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ABSTRACT 

 Jatropha curcas is a high potential oil crop that fulfils many of the requirements for bio- diesel 
production.The seed kernels have an oil content of 40- 60 percent.  However, they also contain various 
toxins; phorbol esters (PEs)  are the main toxins in jatropha seed and oil.  The objective of this study, was 
aimed to compare geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS)  and casbene synthase (CS)  gene 
expression in various seedstages of high and low PEs content using real- time PCR technique.  Partial 
cloning of GGPPS and CS showed the 592 and 1, 092 bp of DNA fragments,called JcGGPPS and JcCS, 
respectively.  The gene expression levels were studied by using real- time PCR.  It was found that the 
expression of JcGGPPS in the seeds of Korat and Mexican cultivar had the highest expression at 20 days 
after pollination (DAP) while the expression of JcCS reached the highest level at 40 DAP. When comparingto 
the gene expression levels at various seed stages between the two cultivars it was found that the JcGGPPS 
and JcCS gene expressions in Korat cultivar were about 6- 36 and 1. 5- 2,600 folds higher than those of 
Mexican cultivar, respectively.  If there is correlation betweenthe expression levels of the genes and seed 
PEs content, the expression levels of the genes could be used as the simple indicator for selection of low 
seed PEs content. 
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บทคดัย่อ 

 สบู่ด าเป็นพชืน ้ามนัที่มีศักยภาพสูงในการผลิตเพื่อใช้เป็นน ้ามนัไบโอดีเซลเมล็ดของสบู่ด ามีน ้ามนัเป็น 
องคป์ระกอบรอ้ยละ 40-60 อย่างไรกต็ามน ้ามนัสบู่ด าทีบ่บีจากเมลด็จะมสีารพษิคอืสารฟอรบ์อลเอสเทอร ์การศกึษา
ในครัง้นี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อระบุและเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสงัเคราะหส์ารฟอรบ์อลเอส
เทอร์ คือ geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) และ casbene synthase (CS) ในเมล็ดสบู่ด าที่อายุ
ต่างๆ ในพนัธุท์ีม่ปีรมิาณสารฟอรบ์อลเอสเทอรส์งูและพนัธุท์ีม่ปีรมิาณสารต ่า โดยใชเ้ทคนิค real-time PCR ผลการ
โคลนบางส่วนของยนี GGPPS และยีน CS พบแถบดเีอ็นเอขนาด 592 คู่เบส และ1,092 คู่เบส เรียกชื่อยนีนี้ว่า 
JcGGPPS และ JcCS ตามล าดบั จากนัน้ศกึษาระดบัการแสดงออกของยนีโดยใช้เทคนิค real-time PCR พบว่า 
การแสดงออกของยนี JcGGPPS ในเมล็ดสบู่ด าพนัธุ์โคราชและพนัธุ์เมก็ซิโกมรีะดบัสูงสุดที่อายุ 20 วนัหลงัการ
ผสมเกสร สว่นยนี JcCS มรีะดบัการแสดงออกสงูสุดทีเ่มลด็อายุ 40 วนัหลงัการผสมเกสร และเมื่อเปรยีบเทยีบการ 
แสดงออกของยีนทัง้สองในเมล็ดที่อายุต่างๆ ระหว่างสองพนัธุ์ พบว่า พันธุ์โคราชมีระดับการแสดงของยีน 
JcGGPPS และ JcCS มากกว่าพนัธุเ์มก็ซโิก 6-36 เท่า และ 1.5-2,600 เท่า ตามล าดบั ถ้าระดบัการแสดงออกของ
ยีนทัง้สองมีความสมัพนัธ์กบัปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ในเมล็ดจริง ก็จะสามารถใช้เป็นดชันีอย่างง่ายที่ใช้
คดัเลอืกสบู่ด าทีม่ปีรมิาณสารฟอรบ์อลเอสเทอรใ์นเมลด็ต ่าได้ 

ค าส าคญั: สบูด่ า  JcGGPPS  JcCS  ฟอรบ์อลเอสเทอร ์ การแสดงออกของยนี 

 

ค าน า 

 สบู่ด าเป็นพืชน ้ามันชนิดหนึ่งจัดอยู่ในวงศ์ 
Euphorbiaceae มีชื่ อ วิท ย าศ าสต ร์ ว่ า  Jatropha 
curcas L.  มีชื่อสามัญ คือ barbadose nut, physic 
nut และ purging nut (พรชยั, 2549) สามารถเตบิโต
ได้ในสภาวะที่แห้งแลง้และทนทานต่อโรคพชื สบู่ด า
เ ป็นพืชที่มีประโยชน์ทั ้งทางตรงและทางอ้อม 
โดยเฉพาะการใช้ เ ป็นแหล่ งพลังงานทดแทน 
(Heller,1996) โดยการน าเมล็ดมาสกัดน ้ามันเพื่อ
น ามาเป็นวตัถุดบิในการผลติไบโอดเีซลเพื่อทดแทน
เชื้อเพลิงที่มาจากฟอสซิล ( fossil fuel) (Devappa  
et al. , 2010a) เมล็ดสบู่ด ามีน ้ ามันร้อยละ  40-60 
นอกจากนี้ในส่วนของกากเมล็ด (cake) ที่เหลอืจาก
การบีบน ้ามนัจะมีโปรตีนประกอบอยู่ร้อยละ 22-28 
ซึ่งสูงกว่ากากถัว่เหลือง ดังนัน้จึงอาจน ามาใช้เป็น
ส่วนผสมของอาหารสตัว์ไดแ้ต่การน าน ้ามนัและกาก
เมล็ดสบู่ด ามาใช้ประโยชน์เพื่อเพิ่มมูลค่านัน้ยังมี
ข้อจ ากัดอยู่มากเนื่องจากสบู่ด ามีสารพิษอยู่หลาย
ชนิด เช่น สารเคอร์ซิน (curcin) ทรปิซินอนิฮบิเิตอร์ 

