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บทคดัย่อ 

 แสงเป็นปัจจยัสาํคญัต่อการเจริญเติบโตและการสร้างผลผลิตของขา้ว ศึกษาผลของความเขม้แสงต่อสรีรวิทยา

บางประการและการเปล่ียนแปลงของโปรตีนดว้ยเทคนิคเอสดีเอสพอลิอะคริละไมดอิ์เลก็โทรโฟริซิส (SDS-PAGE) ใน

ใบขา้วเหนียวดาํในระยะตน้กลา้ โดยปลูกตน้กลา้ในสารละลายธาตุอาหารนาน 30 วนั จากนั้นแบ่งกลุ่มการทดลอง

ออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีใหแ้สงตามธรรมชาติ (52,500 ลกัซ์) และกลุ่มท่ีไดรั้บความเขม้แสงตํ่า (2,500 และ 800 ลกัซ์ ) 

ดว้ยตาข่ายพรางแสงเป็นเวลา 14 วนั ผลการทดลองพบวา่ ภายใตส้ภาวะท่ีไดรั้บความเครียดแสงตํ่า ปริมาณแอนโทไซ

ยานิน และค่าความเขียวใบลดลง ขณะท่ีการร่ัวไหลของอิเลก็โทรไลต ์ ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด ์ ปริมาณโพรลีน 

และกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเพิ่มมากข้ึน จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายใตส้ภาวะเครียด

แสง พบความเขม้ของแถบโปรตีนขนาด 28 และ 153 กิโลดาลตนัลดลง ขณะท่ีโปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตนัมีปริมาณ

เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

 

ABSTRACT 

Light intensity is an important factor affected rice growth and productivity. The effect of light intensity on 

some physiology and protein change using SDS-PAGE of black glutinous rice at seedling stage was studied. Seeds 

were hydroponically grown for 30 days then divided into 2 groups: grow under natural light condition (52,500 lux) 

and under low light condition (2,500 and 800 lux) by using shaded net for 14 days. The results showed that under low 

light conditions causesed a decrease anthocyanin content and leaf greenness values (SPAD). While, causes marked 

increase electrolyte leakage, malondialdehyde content, proline content and peroxidase enzyme activity. The intensity 

of 28 and 153 kDa polypeptide band markedly decreased in light-treated plant. Whereas, an increased accumulation 

of 23 kDa polypeptide band was found in leaves as compared with control groups. 
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บทนํา 

 ขา้วเหนียวดาํ (black glutinous rice) หรือ ขา้วกํ่า 

เป็นขา้วท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงแดงจนถึงสีดาํ เรียกว่า 

แอนโทไซยานิน (anthocyanins) ซ่ึงเป็นสารประกอบ

ในกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์มีคุณสมบติัเป็นสารแอนต้ีออกซิ

แดนท์ (antioxidant) ท่ีช่วยกาํจัดอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึน

ในพืช มีรายงานว่าการแสดงออกของสารสีในส่วน

ต่างๆ ของข้าวเหนียวดาํนอกจากมีพนัธุกรรมเข้ามา

กาํหนดแล้วยงัมีเง่ือนไขของสภาพแวดล้อมเข้ามามี

อิทธิพลต่อการปรากฏของสารสี เช่น อุณหภูมิ และแสง

จากดวงอาทิตย ์เป็นตน้ (Gross, 1987) ทาํใหก้ารสะสม

สารสีในเมลด็ขา้วเหนียวดาํพนัธ์ุต่างๆ มีทั้งท่ีเป็นกํ่าทั้ง

เมลด็ กํ่าผา่หรือกํ่าคร่ึงซีก  

 ในปัจจุบนัปัจจยัทางกายภาพเปล่ียนไปมากส่งผล

กระทบต่อการเจริญเติบโต และการสร้างผลผลิตของ

พืช โดยเฉพาะปัจจยัหลกัเช่น ความเขม้แสง (light 

intensity) ความเขม้แสงท่ีสูงหรือตํ่าเกินไปนอกจากจะมี

ผลต่อขบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงในช่วงการถ่ายทอด

อิเลก็ตรอนในระบบแสงสอง (photosystem II; PSII) 

