะเก็บรักษาท่ีเพิ่มข้ึนมีผลตอการเปล่ียนแปลงเชิงบวกตอกิจกรรมของเอนไซม การสูญเสียน้ําหนกั อัตรา
การหายใจ การผลิตเอทิลีน การเปล่ียนแปลงสีในรูปของคา a และการเปล่ียนแปลงแคโรทีนอยด และเปล่ียนแปลงเชิงลบ
ตอการเปล่ียนแปลงสีในรูปของคา b hue และปริมาณคลอโรฟลล การใหเอทิลีนจากภายนอกสามารถเรงกระบวนการ
ท้ังหมด โดยเฉพาะปริมาณคลอโรฟลล และกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลสใหเกิดไดเร็วข้ึนกวาชุดควบคุมประมาณ 
2 เทา การศึกษาเบ้ืองตนเกี่ยวกับการดูดซับดีเอ็นเอจากภายนอกของเนื้อเยื่อบรอคโคล่ี เพื่อดูความเปนไปไดในการ
สนองตอบเนนปริมาณคลอโรฟลลและกิจกรรมของเอนไซม รวมท้ังระดับการแสดงออกของเอนไซมคลอโรฟลเลส เม่ือ
ใหช้ินสวนดีเอ็นเอของพลาสมิดพบวาเนื้อเยือ่สามารถดูดซับดีเอ็นเอ 20 μg/ml เปนระยะทาง 2 เซนติเมตร มีเสถียรภาพ 45 
ช่ัวโมง เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค PCR การเพิ่มช้ินสวนของยีนคลอโรฟลเลสดวยไพรเมอรจําเพาะไดช้ินดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 300 นิวคลีโอไทด และเม่ือนํามาตอเขากับ 35S โปรโมเตอร จะไดช้ินสวนของดีเอ็นเอทั้งในรูป antisense และ 
sense เม่ือใหดีเอ็นเอ antisense และ sense chlorophyllase     แกเนื้อเยื่อบรอคโคล่ีจากภายนอก พบวา antisense 
chlorophyllase มีผลตอการชะลอการเปล่ียนแปลงปริมาณคลอโรฟลล กิจกรรมของเอ็นไซมคลอโรฟลเลสท่ีตรวจสอบได 
และระดับการแสดงออกของยีนคลอโรฟลเลสในรูปปริมาณ mRNA ในทางกลับกันพบวา sense chlorophyllase สามารถ
เรงการสูญเสียคลอโรฟลล และกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส รวมท้ังพบระดับการแสดงออกของยีนคลอโรฟลเลส
ท่ีเพิ่มข้ึนดวยการใหดีเอ็นเอจากภายนอกเพือ่ศึกษาผลตอการเปล่ียนแปลงทางเคมีและสรีรวิทยาของเน้ือเยื่อบรอคโค
ล่ีในคร้ังนี้ แสดงใหเห็นถึงความสามารถทางเทคนิคและความสะดวกรวดเร็วในการตรวจสอบการสนองตอบตอดี
เอ็นเอในรูป antisense และ sense ไดโดยตรงโดยไมตองผานการดัดแปรพันธุกรรม 
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Abstract 

 Changes of total chlorophyll, chlorophyll a and b and activity of chlorophyllase were studied and 
compared with physiological changes {weight loss, respiration rate, ethylene production, color change (a and b 
value and Hue angle) and carotenoid change} during storage. It was found that higher temperature increase 
activity of enzyme, weight loss, respiration rate, ethylene production, a value and carotenoid change and decrease 
b value, hue angle and chlorophyll contents. Furthermore, external ethylene could accelerate all changes especially 
chlorophyll content and activity of chlorophyllase to a level about 2 times faster than the control untreated 
ethylene. A preliminary study on exogenous DNA absorption in broccoli tissues based on the alterations of 
chlorophyll aspects had been carried out. It was found in the trans-DNA fragment at 20 ~g/ml that the absorption 
into the broccoli pedicle tissue was at distance 2 cm and was stable in the tissue at least 45 hours proven by PCR 
technique. The chlorophyllase DNA fragment approximate size at 300 bp was amplified by PCR using specific 
primers and was then downstream ligated with 35S promoter resulting in DNA constructs consisted of both sense 
and antisense gene orientations. Broccoli absorbed with the antisense chlorophyllase construct showed a delay of 
chlorophyll degradation, chlorophyllase activity and transcripts whereas, on the otherhand, broccoli containing the 
sense construct accelerated in chlorophyll loss, chlorophyllase activity including high levels of the mRNA, 
accumulation. The study of exogenous-DNA applications in broccoli on physio-chemical changer is benificial for 
a rapid technique in detection of sense and antisense DNA without a genetic engineering procedure.  
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