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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของงานวิจัยในครั้งนี้ คือ เพื่อตรวจสอบชนิดและปริมาณสารลิกแนนในเมล็ดขาวไรซเบอร่ี โดยเทคนิค 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)  และโคลนย ีนท ี ่ กำหนดเอนไซม  Pinoresinol- lariciresinol 

Reductase (PLR) ในวิถีการสังเคราะหสารลิกแนนในขาวไรซเบอร่ี จากผลการทดลองพบสารลิกแนนชนิดซีโคไอโซลาริซิเรซิ

นอลปริมาณ 1.70 ± 0.20 1.96 ± 0.25 และ 3.14 ± 0.19 มิลลิกรัม/กรัมขาวบด ในระยะน้ำนม ขาวเมา และขาวสาร 

ตามลำดับ เมื่อวิเคราะหโครงสรางของยีน PLR Homolog จากจีโนมขาวไรซเบอรี่ พบวา ยีน OsPLR3 มีขนาด 2,449 คูเบส 

ประกอบดวย 5 เอกซอน และ 4 อินทรอน มีบริเวณท่ีกำหนดรหัสกรดอะมิโน 921 นิวคลีโอไทด แปลรหัสไดสายพอลิเพปไทด 

306 กรดอะมิโน โดยพบโดเมนอนุรักษ Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding Proteins และกรดอะมิโนไลซีน (K) ทำหนาเรง

ปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนชันของเอนไซม PLR จากการวิเคราะหการแสดงออกของยีน OsPLR3 ในแตละระยะของการพัฒนาเมล็ด 

พบวายีนมีการแสดงออกต่ำสุดในระยะน้ำนม แลวเพิ่มขึ้นในระยะขาวเมา สูงสุดในระยะขาวสาร ซึ่งสอดคลองกับปริมาณการ

สะสมสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในเมล็ด จึงคาดวาปริมาณการสะสมซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในเมล็ดขาวถูกควบคุมโดยยีน 

OsPLR3 
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Abstract 

The objective of this research was to identify type and content of lignans in seed of Riceberry rice, 

stage of milk, dough and maturity, using HPLC (High Performance Liquid Chromatography) and to clone PLR 

gene encoding Pinoresinol -  lariciresinol reductase, a key enzyme in lignan biosynthesis pathway.  The 

secoisolaricinol (SECO) lignan was found, 1.70 ± 0.20, 1.96 ± 0.25 and 3.14 ± 0.19 mg/g, in milk, dough and 

maturity, respectively. The molecular structure of PLR homolog gene was 2,449 bps in length that comprised 

of 5 exons and 4 introns with 921 open reading frame (ORF)  encoding 306 amino acids polypeptide.  The 

Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins, a conserved domain for dehydrogenation was identified with a 

key amino acid, lysine, for active site. Expression analysis of OsPLR3 in the stages of seed development was 

performed. The lowest expression was found at milk and gradually inclined to highest expression at maturity 

stage.  This showed correlation to SECO accumulation content during seed development.  These suggest 

that SECO accumulation was probably controlled by OsPLR3 gene.  

Keywords: Lignan, Riceberry, Pinoresinol - lariciresinol Reductase (PLR) Enzyme, OsPLR3 Gene 

บทนำ (Introduction) 

ลิกแนน (Lignan) เปนสารออกฤทธิ์ชีวภาพที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ [1] ตานเบาหวาน และไฟโตเอสโตรเจนที่นิยม

นำมาใชเปนฮอรโมนทดแทนในสตรีวัยทอง [2] พบมากในธัญพืชโดยเฉพาะในแฟลกซ (Flax) ซึ่งมีรายงานวาการบริโภคเมล็ด

แฟลกซและสารสกัดลิกแนนจากเมล็ดแฟลกซชวยควบคุมระดับน้ำตาลในเลือดของหนูทดลองท่ีเปนโรคเบาหวาน และไดมีการ

ขยายผลการศึกษาในผูปวยเบาหวานชนิดท่ี 2 (Type 2 Diabetes) พบวาสารสกัดลิกแนนในรูปของอาหารเสริมสามารถ

ควบคุมระดับน้ำตาลในเลือด ควบคุมปริมาณไขมัน และเพิ่มความไวตอการทำงานของฮอรโมนอินซูลิน [3] นอกจากนี้ยังไดมี

การทดลองกับหนูที ่ถูกชักนำใหเปนเบาหวานชนิดที ่ 1 (Type 1 Diabetes) พบวาสารสกัดลิกแนนจากเมล็ดแฟลกซ  

มีประสิทธิภาพในการควบคุมระดับน้ำตาลในเลือดไดเชนเดียวกัน [4] ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงบทบาทสำคัญของสารออกฤทธิ์ชีวภาพ 

ลิกแนนในการควบคุมน้ำตาลในเลือดของผู ปวยเบาหวาน โดยสารลิกแนนชวยปองกันการพัฒนาโรคเบาหวานไดถึง  

70 เปอรเซ็นต [5] ลดปริมาณคลอเลสเตอรอลรวมและรักษาระดับคาน้ำตาลเฉลี่ยสะสม (Glycated Hemoglobin A1C, 

HbA1c) ของผูปวยเบาหวาน [6] โดยไปลดการแสดงออกของยีนท่ีกำหนดเอนไซม Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 

(PEPCK) ซึ่งเปนยีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นในผูปวยเบาหวานชนิดที่ 2 [2] สามารถรักษาสมดุลของระดับน้ำตาลในเลือดได 

