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บทคัดยอ 
ไคติเนสเปนเอนไซมกลุมไฮโดรเลส ซึ่งสามารถยอยสลายไคตินใหเปน N-acetylglucosamine อิสระ เอนไซม

น้ีพบไดทั่วไปในสิ่งมีชีวิตที่มีไคตินเปนสวนประกอบ มีบทบาทในการยอยผนังเซลลของเช้ือราสาเหตุโรคพืชหลาย
ชนิด และแมลงศัตรูพืชที่มีไคตินเปนสวนประกอบหลัก วัตถุประสงคของงานวิจัยน้ี เพ่ือโคลนและศึกษาคุณลักษณะ
ของยีนไคติเนส จากขาวไทย พันธุ กข6 โดยใชเทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
และ 5’ – 3’ Rapid Amplification cDNA Ends (5’-3’ RACE) และหาลําดับเบสบางสวน พบวาลําดับเบสที่ไดจากการ
โคลนบริเวณกลางยีนถึงปลายดาน 3’ มีความยาว 624 คูเบส กําหนดการสรางกรดอะมิโน 207 เรซิดิว มีขนาดนํ้าหนัก
โมเลกุล  20.54 กิโลดาลตัน  โดยมีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนระหวาง ขาว พันธุ กข6  กับ   Oryza sativa 
Japonica group (accession number  U02286.1) และ  O. sativa Indica group (accession number L37289.1)  เทากับ 97 
และ 89%   ตามลําดับ 

 

ABSTRACT 
Chitinase is a hydrolase enzyme that can hydrolyse chitin to N-acetylglucosamine. Chitinase is found 

among organisms that contain chitin. The objective of this research was to clone and characterize chitinase gene from 
Thai rice (Oryza sativa cv. RD6). Chitinase gene from Thai rice cv. RD6 was cloned by  Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and 5’-3’ Rapid Amplification cDNA Ends (5’-3’ RACE) techniques and 
partially sequenced. The sequence of chitinase cDNA from middle of the gene to 3’ end was 624 base pairs, encoding 
207 amino acid residues with calculated molecular weight of 20.54 kilodaltons. Chitinase amino acids sequence were 
highly conserved between rice in Indica and Japonica group. The sequence similarity between rice cv. RD6 and that 
from Indica group (accession number L37289.1)  was found to be 89%, while for that of O. sativa Japonica group 
(accession number  U02286.1)   was 97 %. 
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BMP12-2 
บทนํา 

ไคติเนส เปนเอนไซมกลุม hydrolase ซึ่งจะยอย
สลายไคตินใหไดเปน N-acetylglucosamine อิสระ มีช่ือ
ทางเคมีวา poly- β -1,4-(2-acetamido-2-deoxy)-D-
glucoside gycanohydrolase: E.C.2.2.1.1.4 ซึ่งจะตัดสาย
ยาวของ N-acetylglucosamine ตรงตําแหนง β ภายใน 
สายยาว โดยตัดแบบสุม ซึ่งจะไดสายสั้น ๆ ของ N-
acetylglucosamine เอนไซมไคติเนสน้ีพบได ทั่วไปใน
สิ่งมีชีวิตที่มีไคตินเปนสวนประกอบ ตัวอยางไดแก 
แมลง ปู กุง และสัตวทะเลที่มี เปลือก สาหรายและเช้ือ
รา แตก็พบวามีสิ่งมีชีวิตอีกหลายชนิด ซึ่งไมมีไคติน
เปนสวนประกอบ แตสามารถสราง ไคติเนสได เชน พืช 
เช้ือรา   แอคติโนมัยซีส และแบคทีเรียบางชนิดที่ใชไค
ตินเปนแหลงคารบอนในการเจริญ 

ในพืชที่มีความสมบูรณแข็งแรงดีไคติเนสที่อยูใน 
แวคคิวโอล และ อะโพพลาสต จะมีการผลิตออกมา
อยางตอเน่ือง ซึ่งผลผลิตของไคติเนสน้ีจะถูกควบคุม
โดยปจจัยทางความเครียดหลายอยาง ทั้งปจจัยทาง
ชีวภาพ  ทางกายภาพ  รวมถึง  การติดเ ช้ือ  การเกิด
บาดแผล ความแลง ความเย็น การไดรับโอโซน โลหะ
หนัก ความเค็ม หรือการไดรับฮอรโมนพืช เชน เอธิลีน 
จัสโมนิคแอซิด ซาลิซิลิคแอซิด ออกซิน และไซโตไค
นิน  ก็ ชัก นํ าใหมี การแสดงออกของไค ติ เนสได 
(Kasprzewska, 2003) 

พบวามีการสรางไคติเนสในพืชหลายชนิด ทั้งใบ
เล้ียงคูและใบเล้ียง เด่ียว เชน ถั่ว ยาสูบ แตงกวา แครอท 
ขาวและมะละกอ ไคติเนสท่ีพบในพืชเกิดจากการที่พืช 
ถูกกระตุนจากสิ่งเราภายนอก เชน เอทิลีน จุลินทรีย ขาว
เปนพืชอีกชนิดที่พบวามี ไคติเนส class I ไคติเนสกลุม
น้ีจะอยูใน แวคิวโอล (Broglie and Broglie, 1994 ) จึง
ทําให ขาวไมแสดงความตานทานตอโรคถึงแมวาจะพบ
ไคติเนสในขาวก็ตาม 