( trypsin inhibitors)  แ ลคติน  ( lectins)  ซ า โปนิ น 
(saponins) ไฟเตต (phytate) และสารฟอร์บอลเอส
เทอร ์(phorbol esters, PEs) (Devappa et al., 2010 
b; Yunpinget al., 2012) เป็นต้น สารฟอร์บอลเอส
เทอร์เป็นสารพษิที่พบมากที่สุดในเมล็ด (สุภา และ
คณะ, 2013) มีฤทธิส์่งเสริมให้เกิดเนื้องอก ( tumor 
promoting activity) โดยจะไปกระตุน้ protein kinase 
C ส่งผลให้การท างานของเอนไซม์ การสงัเคราะห์
โปรตีน รวมถึ ง ดี เ อ็น เอผิดปกติ ไป  (Ahmed & 
Salimon, 2009) ปัจจุบนัมกีารแบ่งสบู่ด าออกไดเ้ป็น 
3 กลุ่ม คือ 1. กลุ่มสายพนัธุ์เอเชีย กลุ่มนี้ประกอบ 
ด้วยสายพนัธุ์จากไทย เมยีนมาร์ อนิเดยี เวยีดนาม 
และมาเลเซยี พนัธุ์สบู่ด าในกลุ่มนี้มปีรมิาณน ้ามนัใน
เมล็ดต ่าถึงปานกลาง (ร้อยละ 18-25) มปีรมิาณสาร
ฟอร์บอลเอสเทอร์สูง (1-5 มก.) 2. กลุ่มสายพนัธุ์
เมก็ซโิก สบู่ด าในกลุ่มนี้มปีรมิาณน ้ามนัในเมลด็ปาน
กลางถึงสูง (ร้อยละ 25-35) มีปริมาณสารฟอร์บอล
เอสเทอร์ต ่ามาก (ต ่ากว่า 0.1 มก.) และ 3. สายพนัธุ์
ลูกผสม เกิดจากการผสมพันธุ์ระหว่างกลุ่มพันธุ์
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เอเชียกับกลุ่มพันธุ์เม็กซิโก (พีระศักดิ ์และคณะ, 
มปป .) อย่างไรก็ตาม Makkar et al. (1998) และ
วทิยา และคณะ (2550) รายงานว่าสบู่ด าพนัธุ์ที่ไม่มี
พษิ (จากประเทศเมก็ซิโก) มสีารฟอร์บอลเอสเทอร์
ในเนื้อเมล็ดปรมิาณ 0.11 มก. ส่วนพนัธุ์ที่มพีษิจะมี
สารสารฟอร์บอลเอสเทอร์ในเนื้อเมลด็มากกว่า 0.11 
มก. 
 เนื่องจากในปัจจุบนัยงัไม่มรีายงานการวจิยัที่
สามารถอธิบายได้อย่างชัดเจนถึงกระบวนการ
สงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์แต่เป็นที่ทราบกนั
โดยทัว่ไปว่าสารฟอร์บอลเอสเทอร์เป็นอนุพนัธ์ของ
สารประเภทสารพษิทกิเลนซึง่เป็นอนุพนัธ์ของสารใน
กลุ่มไดเทอร์พนีส์ (diterpenes) และอยู่ในกลุ่มเทอร์ 
พนีอยด์ (terpenoid) (Devappa et al., 2011) ดงันัน้
ความเข้าใจในวิถีชีวสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์อาจ
น ามาใชใ้นการอธบิายและท านายยนีทีน่่าจะเกีย่วขอ้ง
กบัวถิชีวีสงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ไดซ้ึ่งยนีที่
คาดว่าจะมสี่วนส าคญัในการสงัเคราะห์สารฟอร์บอล
เอสเทอร์คอื gerenylgeranyl diphosphate synthase 
(GGPPS)  และ  ยีน  casbene synthase (CS)  ซึ่ ง 
Nakano et al. (2012) ได้ศึกษาลักษณะและหน้าที่
ของยนี JcCSH ทีแ่ยกไดจ้ากใบสบู่ด า พบว่า สมัพนัธ์
กับวิถีชีวสงัเคราะห์สารในกลุ่มไดเทอพีนส์และชีว
สงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ โดยยีนนี้ควบคุม
การสรา้งเอนไซม์ทีม่ชีื่อว่า Jatropha curcas casbene 
synthase homolog (JcCSH) จากการโคลนยีนด้วย
เทคนิค RACE พบว่า มคีวามยาวของ cDNA ทัง้หมด 
2,016 คู่ เ บ ส  ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ด้ ว ย เ ท คนิ ค 
quantitative RT-PCR พบการแสดงออกของยนีนี้ใน
ระยะต้นกล้า ใบแก่ และระยะพฒันาการของผลสด 
Lin et al. (2010) ได้ศึกษาลักษณะและหน้าที่ของ 
ยีน GGPPS โดยยีนจะสร้างเอนไซม์ที่มีชื่ อว่ า 
geranylgeranyldiphosphate synthase ซึ่ ง เ ป็ น
เอนไซมท์ีส่ าคญัในวถิชีวีสงัเคราะหเ์ทอรพ์นีอยด ์โดย
ม ีgeranyl diphosphate (GPP) เป็นสารตัง้ตน้ในการ
ส ร้ า ง ส า ร  geranylgeranyl diphosphate (GGPP)  