จึงทำใหสารลิกแนนไดรับความสนใจ และถูกนำมาพัฒนาเปนอาหารเสริม รวมทั้งสงเสริมการบริโภคอาหารที่เปนแหลงของ  

ลิกแนนเพื่อลดความเสี่ยงตอการเกิดโรคเบาหวาน [7] นอกจากนี้ สารลิกแนนไดถูกนำมาใชเปนฮอรโมนทดแทนสำหรับสตรี 

วัยหมดประจำเดือน เพื่อลดกลุมอาการวัยทอง เชน รอนวูบวาบ เหงื่อออกเวลากลางคืน หงุดหงิดงาย รวมทั้งปองกันมะเร็ง

เนื่องจากฮอรโมน ไดแก มะเร็งเตานม มะเร็งรังไข [8] Simbalista et al., (2010) [9] พบวาหญิงวัยหมดประจำเดือนที่ไดรับ

สารลิกแนน 46 มิลลิกรัมตอวัน ตอเนื่องเปนเวลา 12 สัปดาหสามารถลดกลุมอาการวัยทองได 

สารลิกแนนในพืชมีดวยกัน 7 ชนิด คือ พิโนเรซินอล (Pinoresinol) ลาริซิเรซินอล (Lariciresinol) ซีโคไอโซลาริซิเร 

ซินอล(Secoisolariciresinol) มาไทเรซินอล (Matairesinol) ไฮดรอกซีมาไทเรซินอล (Hydroxymatairesinol) ไซริงกาเร  

ซินอล(Syringaresinol) และเซซามิน (Sesamin) ซึ่งลิกแนนที่พบไดในพืชอาหารทั่วไปอาจอยูในรูปอนุพันธที่เชื่อมตอกับ

น้ำตาล หรือไมมีน้ำตาลก็ได [10] และพบไดทั่วไปตามสวนตาง ๆ ของพืช ไมวาจะเปนสวนลำตน ราก ใบ ดอก ผล และ เมล็ด 



วารสารบัณฑิตวิจัย พัฒนาและนวัตกรรม  สารประกอบลิกแนนและยีน Pinoresinol-lariciresinol Reductases 3ฯ 

ปที่ 1 ฉบับที่ 1 (มกราคม – มิถุนายน 2566) 23 กนกวรรณ ลิ้มเจริญ และคณะ 

ขึ้นอยูกับชนิดของพืช ลิกแนนที่ตรวจพบในอาหารที่มาจากพืชมักจะเปนชนิด ลาริซิเรซินอล มาไทเรซินอล พิโนเรซินอล และ 

ซีโคไอโซลาริซิเรซินอล ซึ่งเปนลิกแนนที่พบมากในเมล็ดแฟลกซ และไดรับการศึกษาอยางกวางขวาง คือ ซีโคไอโซลาริซิเร  

ซินอลที่จับอยูกับน้ำตาล (Secoisolariciresinol Diglucoside, SDG) โดยเอนไซมหลักที่ทำหนาที่สังเคราะหสารกลุมนี้ คือ 

Pinoresinol-lariciresinol Reductase (PLR) โดยนำ อี-โคนิเฟอริล แอลกอฮอล (E-coniferyl Alcohol) สองโมเลกุลรวมกัน 

ไดเปนพิโนเรซินอล จากนั้นถูกเปลี่ยนเปนลาริซิเรซินอล และ ซีโคไอโซลาริซิเรซินอล ตามลำดับ [11] 

ขาว (Oryza sativa L.) เปนธัญพืชอีกชนิดหนึ่งที่ไดรับความสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์ชีวภาพตานเบาหวาน 

โดยเฉพาะขาวสี (Color Rice) เนื่องจากเปนขาวท่ีอุดมไปดวยคุณคาทางโภชนาการ ไดแก โปรตีนที่มีกรดอะมิโน ที่จำเปน 

ไขมันดี วิตามินบี 1 และ บี 2 โอรีซานอล และไนอาซีน รวมทั้งยังมีเกลือแร (แคลเซียม โปแตสเซียม เหล็ก และ สังกะสี) และ

กรดไฟติก [12] จึงจัดใหขาวกลองเปนสุดยอดอาหารธัญพืชที่สามารถพัฒนาเปนธัญโอสถโดยเฉพาะขาวไทยพันธุไรซเบอร่ี  

เพ่ือควบคุมระดับน้ำตาลในเลือดสำหรับสตรีวัยทอง ซ่ึงเปนวัยท่ีเสี่ยงตอการเกิดโรคเบาหวาน รวมท้ังผูปวยเบาหวานท่ัวไป 

ขาวไรซเบอร่ี เปนขาวสีโภชนาการสูง (High Nutritious Rice) มาจากการคัดเลือกและพัฒนาพันธุ โดยการผสม

ระหวางพันธุหอมนิลกับขาวดอกมะลิ 105 จนไดพันธุขาวที่มีคุณคาทางอาหารและฤทธิ์ทางโภชนเภสัชท่ีเปนประโยชนตอ

รางกาย อาทิ สารตานอนุมูลอิสระที่ชวยชะลอการเสื ่อมของเซลล ลดความเสี ่ยงการเกิดมะเร็งไดแก แอนโทไซยานิน 

(Anthocyanin) แกมมาโอไรซานอล (Gamma Oryzanol) วิตามินอี ในกลุ มโทโคฟรอล ฟลาโวนอยด ฟโนลิก รวมท้ัง 