Baek et al. (2001) ไดทําการแยกเอนไซมไคติเน
สจาก เมล็ดขาวที่ผานการขัดสี, รําขาว และเปลือกขาว 
ซึ่งไดแยกเอนไซมไคติเนสออกเปนสวนที่เปนกรด และ

สวนที่เปนเบส โดยใชคุณสมบัติความเปนกรด-ดาง 
เอนไซมทั้งสองสวน ที่สกัดแตละสวนของเมล็ดขาวได
แสดงคุณลักษณะบน SDS-PAGE ซึ่งมี ไกลคอล ไคติน 
(glycol chitin) 0.01%  เอนไซมไคติเนสที่ไดจาก
การศึกษาน้ีเปน เอนโดไคติเนส (endochitinase) ของ β 
-1,3-glucanase, lysozyme และ chitosanase 

Aziz (2002) ศึกษาบทบาทของเอนไซมไคติเนสใน
แบคทีเรีย Serratia  marcescens ที่มีผลตอการผลิตสาร 
Zearalenon จากเช้ือรา Fusarium graminearum ที่ทําให
ตนกลาขาวสาลีเกิดโรค และเมื่อนําขาวสาลีที่มีเช้ือรา
เหลาน้ันมาใชเลี้ยงลูกเปด ทําใหเกิดความเปนพิษตอลูก
เปดเน่ืองจากมีสาร zearalenone ที่ผลิตจากเช้ือราออกมา
มาก แตเมื่อใชแบคทีเรีย S. marcescens ควบคุม F. 
graminearum ซึ่งตรวจพบวาแบคทีเรียบนเสนใย ทําให
เสนใยแหง นอกจากน้ียังพบวามีผลในการรบกวนการ
ผลิตสาร zearalenone ทําใหปริมาณสารน้ีลดลง 
หลังจาก 4 สัปดาห ดังน้ันเอนไซมไคติเนสท่ีสรางจาก
แบคทีเรีย S. marcescens สามารถควบคุมเช้ือ F. 
graminearum ในขาวสาลีและชวยใหไมมีการผลิต
สารพิษที่ เปนอันตรายตอลูกเปด รวมทั้งยังชวยเพ่ิม
อัตราการงอกของเมล็ดขาวสาลีได 

Jinzhu และคณะ (2005) ศึกษาการแสดงออกของ
ยีนไคติเนสจากเช้ือรา Tricoderma aureoviride โดย
โคลนยีนไคติเนส (ech42) จากเช้ือราชนิดน้ี และสงถาย
ยีนน้ีเขาสูเช้ือรา Saccharomyces cerevisae เมื่อ
ตรวจสอบยีนที่ทําการสงถายพบวามีขนาดนํ้าหนัก
โมเลกุล 42 กิโลดาลตัน ซึ่งใกลเคียงกับขนาดของยีนไค
ติเนสที่พบในเช้ือรา T. harzianum เมื่อเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล Genbank พบวามี accession number คือ AY 
850032 มีความเหมือนกับยีน chi42 ของเช้ือรา T. viride 
98 เปอรเซ็นต ยีน chi 42 ของเช้ือรา T. viride สายพันธุ 
ATTC32630  91 เปอรเซ็นต  ยีน ech42 จากเช้ือรา T. 
harzianum 97 เปอรเซ็นต ยีน chiHAR3 จากเช้ือรา T. 
harzianum SK-55 93 เปอรเซ็นต และยีน THECH42 
จากเช้ือรา T. harzianum  IMI 206040 93 เปอรเซ็นต 
และพบวายีน ech42 จากเช้ือรา T. aureoviride น้ีจะ
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BMP12-3 
สังเคราะหโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 4231 
กรดอะมิโน ซึ่งเปนรหัสในการสังเคราะหเอนไซมไค
ติเนส 

ในการวิจัยน้ีใชขาวไทยท่ีสังเคราะหเอนไซมไค
ติเนสและโคลนยีน และศึกษาคุณลักษณะของยีนไคติเนส 
เพ่ือพัฒนาใชประโยชนในการควบคุมโรคพืชในอนาคต 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
นําเมล็ดขาวพันธุ กข6 ปลูกบนกระดาษทิชชู เปน