โดยไปรบกวนศูนยก์ลางปฏิกิริยาแสง (photosynthetic 

reaction center) (Jones and Kok, 1966) และทาํใหอ้ตัรา

การสังเคราะห์ดว้ยแสงลดลง (Critchley, 1981) ภายใต้

สภาวะเครียดจากแสงจะเกิดความไม่สมดุลระหวา่งการ

รับแสงและการใชป้ระโยชน์จากแสง (Huner et al., 

1998) พืชจะสร้างสารอนุมูลอิสระข้ึน (reactive oxygen 

species) ซ่ึงสารดงักล่าวมีคุณสมบติัเป็นตวัออกซิไดซ์

อยา่งรุนแรงจนสามารถทาํลายสารชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น 

ดีเอ็นเอ โปรตีน เยื่อหุ้มเซลล ์ตลอดจนเยื่อหุ้มคลอโรพ

ลาสต์ การเสียสภาพของเยื่อหุ้มเซลล์ทําให้เกิดการ

ร่ัวไหลของสารอิเลก็โทรไลตอ์อกจากเซลล ์ปริมาณสาร

ท่ีบ่งช้ีถึงสภาพเครียดของพืชท่ีเพิ่มข้ึน ส่วนหน่ึงเกิดจาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสารมาลอนไดอลัดีไฮด ์

(malondialdehyde) ซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากปฏิกิริยาลิ

ปิดเปอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation) ท่ีเกิดจากการ

ทาํลายกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัอนัเป็นองคป์ระกอบของเยื่อ

หุ้มเซลล์ กลไกท่ีช่วยลดความเสียหายอนัเน่ืองมาจาก

แสง ไดแ้ก่ การสร้างสารมากาํจดัอนุมูลอิสระในเซลล ์

เ ช่น สร้าง เอนไซม์กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิ เดส 

(glutathione peroxidase) คะตะเลส (catalase) เปอร์ออก

ซิเดส (peroxidase) และเพิ่มการสะสมสารท่ีช่วยปรับ

สมดุลออสโมติกภายในเซลล ์(competible solute) เช่น 

โพรลีน นํ้ าตาล เป็นตน้ มีรายงานว่า แอนโทไซยานิน

ในพืชจะช่วยปกป้องเซลล์จากสภาพแสงท่ีผิดปกติ 

(Steyn et al., 2002) โดยจะช่วยกรองแสงไม่ใหส่้องทะลุ

ผ่านเขา้ไปในเน้ือเยื่อพืชและช่วยป้องกนัอนัตรายจาก

แสงท่ีจะไปทาํลายคลอโรฟิลลซ่ึ์งเป็นรงควตัถุสาํคญัใน

กระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง (Close and Beadle, 

2003; Hada et al., 2003) ช่วยกาํจดัอนุมูลอิสระภายใน

เซลล ์(Gould et al., 2002) และยงัช่วยปรับสมดุลของนํ้า

ภายในเซลลเ์ม่ือเกิดสภาวะเครียดเกลือ (Chutipaijit et 

al., 2011) และสภาวะขาดนํ้า (วฒันา, 2552)  

 แสงมีผลโดยตรงต่อการสังเคราะห์สารแอนโทไซ

ยานิน (Jaakola et al., 2004) ทั้งน้ีเน่ืองจากแสงเป็นตวั

ส่งสัญญาณไปกระตุน้การทาํงานของเอนไซมต์่างๆ เช่น 

เอนไซม์ฟีนิลอะลานีน แอมโมเนีย-ไลเอส ซ่ึงเป็น

เอนไซมต์วัแรกในวิถีการสังเคราะห์ (Arakawa et al., 

1986; ยุทธนา, 2549) และชกันาํการแสดงออกของยนี

ในการสังเคราะห์แอนโทโซยานิน (Mol, 1996; Jaakola, 

2013; Feng et al., 2013) เม่ือแสงลดตํ่าลงจะเกิดการ

ยบัย ั้งกระบวนการถอดรหสัของยนีในวิถีการสังเคราะห์ 

แอนโทไซยานิน (Fujita, 2007) ปัจจุบนัมีการศึกษาผล

ของแสงตํ่าต่อการสะสมสารแอนโทไซยานินในพืช

หลากหลายชนิด อาทิเช่น ขา้วโพด (Singh et al., 1999) 