ธาตุเหล็ก ธาตุสังกะสี และวิตามิน B1 B2 B3 โอเมกา 3 6 9 และสาร ASGs (Acylated Steryl Glucosides) ท่ีชวยการ

ทำงานของฮอรโมนอินซูลินและควบคุมระดับน้ำตาลในเลือด [13] ขาวไรซเบอร่ี จึงเปนธัญโอสถและแหลงฮอรโมนทดแทน

ทางเลือกที่นาสนใจสำหรับสตรีวัยทอง แตอยางไรก็ดี ยังไมมีการศึกษาถึงชนิดและปริมาณสารไฟโตเอสโตรเจนในเมล็ดขาว

พันธุนี้ จึงเปนที่มาของงานวิจัยที่ตองการศึกษาชนิดและปริมาณสารลิกแนนท่ีมีคุณสมบัติเปนทั้งไฟโตเอสโตรเจนและฤทธิ์ตาน

เบาหวานในเมล็ดขาวไรซเบอรี่ระยะตาง ๆ รวมทั้งโคลนและวิเคราะหแสดงออกของยีนที่กำหนดรหัสเอนไซม Pinoresinol-

lariciresinol Reductase หรือ ยีน PLR ซึ่งเปนยีนที่กำหนดเอนไซมหลักในวิถีการสังเคราะหสารลิกแนนจากจีโนมขาวไรซ

เบอรี่ ขอมูลที่ไดจากการวิจัยในครั้งนี้นอกจากใชเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรบงชี้สรรพคุณของขาวไรซเบอร่ีแลว ยังสามารถ

นำไปขยายผลการศึกษาในขาวไทยพันธุตางๆ เพ่ือเพ่ิมมูลคาในเชิงโภชนเภสัชใหกับขาวไทยตอไปได 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีดำเนินการ (Materials and Methodology) 

การเตรียมตัวอยางพืช 

 ปลูกขาวพันธุไรซเบอรี่ ในกระถางดินเผาเสนผานศูนยกลาง 50 เซนติเมตร ในโรงเรือนระบบปด จนกระทั่งขาวออก

รวงและติดเมล็ด จึงเก็บตัวอยางเมล็ดขาวระยะน้ำนม (Milk) ขาวเมา (Dough) และ ขาวสาร (Maturity) ในวันที่ 8, 14 และ 

30 วัน หลังจากที่ขาวติดเมล็ดแลวตามลำดับ โดยทำการทดลองทั้งหมด 3 แถว แถวละ 5 กระถาง เก็บตัวอยางที่ไดจาก 

แถวเดียวกันนำมารวมกัน โดยคิดเปน 1 ซ้ำ (1 Biological Replication) ทำทั้งหมด 3 ซ้ำ แลวแบงตัวอยางแตละซ้ำออกเปน

สองสวน คือ สวนที่ 1 สำหรับวิเคราะหหาชนิด และปริมาณสารลิกแนนดวย เทคนิค HPLC และสวนที่ 2 สำหรับสกัดอารเอ็น

เอเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน PLR Homolog  

การเตรียมสารสกัดขาว 

 สกัดสารลิกแนนจากขาวโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยกรดโดยใชความรอน ดัดแปลงจากวิธีของ Hutabarat et al., 

(2000) [14] โดยชั่งเมล็ดขาวไรซเบอรี่ระยะตางๆ ท่ีบดละเอียด 1 กรัม สกัดดวย 10 มิลลิลิตร ของ 2 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 

และ 40 มิลลิลิตร ของ 96 เปอรเซ็นตเอทานอลที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นกรองสารละลาย

ดวยกระดาษกรองเบอร 1 ทิ้งใหสารละลายเย็นลงจึงนำมาปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ดวย 96 เปอรเซ็นตเอทานอลทำ

การสกัดตัวอยางละ 3 ซ้ำ นำสารสกัดท่ีไดไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC 
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การว ิเคราะหหาชนิดสารล ิกแนนโดยวิธ ีโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) 

การวิเคราะหหาชนิดและปริมาณสารลิกแนนโดยวิธี HPLC ดัดแปลงจากวิธีของ Kuhnle et al., (2007) [15] โดย

การศึกษาครั้งนี้ ใชสารมาตรฐานลิกแนน ไดแก ซีโคไอโซลาริซิเรซินอล มาไทเรซินอล และคูเมสทอล เตรียมสารละลาย

มาตรฐานละลายในเมทานอลใหมีความเขมขนตาง ๆ กรองสารละลายมาตรฐานผาน Syringe Filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

นำมาวิเคราะหโดยวิธี HPLC โดยใชคอลัมน C18 Reverse-phase (4.6 mm x 250 mm, ACE, UK) เปนเฟสคงที่ 0.025 

เปอรเซ็นตกรดแอซีติกในน้ำ : อะซีโตไนไตรลในอัตราสวน 33 ตอ 67 เปนเฟสเคลื่อนท่ี ฉีดตัวอยางละ 10 ไมโครลิตร อัตรา

การไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เปนเวลา 30 นาที ดวยตัวตรวจวัดโฟโตไดโอดอารเรย (Photodiode Array Detector)  

ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร คำนวณปริมาณสารลิกแนนเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานท่ีใชในการวิเคราะห 

การสกัดดีเอ็นเอ 

นำตัวอยางใบออนของขาวไรซเบอรี่มาใชในการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB โดยดัดแปลงมาจาก Saghai-Maroof et 

al., (1984) [16] โดยมีวิธีการพอสังเขปดังนี้ บดตัวอยางใบขาวในไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด แลวเติมลงในหลอดที่มี