จากการโคลนยนีดงักล่าวจากเมลด็สบู่ด าดว้ยเทคนิค 
RACE พบว่า ยีนมีความยาวของ  cDNA ทัง้หมด 
1,414 คู่เบส และจากการศกึษาการแสดงออกของยนี
ใน E. coli พบว่า ยีน Jc-GGPPS ท าให้มีการสะสม
ของเบตาแคโรทีน (-carotene) โดยสงัเกตได้จาก 
สโีคโลนี (colony) ของแบคทเีรียที่เปลี่ยนจากสีขาว
ไปเป็นสีเหลือง ดังนัน้จึงคาดว่า GGPPS จะเป็น
เอนไซมท์ีม่คีวามส าคญัในกระบวนการชวีสงัเคราะห์
สารฟอรบ์อลเอสเทอร ์ 
 ดงันัน้การศกึษาในครัง้นี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อ
เปรียบ เทียบการแสดงออกของยีน  JcGGPPS  
และยนี JcCS ในเมลด็สบู่ด าอายุต่างๆ ระหว่างพนัธุ์
ที่มีปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์สูงและพันธุ์ที่มี   
ปรมิาณสารต ่าดว้ยเทคนิค real-time PCR เพื่อจะใช้
เป็นข้อมูลพื้นฐานและดัชนีอย่างง่ายส าหรับการ
คดัเลอืกและปรบัปรุงพนัธุส์บู่ด าใหม้ปีรมิาณสารฟอร์
บอลเอสเทอรน้์อยลงในอนาคต 

อปุกรณ์และวิธีการ 

 1. พืชท่ีใช้ในการทดลอง 
 ต้นสบู่ด า (Jatropha curcus L.) พนัธุ์ที่มปีรมิาณ
สารฟอร์บอลเอสเทอร์ในเมลด็สูง (พนัธุ์โคราช) และ
พนัธุ์ที่มีปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ในเมล็ดต ่า  
(พันธุ์เม็กซิโก) ในแปลงทดลองของมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสนจงัหวดันครปฐม 
ท าการผสมตัวเอง และเก็บตัวอย่างเมล็ดที่อายุ   
15, 20, 25, 30, 35,40 และ 45 วนัหลงัการผสมเกสร 
มาสกดั total RNA  
 2. การสกดั total RNA และการสงัเคราะห์ 
first strand cDNA 
 สกัด total RNA จากเมล็ดสบู่ด าที่มีอายุ 15, 
20, 25, 30, 35, 40 และ 45 วันหลังการผสมเกสร 
ตามวิธีการของ  Laksana & Chanprame (2015) 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของRNA ที่ได้ด้วย
เครื่อง nanodrop spectrophotometer 8000 (Eppendrof) 
ที่ความยาวคลื่น 230/260 และ 280 น.ม. จากนัน้
สั ง เ ค ร า ะ ห์  first strand cDNA จ า ก total RNA  
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โดยการท า reverse transcription (RT) ด้วยการท างาน
ของเอนไซม์ reverse transcriptase โดยใช้ดีเอ็นเอ
ไพรเมอร์ที่เป็น Oligo (dT)20primer เป็นตวัตัง้ต้นใน
การสังเคราะห์โดยใช้ชุดสังเคราะห์ first strand 
cDNA แ ล ะ วิ ธี ก า ร ข อ งบ ริษั ท  Thermo Fisher 
Scientific (USA) 
 3. การออกแบบไพรเมอรท่ี์มีความจ าเพาะ
กับยีน  gerenylgeranyl diphosphate synthase 
(GGPPS) และ casbene synthase (CS) 
 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรบัสงัเคราะห์บางส่วน
ของยนี GGPPS และCS  จากฐานขอ้มูล GenBank 
database (www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยยนี GGPPS 
ใช้ข้อมูล accession number:  GU585938 และยีน 
CS ใช้ข้อมูล accession number:AB687998 ด้วย
โปรแกรมออนไลน์ OligoAnalyzer  
 3.1 (http://eu.idtdna.com) แลว้สง่ไปวเิคราะห์
หาล าดับล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยบริษัท 1st base 
Laboratory (ประเทศมาเลเซยี) 
 4. การโคลนบางส่วนของยีน gerenylgeranyl 
diphosphate synthase ( GGPPS)  แ ล ะ  casbene 
synthase (CS) 
 สงัเคราะห์บางส่วนของยีน GGPPSและ CS 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ first-strand cDNA ของ
สบู่ด า500 นาโนกรมัเป็นต้นแบบร่วมกบั 10x PCR 
buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย MgCl2  
ความเขม้ขน้ 25 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 1 ไมโครลติร 
สารละลาย dNTP mix ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์  
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ความเข้มข้น  
5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase ความเข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร
ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร first stand cDNA template 
ปรมิาณ 1 ไมโครลติร และปรบัปรมิาตรสุดท้ายดว้ย
น ้ าที่ ผ่านการนึ่ งฆ่า เชื้อเ ป็น 10 ไมโครลิตรท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยน าส่วนผสมต่างๆ ใส่เครื่อง 
Thermo cycler (Biometra®, Germany)  ก า หนด
ปฏกิริยิาดงันี้pre-denature อุณหภูม ิ95°C เป็นเวลา 