มนัเทศ (Islam et al., 2005) ฤษีผสม (Nguyen and Cin, 

2009) พิทูเนีย (Albert et al., 2009) อยา่งไรก็ตาม

การศึกษาผลของแสงในขา้วยงัไม่เป็นท่ีแน่ชดัและยงัมี

การศึกษาในดา้นน้ีนอ้ยมาก ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งท่ีจะ

ศึกษาผลของความเขม้แสงต่อการสร้างและสะสมสาร

แอนโทไซยานินตลอดจนการเปล่ียนแปลงแบบแผน

ของโปรตีนในใบขา้วเหนียวดาํ เพื่อเป็นขอ้มูลในการ

นาํไปประยุกต์ใชป้รับปรุงพนัธ์ุ และหาวิธีป้องกนัพืช

ไม่ใหเ้กิดความเสียหายเม่ืออยูใ่นสภาวะเครียดแสง 
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วธีิการวจิัย 

1. ตวัอย่างพชืและการทดลอง 

 เมล็ดพนัธ์ุท่ีใช้ศึกษาเป็นขา้วเหนียวดาํใบสีม่วง 

(Br.no.51) ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จากศูนยว์ิจยัขา้วชุม

แพ จังหวัดขอนแก่น ทําการศึกษาในระยะต้นกล้า

ระหว่างเดือนมกราคมถึงเดือนมีนาคม 2555 ใน

โ ร ง เ รื อ น ภ า ค วิ ช า ชี ว วิ ท ย า  ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ 

มหาวิทยาลยัขอนแก่น คดัเลือกเมลด็พนัธ์ุท่ีสมบูรณ์แช่

เมล็ดจนงอกแลว้ยา้ยไปปลูกบนถาดเพาะขนาด 7×23 

เซนติเมตร ท่ีรองพ้ืนด้วยตาข่ายและวางอยู่บนถัง

พลาสติกสีดาํขนาด 20×17 เซนติเมตร ท่ีบรรจุ

สารละลายธาตุอาหาร 3 ลิตร (Gregorio et al., 1997 

ดดัแปลงจากสูตรของ Yoshida et al, 1976) ทาํการ

เปล่ียนสารละลายธาตุอาหารทุก 7 วนั จนตน้กลา้อายไุด ้

30 วนั จึงแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่ม

ควบคุม (Control; C) ให้แสงตามสภาพปกติตลอดการ

ทดลอง มีความเขม้แสงเฉล่ีย 52,500 ลกัซ์ (วดัในช่วง

เท่ียงวนัดว้ยเคร่ือง Walk LAB LUX Meter) และกลุ่ม

พรางแสงดว้ยตาข่ายพรางแสงสีดาํ 1 และ 2 ชั้น มีความ

เขม้แสงเฉล่ีย 2,500 และ 800 ลกัซ์ (Treatment; T1 และ 

T2) ตามลาํดบั นาน 14 วนั หลงัจากนั้นเกบ็และทาํความ

สะอาดตวัอยา่ง แลว้นาํไปเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 

สาํหรับนาํไปวเิคราะห์ค่าต่างๆ ต่อไป 

2. วดัค่าสรีรวทิยาบางประการ 

 2.1) การวดัปริมาณแอนโทไซยานิน 

  ชัง่ใบขา้ว 0.1 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม 

acidified ethanol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เกบ็ไวใ้นท่ีมืดท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ดูดสารละลายไปวดั

ค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตร โดยใช ้acidified ethanol 

เป็น blank คาํนวณหาปริมาณแอนโทไซยานินตาม

วธีิการของ Abdel-Aal and Hucl (1999)  

 2.2) การวดัค่าความเขียวใบ (SPAD) 