บัฟเฟอรสกัดดีเอ็นเอ (Isolation Buffer; 2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 % β -

mercaptoethanol) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นำไปบมที ่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปลอยใหเย็นท่ี

อุณหภูมิหองแลวเติมสารละลาย Chloroform : Isoamyl Alcohol (24: 1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยกลับหลอด

ไปมา แลวบมตอที ่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที นำไปป นเหวี ่ยงที ่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติมไอโซโพรพานอลที่เย็นจัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร (1 เทา ของสารละลายที่ดูดได) 

กลับหลอดไปมาจนเห็นตะกอนดีเอ็นเอเปนเสนใยสีขาว แลวเกี่ยวตะกอนลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟวกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมี

เอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา  

5 นาที เทสารสารละลายทิ้งไป ปลอยใหตะกอนแหงที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมดวยบัฟเฟอรทีอี (TE Buffer; 100 mM Tris-

HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ

ดีเอ็นเอที ่สกัดไดด วยวิธ ีอ ิเล ็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตและวิธ ีสเปกโตรโฟโตเมตรี 

(Spectrophotometry) ท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร [17] 

การโคลนยีน PLR ดวยเทคนิค PCR 

สืบคนขอมูลยีน PLR ของพืชในฐานขอมูลสากล Genbank เลือกยีน LuPLR1 ของแฟลกซ (Linum usitatissimum) 

แลวดาวนโหลดลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม LuPLR1 (หมายเลข PODKC8) มาวิเคราะหหายีน PLR Homolog ในฐานขอมูล

ของขาว Rice Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/) และจีโนมขาวใน Genbank โดยใช

โปรแกรม tblastn นำขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดตำแหนงที่คาดวาเปนยีน PLR Homolog จากจีโนมขาว มาใชในการออกแบบ 

ไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณยีน PLR Homolog ที่สมบูรณ (Full Length) ดวยเทคนิค PCR โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยา คือ 

สารละลายดีเอ็นเอความเขมขน 50 ng/µl ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ผสมรวมกับ 10x Buffer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร, 20 

mM MgCl2 ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร, 2 mM dNTP mix ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร, 5 µM OsPLR_F Primer และ 5 µM 

OsPLR_R Primer ปร ิมาตรอยางละ 2 ไมโครลิตร , 5U/µl Taq DNA Polymerase ( Invitrogen, USA) ปร ิมาตร 0.1 

ไมโครลิตร และเติมน้ำกลั่นความบริสุทธิ์สูง (Ultrapure Water) ใหไดปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยา PCR โดยต้ัง

อุณหภูมิ และเวลา 3 ขั้นตอน ดังนี้ ขั้นที่ 1 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที จำนวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส 45 วินาที อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 40 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที ทำซ้ำ 30 รอบ และ ขั้นที่ 3 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา PCR ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
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ปที่ 1 ฉบับที่ 1 (มกราคม – มิถุนายน 2566) 25 กนกวรรณ ลิ้มเจริญ และคณะ 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต นำชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเชื่อมตอกับพลาสมิด pGEM®T Easy Vector (Promega, 

USA) ถายเขาสู Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธีทรานฟอรเมชัน (Transformation) คัดเลือกโคโลนีสีขาว นำมา

สกัดแยกพลาสมิดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป PrestoTM Mini Plasmid kit (Geneaid, Korea) แลวสงวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอ

ไทดโดยบริษัท Macrogen (Macrogen, Korea) จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจัดเก็บเขาสูฐานขอมูลสากล  

การวิเคราะหทางชีวสารสนเทศ 

นำขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับยีนในฐานขอมูลดวยโปรแกรม BlastN [18] เพื่อยืนยันผล แลวนำไป

วิเคราะหโครงสราง หาตำแหนงที่เชื่อมตอระหวางเอกซอนกับอินทรอนดวยโปรแกรม Splign [19] นำเฉพาะบริเวณเอกซอน

มาวิเคราะห หาบริเวณที่กำหนดกรดอะมิโน (ORF: Open Reading Frame) ดวยโปรแกรม Expasy [20] วิเคราะหหาโดเมน

อนุรักษ และตำแหนงปฏิกริยา (Active Site) ดวยโปรแกรม Conserved Domain Search Service [21] 

การสกัดอารเอ็นเอรวม 

นำเมล็ดขาวไรซเบอรี่ระยะน้ำนม ขาวเมา และขาวสาร มาสกัดอารเอ็นเอดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป Trizol (Invitrogen, 

USA) ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณอารเอ็นเอท่ีสกัดไดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต 

และวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร [17] จากนั้นนำสารละลายอารเอ็นเอของตัวอยางขาว

ไรซเบอรี่ทั้ง 3 ระยะ มาสังเคราะห cDNA โดยกระบวนการ Reverse Transcription ท่ีใช Oligo dT เปนไพรเมอร ดวยชุด

น้ำยาสำเร็จรูป SuperScript III First-strand Synthesis System (Invitrogen, USA) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Quantitative RT-PCR 

 นำตัวอยาง cDNA สายเดี ่ยวมาทำปฏิกิร ิยา PCR ดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป iTaqTM Universal SYBR® Green 

Supermix (Bio-RAD, USA) โดยสวนผสมของปฏิกิริยา ประกอบดวย cDNA (เจือจาง 10 เทา) 1 ไมโครลิตร, 2X iTaqTM 