3 นาที denature อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 1 นาที 
annealing อุณหภูมิ 52-62°C เป็นเวลา 30 วินาที 
extension อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา1 นาที ท าซ ้า
โปรแกรม denature ถึง extension จ านวน 30 รอบ 
final extension อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 5 นาที 
ตรวจสอบผลผลิตที่ได้ด้วยการท า  agarose gel 
electrophoresis จากนัน้ตดัแถบดเีอ็นเอออกจากชิ้น
เจลแลว้สกดัดเีอน็เอโดยใช ้QIAquick Gel Extraction 
Kit (QIAGEN) ส่งไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดย
บริษัท SolGent ประเทศเกาหลี เปรียบเทียบความ
เหมอืนระหว่างล าดบัดเีอ็นเอหรอืโปรตีนที่สนใจจาก
ฐานข้อมูล GenBank และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Blast จาก http: / /www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/ 
Blast/ 
 5.การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
JcGGPPS และ JcCS ด้วยเทคนิค real-time PCR  
 ออกแบบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อยนี JcGGPPS 
และ JcCS โดยใชข้อ้มลูล าดบันิวคลโีอไทด ์จากขอ้ 4 
และยนี Actin ดว้ยโปรแกรมออนไลน์ primer3 (http;// 
simgene.com/Primer3) (Table1) เปรียบเทียบการ
แสดงออกของยีนในเมล็ดที่มีอายุ 15, 20, 25, 30, 
35, 40 และ 45 วนัหลงัการผสมเกสร ของสบู่ด าพนัธุ์
โคราชและเม็กซิโกโดยใช้ยีน Actin เป็นยีนอ้างอิง 
(reference gene) เตรียมส่วนผสมของ  ปฏิกิริยา
ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ประกอบดว้ย 2x SensiFAST 
SYBR No-ROX Mix ปรมิาตร 10 ไมโครลติร forward 
primer และ reverse primer ความเขม้ขน้ชนิดละ 10 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตรชนิดละ 0.8 ไมโครลิตร first 
strand cDNA ความเขม้ขน้ 300 นาโนกรมั ปรมิาณ 
1 ไมโครลิตร และ DEPC-treated water ปริมาตร 
7.4 ไมโครลติรจากนัน้วเิคราะห์ระดบัการแสดงออก
ของยีนด้วยเครื่อง Mastercycler® eprealplex ของ
บริษัท Eppendorf ตัง้โปรแกรมส าหรบัปฏกิิริยาพซีี
อ า ร์ ดั ง นี้  denature อุณหภู มิ  95°C เ ป็ น เ ว ล า  
15 วิน าที  annealing อุณหภู มิ60°C เ ป็ น เ ว ล า  
15 วินาที และ extension อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 

http://eu.idtdna.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
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20 วินาที  จ านวน 45 รอบ จากนั ้นน า ค่าที่ ได ้
ไปค านวณหาการแสดงออกของยีนโดยปรับค่า 
(normalization) กับค่าการแสดงออกของยีน Actin 

โ ด ยแต่ ล ะ อ า ยุ ข อ ง เ มล็ ด ใ ช้  first strand cDNA  
3 ตวัอย่าง (biological replication) แต่ละตวัอย่างท า  
3 ซ ้า (technical replication) 

Table 1 Primers used for amplifying of partial GGPPS,CS and Actin ( reference gene)  for PCR and real-   
 time PCR 

Primer Nucleotide sequence Amplicon size 
 (bp) 