  เลือกใบขา้วใบท่ีสอง (นบัจากปลายยอด) ท่ี

กางเตม็ท่ี เช็ดทาํความสะอาด วดัดว้ยเคร่ืองคลอโรฟิลล์

มิเตอร์ (SPAD-502 Plus) โดยกาํหนดให้ตาํแหน่งท่ีวดั

ห่างจากปลายใบประมาณ 1 น้ิว แลว้เลือกวดั 3 ตาํแหน่ง 

(ตน้ กลาง และปลายใบ) เพ่ือใหไ้ดค้่าเฉล่ียทั้งใบ  

 2.3) การร่ัวไหลของสารอเิลก็โทรไลต์ 

  ชัง่ใบขา้วมา 0.1 กรัม ตดัใหเ้ป็นช้ินเลก็ๆ ใส่

ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีมีนํ้ าปราศจาก

ไอออน 10 มิลลิลิตร นาํหลอดตวัอยา่งไปแช่ในอ่าง

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

วดัค่าการนาํไฟฟ้าโดยใชเ้คร่ือง conductivity meter คร้ัง

ท่ี 1 จากนั้นทาํให้เซลลเ์สียสภาพโดยนาํไปน่ึงในหมอ้

น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 

นาที ท้ิงไวใ้ห้เยน็แลว้นาํไปวดัค่าการนาํไฟฟ้าอีกคร้ัง 

คาํนวณเปอร์เซ็นต์การร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์

ตามวธีิการของ Dionisio-Sese and Tobita (1998)  

  2.4) ปริมาณสารมาลอนไดอลัดไีฮด์ 

 วดัการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชนัโดยดดัแปลง

จากวิธีของ Stewart and Bewly (1980) โดยวดัจากปริมาณ

มาลอนไดอัลดีไฮด์เกิดข้ึน โดยมีวิธีการดังน้ีคือ บด

ตวัอยา่งใบขา้ว 0.1 กรัม ดว้ยโกร่งท่ีเติมไนโตรเจนเหลว 

แลว้เติมบฟัเฟอร์สกดั [50 mM phosphate buffer (pH 7.0)] 

จาํนวน 1 มิลลิลิตร จากนั้นนาํของเหลวท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยง

ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที บนัทึกปริมาตรท่ีได ้และดูดสาร

สกดัตวัอยา่งจาํนวน  0.5 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.5 มิลลิลิตร

ของ 0.5 เปอร์เซ็นต์ กรดไทโอบาบิทูริก (thiobarbituric 

acid; TBA) ท่ีละลายใน 20 เปอร์เซ็นตข์องกรดไตรคลอ

โรอะซิติก(trichloroacetic acid; TCA) นาํไปแช่ในอ่าง

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที 

หยดุปฏิกิริยาทนัทีในถงันํ้ าแขง็ จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที วดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 532 และ 600 นาโนเมตร แลว้

นาํค่าท่ีไดม้าคาํนวณตามสูตรของ Stewart and Bewly 

(1980) 

2.5) การวดัปริมาณโพรลนี  

  ชัง่ใบขา้ว 0.1 กรัม แลว้บดให้ละเอียดดว้ย

โกร่งท่ีเติมไนโตรเจนเหลว จากนั้นเติม 3 เปอร์เซ็นต ์

ของกรดซลัโฟซาลิไซลิค (sulfosalicylic acid) ปริมาตร 
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5 มิลลิลิตร กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 

บันทึกปริมาตรทั้ งหมด และดูดสาร ท่ีกรองได้ 2 

มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลายของกรด

นินไฮดริน (acid ninhydrin) จาํนวน 2 มิลลิลิตร นาํไป

ตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

หยุดปฏิกิริยาโดยแช่ในถังนํ้ าแข็ง จากนั้ นเติมทูลูอีน 

(toluene) จาํนวน 4 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย แลว้ตั้งท้ิง

ไวใ้หแ้ยกชั้น ดูดสารละลายบริเวณดา้นบนเหนือผิวของ

ทูลูอีน ไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520  นาโน

เมตร โดยใชทู้ลูอีนเป็น blank จากนั้นนาํค่าท่ีไดไ้ป

คาํนวณเทียบกบักราฟมาตรฐานโพรลีนตามวิธีการของ 

Bates et al. (1973) 

 2.6) กจิกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

   วดักิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

ดดัแปลงจากวิธีของ Chance and Maehly (1995) โดยชัง่

ใบขา้ว 0.1 กรัม แลว้นาํมาบดใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งท่ีวาง

บนกระบะนํ้ าแข็งใช้ไนโตรเจนเหลวช่วยในการบด 

จากนั้นเติมบฟัเฟอร์สกดั [50 mM phosphate buffer (pH 

7.0)] จาํนวน 400 ไมโครลิตร บดต่อจนเป็นของเหลว

ย้ายใส่ในหลอดไมโครทิวป์ นําไปป่ันเหวี่ยงด้วย

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ดูดเอาสารสกดัส่วนใสยา้ย

ใส่หลอดใหม่ จากนั้นเตรียมตวัอยา่งเพ่ือนาํไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงโดย ดูดสารสกัดมา 2 ไมโครลิตร ใส่ใน