เวลา 2 สัปดาห แลวงดใหนํ้าอีก 1 สัปดาห 
สกัด RNA โดยการดัดแปลงจากวิธีของ Suzuki 

และคณะ  (2001) จากน้ันทําการสังเคราะห  cDNA 
บริเวณกลางยีนดวย วิธี Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) โดยใช 
template RNA 1 ไมโครกรัม ไพรเมอรที่ใชไดแก 
CHT:F 5' – GGAAGCGGGAGGTGgcngcnttyyt - 3'      
และ CHT:R 5' - CCTGCGGGGtcatccaraavc - 3'  ทํา
การสังเคราะห first strand โดยเติม template RNA ลง
ใน Ready-To-Go RT-PCR beads (Amercham 
Biosciences) ที่มี poly d(T) 12-18 0.5 ไมโครกรัม นํา
สารละลายดังกลาวบมที่ 42 องศาเซลเซียส 30 นาที และ
ที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที แลวเติมไพรเมอรที่ใชใน
การสังเคราะหยีน จากนั้นนําสารละลายดังกลาวเขา
เครื่อง PCR (Ampliton II thermocycler, Thermolyn, 
USA) เพ่ือทําการสังเคราะหยีน โดยใชโปรแกรม
สําหรับการสังเคราะหดังน้ี 1 รอบ ที่อุณหภูมิ94 องศา
เซลเซียส 5 นาที, 35 รอบท่ี 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 
60 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ  72 องศาเซลเซียส 1 
นาที และ 1 รอบที่ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที นําผลที่
ไดมาตรวจสอบดวยวิธี gel electrophoresis ใน 1.2% 
agarose gel ทําการตัดช้ินดีเอ็นเอท่ีไดออกจาก agarose 
gel เพ่ือสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล โดยใช QIAquick gel 
extraction kit (QIAGEN, Germany) เช่ือมตอชินดีเอ็น
เอเขากับเวคเตอร pGEM-T easy (Promega) จากน้ันทํา
การส งถ าย  ดี เอ็น เอสายผสมเข าสู เซลล เ จ าบ าน 
Escherichia coli สายพันธุ DH5α ดวยวิธี heat shock 

ทําการตรวจสอบโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมโดยการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI จากน้ันคัดเลือกโคลน
เพ่ือหาลําดับเบส 

ทําการสังเคราะหยีนดานปลาย 3’ ดวย SMART 
RACE cDNA Amplification kit (Clontech) โดยไพร
เมอรสําหรับการสังเคราะหยีนดานปลาย 3’ คือ 5’ – 
CATCCAACTCTCCTTCAACTTCAAC – 3’ ทําการ
สังเคราะหยีนตามวิธีการในคูมือ ตรวจสอบผลที่ไดดวย 
gel electrophoresis ใน 1.2% agarose gel ทําการโคลน
ยีนตามวิธีขางตน ตรวจสอบการมีดีเอ็นเอสายผสม และ
คัดเลือกโคลนเพื่อหาลําดับเบส แลวนําลําดับเบสท่ีได
จากทั้งสองบริเวณมารวมกัน เพ่ือหาลําดับเบสของยีน
วิเคราะหลําดับเบสที่ได โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) 

 
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

เมื่อทําการสังเคราะหcDNAยีนไคติเนสในขาวไทย
พันธุ กข 6 (Oryza sativa cv RD6) บริเวณกลางยีน และ
ดานปลาย 3’ ดวยเทคนิค RT-PCR และ 3’ RACE และ
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
300 คูเบส (ภาพที่ 1) และ 500 คูเบส  (ภาพที่ 2) 
ตามลําดับ หลังการโคลนยีนหาลําดับเบส นําลําดับเบส
ทั้งสองบริเวณมารวมกัน และวิเคราะหลําดับเบสของ
ยีนที่ไดจากการโคลนยีนพบวา ลําดับเบสของยีนไค-
ติเนส บริเวณกลางยีนถึงปลายดาน 3’ ที่ไดมีความยาว 
500 คูเบส เมื่อนําเบสของยีนไคติเนสแปลเปนกรดอะมิ
โนได   207 หนวย  ( residue) และสามารถคํานวน
นํ้าหนักโมเลกุลได 20.54 กิโลดาลตัน เมื่อเปรียบเทียบ
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมไคติเนสจากขาวไทย
พันธุ กข 6 กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) พบ 
วามีความเหมือนกับไคติเนสใน O. sativa Japonica 
group (accession number  U02286.1) และ  O. sativa 
Indica group (accession number L37289.1)  เทากับ 97 
และ 89%   ตามลําดับ 
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BMP12-4 
 

 
 
 
 
 

              
 
ภาพท่ี 1  แถบ DNA ของยีนไคติเนส ที่ไดจากวิธี     

RT-PCR 
 

 

 
ภาพท่ี 2  แถบดีเอ็นเอของ 3’ ไคติเนส จาก   3’ RACE-

PCR 
 

สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษาลําดับเบสของบริเวณรหัสของยีน

สําหรับเอนไซมไคติเนสในขาวไทยพันธุ กข 6 (Oryza 
sativa cv RD6) พบวาลําดับเบสของบริเวณรหัสของยีน
ต้ังแตบริเวณกลางยีนถึงปลายดาน 3’ ที่ไดทําการศึกษา 
มีความยาว 624 คูเบส สามารถแปลเปนกรดอะมิโนได 
207 หนวย  การศึกษาในลําดับตอไปคือ การตรวจสอบ
หาลําดับเบสบริเวณปลายดาน 5’ และเช่ือมตอลําดับเบส
ทุกสวนของยีน แลวตรวจสอบคุณลักษณะของยีน 
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