GGPPS_F 
GGPPS_R 

5’- TCCCTTAGCCTACTTTCCTCCTAC-3’ 
5’- CTCACTAGCTCTTGATACGCTTCC-3’ 

592 

CS_F 
CS_R 

5’- CCGTCCTGAACTCCCATTTA-3’ 
5’- AGCCGATCCAAGCTCAGTTA-3’                                

1,092 

Actin_F 
Actin_R 

5’- TCGTGCTGGATTCTGGTGAT-3’ 
5’- GGAACCACCACTGAGCACAA-3’ 

590 

GGPPS_F_realtime 
GGPPS_R_realtime 

5’- GCAGTACCCTTGAACCATCC-3’ 
5’- CGCCTACTAACTCACAGGCA-3’ 

115 

CS_F_realtime 
CS_R_realtime 

5’- ATATCCCACCTTTCGATTGC -3’ 
5’- TGCAAAGGCTAGAATGATCG -3’ 

126 

Actin_F_realtime 
Actin_R_realtime 

5’- ATGACATGGAGAAGATCTGGCATCA-3’ 
5’- CTCACTAGCTCTTGATACGCTTCC-3’ 

150 

 
 6. การวิเคราะห์ทางสถิติ  
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจ านวนการ
ท าซ ้ า  3 ครัง้  และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย
โปรแกรม R (version3.4.3) ร่วมกบัวิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่า เฉลี่ยโดยใช้ DMRT (Duncan’s 
multiple range test) P≤0.05 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 1. การโคลนบางส่วนของยีน GGPPS และ 
CSและการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์
 ในกา รสกัด  total RNA จ ากสบู่ ด าพบว่ า 
extraction buffer ที่ใช้สามารถท าลายผนังเซลล์ได้
เพราะมีส่วนผสมของ β-mercaptoethanol ซึ่งมี
คุณสมบัติ เ ป็ น  reducing agent ท า ล า ยพัน ธ ะ 
ไดซลัไฟด์ของเอนไซม์ไรโบนิวคลเีอส (ribonucleases) 

และป้องกันการออกซิไดซ์ (oxidized) สารในกลุ่ม  
ฟีนอลคิ ก าจดัอนุมูลอสิระทีเ่ขา้ไปจบักบัสารฟีนอลคิ
และกลุ่มนิวคลอีคิเนื่องจากการจบักนัระหว่างฟีนอลคิ
กบักรดนิวคลอีคิในสภาพออกซิไดซ์ท าให้คุณสมบตัิ
ทางเคมีของกรดนิวคลอีิคเปลี่ยนไป (ปัทมา, 2546) 
ส่วนปรมิาณ total RNA ทีไ่ดม้คีวามเขม้ขน้ประมาณ 
500-2,000 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  เมื่ อน าไป
ตรวจสอบคุณภาพ พบว่า total RNA ที่แยกได้มี
คุณภาพดีพบแถบของ large และ small ribosomol 
RNA (Figure 1b และ  1d)  จ ากนั ้นน า total RNA  
ที่ ส กัด ได้ม าสัง เ ค ร า ะห์ เ ป็ น  first strand cDNA  
ในการศกึษานี้ใช้first strand cDNA พนัธุ์โคราชเป็น
แม่แบบส าหรบัโคลนบางส่วนของยีน GGPPS และ 
CS โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีนทัง้สองเพราะ 
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คาดว่าพันธุ์นี้มีการแสดงออกของยีนสูงกว่าพันธุ์
เมก็ซิโก ซึ่งในช่วง annealing ได้ทดลองใช้อุณหภูมิ
ตั ้ง แ ต่  52- 62°C พบว่ า  อุณหภู มิ  annealing ที่
เหมาะสม คือ 60°C เกิดแถบดเีอ็นเอเป้าหมายของ
ยีน GGPPS  ขนาด 592 คู่เบส (Figure2a) ยีน CS
ขนาด 1,092 คู่เบส (Figure2b) และยนี Actin ขนาด 
590 คู่ เบส (Figure2c) เมื่อน าข้อมูลล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของดีเอ็นเอที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ 
GenBank ที่ website http://www. ncbi.nlm.nih.gov 
/cgi-bin/Blast/ พบแถบดีเอ็นเอขนาด 592 คู่ เบส  
มคีวามเหมอืนกบั ยนีGGPPS ของสบู่ด า(accession 
number:NM_001308786.1) ร้อยละ 99.75 ยาสูบ 
( Nicotiana tabacum, accession:  GQ911584. 1) 
ร้ อ ย ล ะ 76. 67 Populus trichocarpa ( accession: 
XM_006383272.2) ร้อยละ 76.40 และ Gossypium 
arboreum accession:  XM_017782669.1) ร้อยละ 
78.35 จึงเรียกว่ายีน JcGGPPS ส่วนแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 1,092 คู่เบส มีความเหมือนกบัยีน casbene 
synthase (CS)  ของสบู่ด า (J.  curcas, accession 