หลอดแก้วขนาด 5 มิลลิลิตร แล้วเติมนํ้ ากลั่น 2850

ไมโครลิตร เติมสารละลาย 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟส

บพัเฟอร์ (KP buffer pH 6.4) จาํนวน 300 ไมโครลิตร 

และ 8 มิลลิโมลาร์ กลูเอคอล (gluaiacol) จาํนวน 24 

ไมโครลิตร ผสมสารให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร 

หลอดท่ีเป็น blank ให้ใชน้ํ้ ากลัน่แทนนํ้ าตวัอยา่ง แลว้

เติม 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟสบพัเฟอร์ จาํนวน 300 

ไมโครลิตร และ 8 มิลลิโมลาร์ กลูเอคอล 24 

ไมโครลิตร ทา้ยสุดเติม 0.03 เปอร์เซ็นตข์องไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ จาํนวน 94 ไมโครลิตร ผสมสารให้เขา้

กนั แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 470 นา

โนเมตร จบัเวลาทนัทีหลงัจากนาํเขา้เคร่ือง อ่านค่าท่ี 15 

และ 20 วินาที บนัทึกค่าแลว้นาํไปคาํนวณค่ากิจกรรม

เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส  

  2.7) การวดัปริมาณโปรตนี 

  วัดปริมาณโปรตีนตามวิ ธีของ Bradford 

(1976) หาปริมาณโปรตีนในตวัอย่างเพ่ือใชเ้ป็นขอ้มูล

ประกอบการศึกษากิจกรรมเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสโดย

ดูดสารสกดัตวัอย่างมา 1 ไมโครลิตร (จากการสกดั

เอนไซมข์า้งตน้) แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ 20 ไมโครลิตร 

ตามดว้ย Dry concentrate (Bio-Rad) จาํนวน 1000 

ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กันตั้ งท้ิงไว ้15-30 

นาที จากนั้นนําไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

595 นาโนเมตร โดยใชน้ํ้ ากลัน่เป็น blank เปรียบเทียบ

ปริมาณโปรตีนท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐาน  

3. การศึกษาแบบแผนของโปรตีน 

3.1) การเตรียมตวัอย่างและสกดัโปรตีน 

 นําใบข้าวมาบดในโกร่งท่ีแช่บนกระบะ

นํ้ าแข็งเติมไนโตรเจนเหลวช่วยในการบด จากนั้นเติม 

0.1 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมโดเด็กซิลซัลเฟต (Sodium 

dodecyl sulfate; SDS) ยา้ยของเหลวท่ีไดใ้ส่หลอดไม

โครทิวป์ นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใส

ดา้นบน มาตกตะกอนโปรตีนดว้ยอะซิโตน (acetone) 

เยน็จดั นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นละลายตะกอนดว้ย 0.1 

เปอร์เซ็นต ์โซเดียมโดเด็กซิลซัลเฟต เก็บตวัอย่างท่ีได้

ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ส่วนใสบางส่วนนาํไป

วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร เพ่ือ

หาปริมาณโปรตีนเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานตามวิธีการ

ของ Bradford (1976) 

 3.2) การแยกโปรตนีด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

 นาํตวัอยา่งโปรตีนท่ีสกดัได ้10 ไมโครกรัม มา

ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมีความเขม้ข้น 5 เท่า (5x 

loading buffer) ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากนัทุกตวัอยา่ง 
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โดยการเติมนํ้ า นาํไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นนาํมาแยกโดยเทคนิค SDS 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis ท่ีประกอบดว้ย 12 

เปอร์เซ็นต ์ separating gel โดยให้กระแสไฟฟ้า 100 

โวลต ์ดว้ยเคร่ือง Power Pac 3000 (Bio-Rad) ขนาดของ

เจลท่ีใชใ้นการแยกคือ 7×10 เซนติเมตร หลงัจากนั้น

ยอ้มแถบโปรตีนดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท  

4. การวเิคราะห์ผลทางสถิต ิ

 วา งแ ผ นก า ร ท ดล อ งแ บ บสุ่ มอ ย่าง ส มบู ร ณ์ 
(Completely Randomized Design; CRD) จาํนวน 3 ซํ้ า 