Universal SYBR® Green Reaction Mix 7.5 ไมโครลิตร, 5 µM Forward Primer และ Reverse Primer อยางละ 0.3 

ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ำกลั่นบริสุทธิ์สูงใหปริมาตรครบ 15 ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยาโดยใชเครื่อง CFX 96™ (Bio-rad, 

USA) ตั้งอุณหภูมิ และเวลา 3 ขั้นตอน คือ ขั้นท่ี 1 95 องศาเซลเซียส 5 นาที ขั้นที่ 2 95 องศาเซลเซียส 5 วินาที 60 องศา

เซลเซียส (Annealing/Extension) 30 วินาที ทำซ้ำ 35 รอบ ขั้นที่ 3 วิเคราะห Melting Temperature ท่ี 65 ถึง 95 องศา

เซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิทีละ 0.5 องศาเซลเซียส วิเคราะหระดับการแสดงออกของยีนแบบเปรียบเทียบ (Relative) ดวยวิธี

เดลตาซีที (∆CT ) โดยใชระดับการแสดงออกของยีน Actin1 ในการปรับคา (Normalization) ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ 

[22] โดยรายละเอียดไพรเมอรแสดงดังตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 รายละเอียดไพรเมอรท่ีใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Quantitative RT-PCR 

ชื่อยีน 
ลำดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

(5′→ 3′) 

Tm 

(°C) 

Ta 

(°C) 

ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 

(คูเบส) 

OsPLR3 
Forward: AGATGCACATTGCCATTGCCCTTGA 59.0 

60 257 
Reverse: CCCTAGCAAGTTGAGGTAGGC 60.3 

Actin I 
Forward: TCCATCTTGGCATCTCTCAG 59.3 

60 337 
Reverse: GTA CCC GCA TCA GGC ATC TG 61.1 
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การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical Analysis) 

การวิเคราะหขอมูลแสดงผลเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติโดย

โปรแกรม SPSS (Version 17.0) โดยใช One-way ANOVA คา p < 0.05 ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ 

ผลการวิจัย (Results) 

การวิเคราะหหาชนิดและปริมาณสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอลดวยเทคนิค HPLC  

จากการสงตัวอยางเมล็ดขาวไรซเบอรี่ ระยะน้ำนม ขาวเมา และ ขาวสาร วิเคราะหหาชนิดและปริมาณสารลิกแนน

ดวยเทคนิค HPLC โดยใชสารมาตรฐาน ซีโคไอโซลาริซิเรซินอล พบสารลิกแนนชนิดนี้ในเมล็ดขาวทั้งสามระยะ โดยพบการ

สะสมของซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในเมล็ดขาวสารในปริมาณสูงสุด คือ 3.14 มิลลิกรัม/กรัมขาวบด รองลงมา คือ ระยะขาวเมา 

และ ระยะน้ำนม ในปริมาณ 1.96 และ 1.70 มิลลิกรัม/กรัมขาวบดตามลำดับ (ตารางที่ 2) ซึ่งแสดงใหเห็นวาในเมล็ดขาวไรซ

เบอรี่นี้ มีการสะสมสารลิกแนนชนิดซีโคไอโซลาริซิเรซินอล 

ตารางที่ 2 ปริมาณสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในสารสกัดจากขาวไรซเบอรี่ 

สารสกัดจากตัวอยางขาว ซีโคไอโซลาริซิเรซินอล (มิลลิกรัม/กรัมขาวบด) 

น้ำนม 1.70 ± 0.20 a 

ขาวเมา 1.96 ± 0.25 a 

ขาวสาร 3.14 ± 0.19 b 

หมายเหตุ ตัวอักษร a, b ที่แตกตางกันแนวด่ิง หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p<0.05) 

การโคลนยีน PLR Homolog  

 จากการคนหายีนที่กำหนดเอนไซม PLR Homolog จากจีโนมขาวในฐานขอมูล โดยใชขอมูลลำดับกรดอะมิโนจาก

โปรตีน LuPLR1 ของแฟลกซหมายเลข PODKC8 โดยใชวิธี Blast Genome โดยเลือกฐานขอมูลจีโนมขาวอินดิกา (Indica) 

พบวา ขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดหมายเลข GenBank CP012610.1:29347550-29350002 Oryza sativa Indica Group 

Cultivar RP Bio-226 เปนลำดับนิวคลีโอไทดของยีนที่กำหนดรหัสเอนไซม PLR จากนั้นจึงนำขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดนี้  

มาออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพิ ่มปริมาณยีน PLR Homolog ที่สมบูรณดวยเทคนิค PCR ไพรเมอรที ่ได คือ OsPLR_F (5′-

CTATCCGAACGCTCTAGATCTTA TC-3′) และ OsPLR_R (5′-AACCAAAAAAGATCATATTATTGAATGAGA-3′) พบวาชิ้นดี

เอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาด 2,449 คูเบส และเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบความเหมือนกับยีนในฐานขอมูลสากล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN โดยเลือกเงื่อนไข Highly Similar Sequences (Megablast) พบวาชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนไดนี้มี

ความเหมือนกับยีนที ่กำหนดรหัสเอนไซม Pinoresinol-lariciresinol Reductases 3 ในขาวจาโปนิกา (LOC4330458)  

99 เปอร  เซ ็นต   ข  าวบาเชนทรา (LOC102704125)  94 เปอร  เซ ็นต   หญ า  Aegilops tauschii subsp.  tauschii 