number: XM_012211452.2) ร้อยละ 99.30 ละหุ่ง
(Ricinus communis, accession  number:  L32134. 1)  
ร้อยละ 75.73 และ Euphorbia pekinensis (accession 
number: MF034928.1) ร้อยละ  74.58 จึง เ รียกว่ า 
ยนี JcCS 
 สาเหตุทีล่ าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี JcGGPPS 
และ JcCS ทีโ่คลนไดไ้ม่เหมอืนกบัล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยีนทัง้สองยีนของสบู่ด าที่มีอยู่ ในฐานข้อมูล 
GenBank ร้อยละ 100 เนื่องจากสายพนัธุ์สบู่ด าทีใ่ช้
ในการทดลองนี้ เป็นคนละสายพันธุ์กับที่มีข้อมูล 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ ในฐานข้อมูล GenBank และ 
เกิดจากปรากฏการณ์ที่เรียกว่า single nucleotide 
polymorphism (SNP) ซึ่งพบได้เสมอในจีโนมของ
สิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ ท าให้ในพืชชนิด ( species) 
เดียวกันแต่ต่ างพันธุ์  ( variety)  กันมีล าดับของ 
นิวคลโีอไทดใ์นบางต าแหน่งต่างกนั ท าใหส้ามารถใช ้
SNP เ ป็นเครื่ องหมายโมเลกุลที่ ใช้ ในการบ่งชี้ 
พนัธุ์พชืได้ (Dong et al. 2010; Li et al. 2010; Korir 
et al. 2012) 

 
Figure1 Fruit and seeds of jatropha at various developmental stages (15-45 DAP)  of jatropha cv.  Korat 

(a)  cv.  Mexican (c)  and total RNA extracted from fruit and seeds of jatropha cv.  Korat (b) , cv. 
Mexico (d); lane M: Marker, 1kb DNA ladder (Fermentus), lane 2-7 total RNA from seeds at the 
age of 15-45 DAP 
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Figure2 Partial cloning of GGPPS, CS and Actin gene from various developmental stages of jatropha 

seeds cv.  Korat; lane M:  GeneRular™ 1 Kb DNA ladder (Fermentas) , lane 2-8:  cDNA derived 
from jatropha seeds at 15-45 DAP; 592 bp of GGPPS gene (a) 1,092 bp of CS gene (b) and 590 
bp of Actin gene (c)  

 2. การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 
JcGGPPS และ JcCS ในเมล็ดด้วยเทคนิค real-
time PCR 
 ส าหรับการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 
JcGGPPS และ JcCS จาก cDNA ของเมล็ดสบู่ด า
ทัง้ 7 ระยะ ด้วยเทคนิค real-time PCR โดยการ 
น าค่า Cq ของยนีแต่ละชนิดทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์ซ ้า 
3 ครัง้  ต่อตัวอย่ าง ด้วยเครื่ อง  real- time PCR  
มาค านวณค่าการแสดงออกปรบัค่าการแสดงออก
ของยีน (normalization) ด้วยค่าการแสดงออกของ
ยนี Actin ทีใ่ชเ้ป็นยนีอา้งองิ (reference gene) พบว่า
การแสดงออกของยนี JcGGPPS และ JcCS ในพนัธุ์
โคราชระยะแรกๆ หลงัการผสมเกสรจะแสดงออกใน
ระดบัต ่าแล้วค่อยๆ เพิม่ขึ้นเมื่อระยะพฒันาของผล
เพิ่มขึ้นและสูงสุดที่ระยะ 40 วนัหลังการผสมเกสร 
(DAP) หลังจากนัน้จึงลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อน าไป
วเิคราะห์ทางสถิติพบว่าระดบัการแสดงออกของยีน
ทัง้สองยนีในเมลด็สบู่ด าพนัธุโ์คราชทีอ่ายุ 15-35 และ 
45 วนัหลงัการผสมเกสร ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติิ

อย่างมนีัยส าคญั แต่จะแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถิติกับ เมล็ดที่อายุ  40 วันหลังการผสมเกสร 
(Figure3)ส่วนการแสดงออกของยนี JcGGPPS และ 
JcCS ของพนัธุเ์มก็ซโิกซึ่งมปีรมิาณสารฟอรบ์อลเอส
เทอรใ์นเมลด็ต ่าทีอ่ายุการพฒันาของเมลด็ระยะต่างๆ 
หลงัการผสมเกสร มีรูปแบบของการแสดงออกของ
ยนีทัง้สองคล้ายคลงึกนัคอื การแสดงออกของยนีทัง้
สองยนีในระยะช่วง 15-20 วนัหลงัการผสมเกสร จะมี
การแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นและสูงสุดในวนัที่ 20 
หลงัการผสมเกสร โดยระดบัการแสดงออกแตกต่าง
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเทยีบกบัการแสดงออก
ของยีนในเมล็ดที่อายุอื่นๆ หลงัการผสมเกสร และ
การแสดงออกของยีนจะลดลงอย่างมากในวนัที่ 25 
หลงัการผสมเกสร แล้วจะเพิม่ขึ้นอกีเล็กน้อยในช่วง 
40-45 วนัหลงัการผสมเกสรทัง้นี้ในยนี GGPPS นัน้
ระดับการแสดงออกในช่วงวนัที่ 25 ถึง 40 วนัหลงั
ผสมเกสรไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติแต่จะ
แตกต่างอย่างมนีัยส าคญักบัการแสดงออกของยนีใน
วนัที่ 45 หลงัผสมเกสร ส่วนยนี CS นัน้พบว่าระดบั