แล้วหาค่า เฉล่ียและค่า เ บ่ียงเบนมาตรฐานโดยใช้

โปรแกรม Excel นาํขอ้มูลทั้งหมดมาวิเคราะห์ผลดว้ย

วิธี Analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s new 

multiple range test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูป 

SPSS version 17 ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 

 

ผลการวจิัย 

1.  ผลของความเครียดแสงต่อค่าสรีรวิทยาบางประการ 

  การพรางแสงดว้ยตาข่ายพรางแสง 1 และ 2 ชั้น ทาํ

ให้ค่าความเขม้แสงลดลงเท่ากบั 2,500 และ 800 ลกัซ์ 

ตามลาํดบั จากการทดลองพบว่า ระดบัความเขม้แสงท่ี

ลดลงมีผลทําให้ปริมาณแอนโทไซยานินในใบข้าว

เหนียวดาํลดลง 19 และ 32 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 

ตามลาํดบั (ภาพท่ี 1A) ในขณะเดียวกนัค่าความเขียว

ของใบลดลงเช่นกนั แต่ในกลุ่มท่ีพรางแสง 1 ชั้น กลบั

ทาํใหค้่าความเขียวลดลงมากกวา่ 2 ชั้น เม่ือเปรียบเทียบ

กบักลุ่มควบคุม (p<0.05) โดยเปอร์เซ็นตก์ารลดลงเป็น 

7 และ 3 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ภาพท่ี 1B) ในสภาพท่ี

ความเขม้แสงลดลงทาํให้ค่าการร่ัวไหลของอิเล็กโทร

ไลต์ และปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์มีค่าเพิ่มมาก

ข้ึนจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคญั โดยมีเปอร์เซ็นต์

การร่ัวไหลของอิเล็กโทรไลต์เพิ่มข้ึน 5 และ 25 

เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ภาพท่ี 1C) และปริมาณสารมา

ลอนไดอลัดีไฮด์เพ่ิมข้ึนเป็น 44 และ 83 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดบั (ภาพท่ี 1D) ในขณะเดียวกนัพบว่า ปริมาณ

โพรลีนและกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส

เพ่ิมข้ึนในกลุ่มท่ีพรางแสง 2 ชั้น และมีค่าลดลงในกลุ่ม

ท่ีพรางแสง 1 ชั้น โดยมีปริมาณโพรลีนเพิ่มข้ึนเป็น 21 

เปอร์เซ็นต ์(T2) และมีค่าลดลง 23 เปอร์เซ็นต ์(T1) เม่ือ

เทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) (ภาพท่ี 1E) จากการวิจยั

ยงัพบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเพิ่มข้ึน 

14 เปอร์เซ็นต ์(T2) และมีค่าลดลง 14 เปอร์เซ็นต ์(T1) 

เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) (ภาพท่ี 1F)  

2.  ผลการศึกษาแบบแผนโปรตนีในสภาวะเครียดแสง 

 จากการศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนใน

ใบขา้วเหนียวดาํเม่ือไดรั้บความเขม้แสงตํ่า 2 ระดบั พบ

ความแตกต่างของโปรตีนท่ีชดัเจนท่ีสุด 3 แถบคือ 23, 

28 และ 153 กิโลดาลตนั โดยแถบโปรตีนขนาด 23 กิโล

ดาลตนัเพ่ิมข้ึน และพบแถบโปรตีนขนาด 153 กิโลดาล

ตนัลดลง นอกจากน้ีพบโปรตีนขนาด 28 กิโลดาลตนั 

เพิ่มข้ึนเฉพาะกลุ่มท่ีพรางแสง 2 ชั้น (ภาพท่ี 2) 

 

ภาพที ่1 ความเขม้แสง 3 ระดบั (C = 52,500 ; T1 = 2,500  

และ T2 = 800 ลกัซ์) ท่ีมีผลต่อค่า (A) ปริมาณ

แอนโทไซยานิน (B) ค่าความเขียวใบ (C) ค่า

การร่ัวไหลของอิเลก็โทรไลต ์(D) ปริมาณสาร

มาลอนไดอัลดีไฮด์ (E) ปริมาณโพรลีน (F) 

กิจกรรมของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
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ภาพที ่2 แบบแผนโปรตีนของใบขา้วเหนียวดาํท่ีมีอาย ุ   

    45 วนั ท่ีไดรั้บความเขม้แสง 3 ระดบั (C =   

     52,500 ; T1 = 2,500 และ T2 = 800 ลกัซ์) แยก  

    โดยวิธี SDS-PAGE 12 เปอร์เซ็นต ์พอลิอะคริ 

     ลาไมด ์ยอ้มแถบโปรตีนดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท 

 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

 จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า ความเขม้แสงท่ี

ลดลงจากการพรางแสงมีผลทาํใหป้ริมาณแอนโทไซยานิน

ในใบขา้วเหนียวดาํลดลง เช่นเดียวกบัการศึกษาการพราง

แสงในผลองุ่น (Fujita et al., 2007) ใบมนัเทศ (Islam et al., 

2005) ใบฤษีผสม (Nguyen and Cin, 2009) พิทูเนีย (Albert 

et al., 2009) เช่นเดียวกบัค่าความเขียวของใบท่ีใชเ้คร่ือง

คลอโรฟิลล์มิ เตอร์วัดปริมาณคลอโรฟิลล์ทางอ้อม 

(Jangpromma et al., 2010) มีค่าลดลงเช่นกนัแสดงใหเ้ห็น

ว่าแอนโทไซยานินมีส่วนในการปกป้องคลอโรฟิลล์อนั

เน่ืองมาจากสภาวะเครียดแสง ดงันั้นเม่ือแอนโทไซยานิน

มีค่าลดลงจึงส่งผลให้ปริมาณคลอโรฟิลลถ์ูกทาํลายและมี

ค่าลดลงดว้ยเช่นกนั (Close and Beadle, 2003; Hada et al., 

2003) จากการศึกษาปริมาณสารท่ีบ่งช้ีความเสียหายของ

เซลล์ในสภาวะเครียดพบว่า เม่ือความเข้มแสงลดลง

ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละเปอร์เซ็นตก์ารร่ัวไหล

ของสารอิเล็กโทรไลต์เพิ่มสูงข้ึนจากกลุ่มควบคุมอย่าง

เห็นได้ชัดซ่ึงแสดงให้เห็นถึงการเสียสภาพของเยื่อหุ้ม

เซลล์หลังจากได้รับสภาวะเครียดแสง เช่นเดียวกับ

การศึกษาในสภาวะเครียดแลง้ (นิศาชล และคณะ, 2555) 

และสภาวะเครียดจากความเคม็ (Akbari et al., 2013) จาก

การศึกษากลไกการปรับตวัของขา้วเหนียวดาํเพ่ือลดความ

เสียหายของเซลลเ์ม่ืออยูใ่นสภาวะเครียดแสงทางออ้มโดย

วดัปริมาณโพรลีนและเอนไซมก์าํจดัอนุมูลอิสระ จากการ

วจิยัพบวา่ เม่ือความเขม้แสงลดลงขา้วจะมีปริมาณโพรลีน

สูงข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม เป็นไปไดว้า่ความเขม้แสง

ตํ่าจะกระตุน้ให้ปากใบเปิดน้อยหรือปิดลงเพ่ือลดอตัรา

การคายนํ้า (สมบุญ, 2548) ดงันั้นพืชจะไม่สามารถลาํเลียง

นํ้ าไปเล้ียงตน้พืชไดจึ้งอยู่ในสภาวะขาดนํ้ าจึงสะสมโพ

รลีนมากข้ึน (วฒันา, 2552) เปอร์ออกซิเดส เป็นเอนไซมท่ี์

พืชสร้างข้ึนมาเพ่ือกาํจดัอนุมูลอิสระภายในเซลล ์จากการ

ทดลองพบวา่ ในกลุ่มของขา้วท่ีพรางแสง 2 ชั้น มีเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดสสูงกว่ากลุ่มควบคุมในขณะท่ีพรางแสง 1 