(LOC109760684) 86 เปอรเซ็นต และ ขาวฟาง (LOC8073160) 86 เปอรเซ็นต รวมถึงพืชชนิดอื่น ซึ่งชี้ใหเห็นวายีนที่โคลน

ไดเปนยีน PLR Homolog ท่ีกำหนดรหัสเอนไซม PLR ในวิถีการสังเคราะหสารลิกแนนในขาว ตั้งชื่อยีนท่ีโคลนไดวา OsPLR3  

ลักษณะเชิงโมเลกุลของยีน OsPLR3 

 เมื่อนำยีน OsPLR3 ที่โคลนไดจากจีโนมขาวไรซเบอรี่ วิเคราะหโครงสรางเชิงโมเลกุล พบวา มีขนาด 2,449 คูเบส 

ประกอบดวยเอกซอน 5 เอกซอน โดยแตละเอกซอนมีขนาด 225, 135, 238, 204 และ 396 คู เบส ตามลำดับ และ 4  

อินทรอน ท่ีมีขนาด 124, 479, 117 และ 531 คูเบสตามลำดับ (ภาพท่ี 1) ถอดรหัสไดเปนสาย mRNA ท่ีมีขนาด 1,198 นิวคลี

โอไทด ที่ประกอบดวยบริเวณ 5′UTR และ 3′UTR ขนาด 42 และ 235 นิวคลีโอไทดตามลำดับ เปนบริเวณที่กำหนดรหัสกรด  



วารสารบัณฑิตวิจัย พัฒนาและนวัตกรรม  สารประกอบลิกแนนและยีน Pinoresinol-lariciresinol Reductases 3ฯ 

ปที่ 1 ฉบับที่ 1 (มกราคม – มิถุนายน 2566) 27 กนกวรรณ ลิ้มเจริญ และคณะ 

อะมิโน (Open Reading Frame ; ORF) 921 นิวคลีโอไทด แปลรหัสไดสายโพลีเปปไทดที่ประกอบดวย 306 กรดอะมิโน 

(ภาพท่ี 2 ค) และเมื่อนำลำดับกรดอะมิโนที่ไดมาวิเคราะหโดเมนภายในสายโพลีเพปไทดดวยโปรแกรม Conserved Domain 

พบวา ตำแหนงกรดอะมิโน 10-238 เปน Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding Proteins ซึ่งเปนโดเมนสำคัญในปฏิกิริยา ดี

ไฮโดรจิเนชันของเอนไซม PLR (ภาพที่ 2 ก) โดยกรดอะมิโนตำแหนงที่ 14, 16, 17, 19, 39, 83, 84, 85, 88, 89, 111, 112, 

113, 114, 133, 153, 154, 155 และ 160 เปนตำแหนง NAD(P) Binding Site (ภาพที่ 2 ข) โดยตำแหนงที่ 133 (K) เปน

ตำแหนงเรงปฏิกิริยา (Active Site) และพบโมทิฟอนุรักษ GXXGXXG NADP-binding ทางดานปลายเอ็น (N-terminal) 

(ภาพที่ 2 ค) ที ่บงชี ้การทำงานที่จำเพาะของเอนไซม PLR [23] จึงเปนการยืนยันวายีน OsPLR3 กำหนดเอนไซม PLR 

Homolog ในวิถีการสังเคราะหสารลิกแนนเชนเดียวกับเอนไซม PLR ในแฟลกซ และพืชชนิดอ่ืน [24] 

 

 

ภาพที ่1 โครงสรางเชิงโมเลกุลยีน OsPLR3 ของขาวไรซเบอรี่ 

 

ภาพที่ 2 โดเมนอนุรักษ Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding Proteins ในตำแหนงกรดอะมิโนท่ี 10-238 (ก) และตำแหนง 

NAD(P) ในตำแหนงกรดอะมิโนท่ี 14, 16, 17, 19, 39, 83, 84, 85, 88, 89, 111, 112, 113, 114, 133, 153, 154,155 และ 

160 (ข) โดยตำแหนงกรดอะมิโนท่ี 133 เปน Lysine (K) Active Site และตำแหนงท่ี 14 ถึง 20 พบโมทิฟอนุรักษ 

GXXGXXG NADP-binding ทางดานปลายเอ็น (ค) ของสายพอลิเพปไทด OsPLR3 ในขาวไรซเบอรี่ 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน OsPLR3 ในขาวไรซเบอรี่โดยเทคนิค Quantitative RT-PCR 

จากการตรวจสอบแสดงออกของยีน OsPLR3 ในเมล็ดขาวไรซเบอรี่ระยะน้ำนม ระยะขาวเมา และ ระยะขาวสารใน

ระดับการถอดรหัส (Transcription) ดวยเทคนิค Quantitative RT-PCR แบบเปรียบเทียบ (Relative Expression) โดยใช

การแสดงออกของยีน Actin I เปนยีนอางอิง พบการแสดงออกในเมล็ดขาวทุกระยะ โดยมีการแสดงออกต่ำสุดในระยะน้ำนม 
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(0.21) แลวเพิ่มขึ้นในระยะขาวเมา (0.35) และมีการแสดงออกสูงสุดในระยะขาวสาร (0.48) (ภาพที่ 3) ซึ่งแสดงใหเห็นวา

ระดับการแสดงออกของยีนแปรผันตรงกับการพัฒนาของเมล็ดขาว 

 
ภาพที่ 3 ระดับการแสดงออกของยีน OsPLR3 ของขาวไรซเบอรี่ 3 ระยะ ไดแก ระยะน้ำนม (Milk) ระยะขาวเมา (Dough) 