  
                        

 
           (a)  GGPPS 
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                                          (c)  Actin 
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การแสดงออกของยนีในช่วงวนัที่ 25 ถึง 45 วนัหลงั
ผสมเกสรไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (Figure3) 
การทดลองนี้สอดคลอ้งกบัรายงานของNakano et al. 
(2012) ที่ได้ศึกษาการแสดงออกของยีน  JcCSH  
ในส่วนต่างๆ ของสบู่ด า พบว่าในเมล็ดสบู่ด าอายุ
ประมาณ 30-40 วันหลังการผสมเกสร  มีการ
แสดงออกของยีนมากที่สุดโดยในการทดลองนี้ที่
พบว่าการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีชีว
สงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ในสบู่ด าพนัธุโ์คราช
ที่มปีรมิาณสารดงักล่าวสูงจะมกีารแสดงออกของยนี
ทัง้สองยีนสูงสุดในวันที่  40 หลังการผสมเกสร  
ซึ่งชี้ใหเ้หน็ว่าสารพษิในสบู่ด าน่าจะมอีตัราการสะสม
ในเมล็ดสูงที่สุดด้วยในขณะที่ในพันธุ์เม็กซิโกที่มี
ปรมิาณสารฟอรบ์อลเอสเทอรต์ ่า มกีารแสดงออกของ
ยีนทัง้สองยีนในวนัที่ 40 หลงัการผสมเกสร ต ่ากว่า
มากซึ่งสบู่ด าพนัธุ์เม็กซิโกนี้จัดเป็นพนัธุ์ที่ไม่มีพิษ
และใช้บรโิภคได้เป็นแหล่งโปรตีนและน ้ามนัส าหรบั
ชนพื้นเมืองในประเทศเม็กซิโกมาเป็นเวลานาน 
(Senger et al. , 2017) ในขณะที่สารฟอร์บอลเอส
เทอร์เป็นสารพษิที่พบได้ในเมล็ดและน ้ายางของพชื
วงศ์ Euphorbiaceae และ Thymelaeceae ซึ่งในสบู่
ด าจะพบสารฟอร์บอลเอสเทอร์ได้ในดอก เมล็ด  
ล าต้น เปลือกล าต้น ใบ และราก แต่จะไม่พบในน ้า
ยาง โดยในพนัธุ์ที่มพีษิเมล็ดจะเป็นส่วนที่มปีรมิาณ
สารฟอร์บอลเอสเทอร์สูงที่สุด (Ahmed & Salimon, 
2009) ซึ่งอาจเป็นได้ว่าเมล็ดของพนัธุ์โคราชที่อายุ 
40 วันหลังการผสมเกสรเป็นช่วงที่ เมล็ดมีการ
เจริญเติบโตเต็มที่ ท าให้กระบวนสร้างสารต่างๆ 
ท างานอย่างเตม็ทีแ่ละมปีระสทิธภิาพสงูเพื่อใชใ้นการ
ปกป้องตวัเองจากแมลงและสิง่แวดลอ้ม (สุภา, 2554)   

 เมื่อเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่การแสดงออกของยนี 
JcGGPPS และ JcCS ระหว่างพนัธุ์โคราชกับพนัธุ์
เม็กซิโก พบว่าการแสดงออกของยีน  JcGGPPS  
ที่ระยะการพฒันาเดยีวกนัของเมล็ดในพนัธุ์โคราชม ี
ระดบัการแสดงออกทีสู่งกว่าพนัธุ์เมก็ซโิก (ยกเวน้ใน
วนัที ่15 และ 20 หลงัผสมเกสรทีพ่นัธุเ์มก็ซโิกมรีะดบั 
การแสดงออกสูงกว่าพนัธุ์โคราช) โดยพนัธุ์โคราชมี
ระดบัการแสดงออกของยีนนี้มากกว่าพนัธุ์เม็กซิโก
ตัง้แต่ประมาณ 6-36 เท่า (Table 2)  โดยความ
แตกต่างของระดบัการแสดงออกจะมากขึน้เมื่อเมล็ด
มีอายุมากขึ้น ส่วนการแสดงออกของยีน JcCS 
ในพนัธุ์ทัง้สองกม็ลีกัษณะคลา้ยๆ กบัยนี JcGGPPS 
นัน่คอืระดบัการแสดงออกของยนีนี้ในพนัธุ์โคราชจะ
สูงกว่าพันธุ์ เม็กซิโกเมื่ออายุของเมล็ดมากขึ้น 
(ยกเว้นในวันที่ 15 และ 20 หลังผสมเกสรที่พันธุ์
เม็กซิโกมีระดับการแสดงออกสูงกว่าพนัธุ์โคราช) 
ระหว่าง 1.5-2,600 เท่า (Table 2) ความแตกต่างของ
ระดบัการแสดงออกของยนีทัง้สองยีนที่ควบคุมการ
สงัเคราะห์เอนไซม์ที่อยู่ในวิถีชีวสงัเคราะห์สารฟอร์
บอลเอสเทอร์สะทอ้นถงึการสงัเคราะห์และการสะสม
สารฟอร์บอลเอสเทอร์ด้วย ซึ่งสอดคล้องกบัรายงาน
ของ  Makkar et al.  (1997)  ที่ ได้ศึกษา เกี่ ยวกับ
ปรมิาณสารต่างๆ ในสบู่ด าพนัธุ์ที่มพีษิและพนัธุ์ทีไ่ม่
มีพิษ พบว่าปริมาณ trypsin inhibitor, lectin และ 
phytate มคีวามแตกต่างกนัเลก็น้อย สว่นปรมิาณสาร
ฟอรบ์อลเอสเทอรม์คีวามแตกต่างกนัอย่างชดัเจน คอื 
ในสายพนัธุ์ทีม่พีษิมปีรมิาณสาร 3.45 มก. ในขณะที่
สายพนัธุท์ีไ่ม่มพีษิมปีรมิาณสารเพยีง 0.11 มก. 
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Table 2 The comparison of the average relative expressions of JcGGPPS or JcCS gene in seeds at 15-45   
 DAP of the jatropha cv. Korat and Mexican 