ชั้น มีปริมาณตํ่าท่ีสุดแสดงว่าความเขม้แสงในระดบัน้ีมี

ความสามารถในการป้ องอนุ มู ลอิ สระท่ี เ กิ ดจาก

ความเครียดได้ดี เน่ืองจากมีระบบกาํจัดอนุมูลอิสระมี

ประสิทธิภาพทาํใหเ้กิดความสมดุลของกระบวนการต่างๆ

ภายในเซลล์ ช่วยลดความรุนแรงท่ีเกิดจากสภาวะเครียด 

จึงทนต่อความเครียดแสงในระดบัน้ีไดดี้ จากการศึกษา

เปรียบเทียบแบบแผนโปรตีนในใบขา้วเม่ืออยูใ่นสภาวะ

เครียดแสงพบวา่ ความเขม้แสงตํ่าชกันาํให้ขา้วมีการผลิต

โปรตีนขนาด 23 กิโลดาลตนัข้ึนมาแต่ยงัไม่ทราบแน่ชดั

ว่าขา้วมีกลไกผลิตข้ึนมาเพ่ือทาํหน้าท่ีอะไร มีรายงานว่า

โปรตีนในช่วงขนาดน้ี คือ aquaporin ทาํหนา้ท่ีสาํหรับการ

ลาํเลียงนํ้าในพืช (Johanson et al., 2000) ซ่ึงจะผลิตข้ึนมา

เม่ือพืชอยู่ในสภาวะขาดนํ้ า นอกจากน้ี กัลยา (2554) 

รายงานว่า พบโปรตีนขนาด 22-23 กิโลดาลตนั ในขา้ว

เหนียวดํามากกว่าข้าวเหนียวขาว โดยระบุว่าเป็น 

transcription factor protein ซ่ึงมีหนา้ท่ีเป็น transcription 

factor และอาจควบคุมการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั

การสังเคราะห์ดว้ยแสง ขณะเดียวกนัพบโปรตีนขนาด 28 

กิโลดาลตนั ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีมีการพรางแสง 2 

ชั้น จากการศึกษาท่ีผา่นมามีรายงานวา่ โปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกั

ประมาณ 28 กิโลดาลตนั คือกลุ่มของ เอนไซมแ์อสคอร์

เบท เปอร์ออกซิเดส (ascorbate peroxidase) (Ishikawa et 

al., 1999; Sajitha Rajan and Muragan, 2010; Martell et al., 

2012) เป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ีกาํจดัอนุมูลอิสระ 
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ซ่ึงโปรตีนท่ีสร้างข้ึนมาสอดคลอ้งกับปริมาณเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดสท่ีวดัไดใ้นกลุ่มท่ีไดรั้บแสงปกติและนอ้ย

เกินไป  

 จากการศึกษาคร้ังน้ีสามารถสรุปได้ว่า สภาวะ

เครียดจากความเขม้แสงตํ่าส่งผลให้พืชมีปริมาณแอน

โทไซยานินและคลอโรฟิลลล์ดลง ซ่ึงสารสีเหล่าน้ีเป็น

องค์ประกอบหลกัในกระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง

ของพืช เม่ือปริมาณสารสีลดลงจึงมีผลทาํให้อตัราการ

สังเคราะห์แสงลดลงพืชไม่สามารถสร้างอาหารได้

เน่ืองจากปริมาณแสงท่ีส่องลงมาไม่เพียงพอต่อการ

นาํไปใชท้าํใหเ้กิดสภาวะเครียดอนัเน่ืองมาจากแสง เม่ือ

เกิดสภาวะเครียดพืชจะสร้างสารอนุมูลอิสระข้ึนมา

จาํนวนมาก อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนจะไปออกซิไดซ์เยื่อ

หุ้มเซลล์ทาํให้เยื่อหุ้มเซลล์เสียสภาพเกิดการร่ัวไหล

ของอิเล็กโทรไลต์ออกจากเซลล์เ ป็นจํานวนมาก 

อย่างไรก็ตามพืชจะมีกลไกการปรับตัวเพ่ือลดความ

เสียหายของเซลล์เม่ืออยู่ในสภาวะเครียดแสงโดยการ

สะสมโพรลีนหรือผลิตเอนไซม์เพื่อกาํจดัอนุมูลอิสระ

เพ่ิมมากข้ึน อยา่งไรกต็ามการศึกษาแบบแผนโปรตีนยงั

ไม่สามารถบอกได้ชัดเจนว่ามีการผลิตเพ่ิมข้ึนมาเพ่ือ

อะไร ดังนั้นจึงตอ้งส่งวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนและ

ระบุหนา้ท่ีในลาํดบัต่อไป 
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