และระยะขาวสาร (Maturity) ท่ีตรวจสอบดวยเทคนิค Quantitative RT-PCR และยืนยันผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส  

ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต 

การอภิปรายผล (Discussion) 

ขาวไรซเบอร่ีเปนขาวสีท่ีมีคุณคาทางโภชนเภสัชสูง โดยคุณประโยชนที่เดนชัดที่สุดจะพบไดในสวนรำขาวซึ่งเปนเย่ือ

หุมเมล็ดสีมวงเขม มีปริมาณการสะสมแอนโทไซยานินในระดับความเขมขน 15.7 มิลลิกรัม/100 กรัม รวมทั้งสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพอีกหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงและปองกันโรคไมติดตอเรื้อรัง (Non-communicable Diseases หรือ NCD) 

เชน แกมมาโอไรซานอล ที่ชวยลดระดับคอเรสเตอรอลและไตรกลีเซอไรดในหลอดเลือด ทำใหเลือดหมุนเวียนไปเลี้ยงอวัยวะ

สวนตางๆ ของรางกายไดอยางเปนปกติ ลดอัตราเสี่ยงของโรคหัวใจ เบาหวาน ความดันโลหิตสูง และสมองเสื่อม หรือ วิตามิน

อี ที่ชวยชะลอความแก บำรุงผิวพรรณ ลดอัตราเสี่ยงของโรคที่เกี่ยวกับหลอดเลือดสมองและหัวใจ ทำใหปอดทำงานดีขึ้น [25] 

และเปนขาวที่มีดัชนีน้ำตาล (GI เทากับ 62) ต่ำกวาขาวทั่วไป (GI เทากับ 73) [13] จึงเปนเปนธัญโอสถที่นาสนใจในการ

นำมาใชเปนโภชนบำบัดสำหรับสตรีวัยทองซึ่งเปนกลุมเสี่ยงตอโรคเบาหวานและโรคที่เกิดจากความเสื่อมถอยของวัย ซ่ึง

งานวิจัยในครั้งนี้ไดคนหาสารออกฤทธิ์ชีวภาพลิกแนนท่ีมีสรรพคุณเปนไดทั้งฮอรโมนทดแทน (ไฟโตเอสโตรเจน) ฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระ และตานเบาหวาน ในเมล็ดขาวไรซเบอรี่ทั้ง 3 ระยะ ไดแก ระยะน้ำนม ขาวเมา และขาวสาร ซึ่งเปนระยะที่นิยม

บริโภค จึงเหมาะท่ีจะนำมาพัฒนาเปนอาหารสุขภาพ (Functional Food) จากผลการทดลอง พบสารลิกแนนชนิดซีโคไอโซลา

ริซิเรซินอลในเมล็ดขาวทั้งสามระยะ โดยพบปริมาณต่ำสุดในระยะน้ำนม แลวมีแนวโนมเพิ่มขึ้นในระยะขาวเมาและสูงสุดใน

ระยะขาวสาร (ภาพที่ 1) ซึ่งชี้ใหเห็นวาการสังเคราะหและสะสมสารลิกแนนมีความสัมพันธกับระยะการพัฒนาของเมล็ดขาว 

ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Hano et al. (2006) [11] ที่พบวาในเมล็ดออนของแฟลกซมีลิกแนนชนิดซีโคไอโซลาริซิเร

ซินอลต่ำสุด คือ ปริมาณ 5.0 ± 0.3 มิลลิกรัม/กรัมน้ำหนักแหง แลวเพิ่มขึ้นตามระยะการพัฒนาของเมล็ดจนสูงสุดในเมล็ด

Stage 



วารสารบัณฑิตวิจัย พัฒนาและนวัตกรรม  สารประกอบลิกแนนและยีน Pinoresinol-lariciresinol Reductases 3ฯ 

ปที่ 1 ฉบับที่ 1 (มกราคม – มิถุนายน 2566) 29 กนกวรรณ ลิ้มเจริญ และคณะ 

ระยะเก็บเกี่ยว คือ 14 ± 1.3 มิลลิกรัม/กรัมน้ำหนักแหง แสดงใหเห็นวาเมล็ดขาวระยะขาวสารเหมาะสมที่จะนำมาใชเปน

แหลงลิกแนนทางเลือก 

จากการโคลนวิเคราะหคุณลักษณะเชิงโมเลกุลของยีน PLR Homolog ท่ีกำหนดรหัสเอนไซม PLR ในวิถีการสังเคราะห 

ซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในขาวไรซเบอรี่ พบวา ยีนท่ีโคลนไดกำหนดเอนไซม Pinoresinol-lariciresinol Reductase 3 มี

โครงสรางเชิงโมเลกุลท่ีประกอบดวย 5 เอกซอน 4 อินทรอน กำหนดสายโพลีเปปไทดขนาด 306 กรดอะมิโน โดยมีสวนโดเมน

อนุรักษ NAD(P) Binding Site (GXXGXXG NADP-binding) และตำแหนงเรงปฏิกิริยา (Lysine (K) Active Site) เชนเดียวกับ

เอนไซม PLR ท่ีพบในพืชชนิดอ่ืน เชน LuPLR1 และ LuPLR2 ในแฟลกซ [26-27] TcPLR1 และ TcPLR2 ใน Taiwania 

cryptomerioides [28] และ TpPLR1, TpPLR2, TpPLR3 และ TpPLR4 ใน Thuja Plicata [29] แสดงใหเห็นวายีนท่ีโคลน

ไดกำหนดเอนไซม PLR Homolog ในวิถีการสังเคราะหลิกแนนเชนเดียวกับพืชชนิดอ่ืน แตอยางไรก็ดี เอนไซม PLR ท่ีพบในพืช

มีหลายไอโซฟอรม โดยแตละไอโซฟอรมมีความจำเพาะตออีแนนทิโอเมอร (Enantiomer) ของสารตั้งตน และมีการแสดงออก

ท่ีจำเพาะตอเนื้อเย่ือตางกัน เชน ในแฟลกซ พบวา LuPLR1 แสดงออกในเนื้อเย่ือเมล็ด สวน LuPLR2 แสดงออกในเนื้อเย่ือลำ

ตนและใบ [11, 27] เปนตน เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน OsPLR3 ในระดับถอดรหัส (Transcription) พบการ

แสดงออกในเมล็ดขาวท้ังสามระยะ โดยมีการแสดงออกต่ำสุดในระยะน้ำนมแลวมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในระยะขาวเมาจนสูงสุดใน

ระยะขาวสาร และแปรผันตรงกับปริมาณการสะสมสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอล แสดงใหเห็นวายีน OsPLR3 มีสวนเกี่ยวของใน

การควบคุมการสงัเคราะหสารลิกแนนชนิดซีโคไอโซลาริซิเรซินอลในเมล็ด และมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นตามระยะการพัฒนาของ

เมล็ดเชนเดียวกับรูปแบบการแสดงออกของยีน LuPLR1 ในเมล็ดแฟลกซ [11] จึงอนุมานไดวาเอนไซม OsPLR3 เปนไอโซ

ฟอรมท่ีทำงานเทียบเคียงกับ LuPLR1 แตอยางไรก็ตาม ควรขยายผลการศึกษาโดยตรวจสอบหนาท่ีการทำงานของเอนไซม 

OsPLR3 ในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหสารลิกแนน ตลอดจนศึกษากลไกการควบคุมการแสดงของยีนในขาวเพ่ือนำไปสูการ

พัฒนาพันธุขาวเปนแหลงลิกแนนทางเลือก  

 การคนพบสารลิกแนนในขาวไรซเบอร่ี เปนการเพิ่มขอมูลในเชิงโภชนเภสัชใหกับขาวไรซเบอรี่สามารถนำขาวไรซ 

เบอรี่ไปใชประโยชนเปนอาหารสุขภาพสำหรับสตรีวัยทอง ปองกันโรคเบาหวาน รวมทั้งโรคที่เกิดจากความเสื่อมถอยของวัย 

ซึ่งปริมาณสารลิกแนนที่พบในขาวไรซเบอร่ีระยะขาวสาร (3.14 ± 0.19 มิลลิกรัม/กรัม) มีปริมาณเพียงพอที่จะใชเปนแหลง  

ลิกแนนปองกันโรค โดยบริโภคขาวประมาณ 114.65 กรัมตอวัน ทำใหไดรับสารลิกแนนประมาณ 360 มิลลิกรัมตอวัน  

มีปริมาณเพียงพอสามารถใชปองกันกลุมอาการวัยทอง [9] และรักษาระดับน้ำตาลในเลือดของผูปวยเบาหวานได [3] ขอมูลท่ี

ไดจากการวิจัยในครั้งนี้สามารถนำไปขยายผลการศึกษาในขาวพันธุอ่ืน หรือ พืชชนิดอ่ืนตอไปได  

สรุปผลการวิจัย (Conclusion) 

ขาวไรซเบอรี่มีสารออกฤทธิ์ชีวภาพลิกแนนชนิดซีโคไอโซลาริซิเรซินอล โดยมีการสะสมสูงสุดในระยะขาวสาร และ 

ยีน OsPLR 3 Homolog ที่กำหนดเอนไซม Pinoresinol-lariciresinol Reductase 3 ในวิถีการสังเคราะหซีโคไอโซลาริซิเร  

ซินอล มีคุณลักษณะเชิงโมเลกุล คือ มีขนาด 2,449 คูเบส ประกอบดวย 5 เอกซอนและ 4 อินทรอน ถอดรหัสไดสาย mRNA 

1,198 นิวคลีโอไทด เปนบริเวณที่กำหนดรหัสกรดอะมิโน (ORF) 921 นิวคลีโอไทด ไดสายโพลีเปปไทดที่ประกอบ 306 กรด 

อะมิโน มีโดเมน และโมทิฟอนุรักษท่ีบงชี้การทำงานของเอนไซม Pinoresinol-lariciresinol Reductase ยีนนี้มีการแสดงออก

ขึ้นอยูกับระยะการพัฒนาของเมล็ด โดยมีการแสดงออกต่ำสุดในระยะน้ำนมและสูงสุดในระยะขาวสารสงผลใหสารลิกแนน

ชนิดซีโคไอโซลาริซิเรซินอลมีปริมาณมากที่สุดในระยะขาวสาร เปนงานวิจัยฉบับแรกที่ศึกษาชนิด และปริมาณสารลิกแนนใน

ขาวไทย ขอมูลท่ีไดสามารถใชเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรบงชี้โภชนเภสัชของขาวไรซเบอรี่ และควรขยายผลศึกษาชนิดและ

ปริมาณสารลิกแนนในขาวไทยพันธุอ่ืนตอไป 
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