Note: * Means are significantly different at p< 0.05 

 
Figure 3 Relative expression of CS and GGPPS gene from jatropha seeds cv. Korat and Mexican cultivar 

at 15-45 DAP analyzed by using real-time PCR 

 เมื่อพจิารณาระดบัการแสดงออกของยนีทัง้ 2 
ยีน ในภาพรวมของสบู่ด าทัง้สองพันธุ์  พบว่าม ี
ระดับการแสดงออกเป็นไปในทิศทางเดียวกัน คือ 
เมื่อยีน JcGGPPS มีการแสดงออกมาก ยีน JcCS  
ก็จะแสดงออกมากด้วย ในทางตรงกันข้ามถ้ายีน 
JcGGPPS มีการแสดงออกน้อย ยีน JcCS ก็จะ
แสดงออกน้อยดว้ย (Figure 3) โดยเอนไซม์ที่ส าคญั
ส าหรบักระบวนการสงัเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์
จ ะ เริ่มจากยีน  GGPPS ยีนนี้ จ ะสร้า ง เอนไซม์  
geranylgeranyl diphosphate synthase ซึ่ ง เ ป็ น
เอนไซม์ที่ส าคัญในวิถีชีวสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์   

โดยม ีgeranyl diphosphate (GPP) เป็นสารตัง้ตน้ใน
กา ร ส ร้ า ง  geranylgeranyl diphosphate (GGPP) 
จากนัน้ GGPP จะเป็นสารตัง้ต้นในการสร้างสาร 
casbene โดยเอนไซม์ casbene synthase จนในขัน้
สุดท้ายจะเกิดเป็นสารฟอร์บอลเอสเทอร์  (Huang  
et al. 1998; Okada et al. 2000) ระดบัการแสดงออก
ของยีนทัง้สองยีนจึงมีผลโดยตรงต่อปริมาณสาร 
ฟอร์บอลเอสเทอร์ในเมล็ดที่ระยะการพฒันาต่างๆ  
ซึ่งปรมิาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์นี้จะเป็นดชันีชี้วดัที่ 
ส าคญัถงึความเป็นพษิของสบู่ด าในแต่ละสายพนัธุไ์ด้

 

 

 

 

Gene  
Verities  

Day after of pollination (DAP)  
15 20 25 30 35 40 45 

JcGGPPS Korat 0.00277 0.00352 0.00551 0.00584 0.02939 0.29215 0.03599 
 Mexican 0.02267 0.19078 0.00096 0.00016 0.00217 0.01868 0.06188 

JcCS  Korat 0.04863 0.00903 0.00841 0.01464 0.04919 0.55947 0.04539 
Mexican 0.03213 0.05901 0.00204 0.00002 0.00005 0.00021 0.00613 

T-test * * * * * * * 
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สรปุผลการทดลอง 

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกบัการสร้างสารฟอร์บอลเอสเทอร์คือยีน 
gerenylgeranyl diphosphate synthase (JcGGPPS) 
และยนี casbene synthase (JcCS) จากเมล็ดสบู่ด า
ที ่อายุต่างๆ พบว่า พนัธุโ์คราชทีอ่ายุ 40 วนัหลงัการ
ผสมเกสร มกีารแสดงออกของยนีมากทีสุ่ด สว่นพนัธุ์ 
เมก็ซิโกเมล็ดที่อายุ 20 วนัหลงัการผสมเกสร มกีาร
แสดงออกของยีนมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบการ
แสดงออกของยีนระหว่างพันธุ์สบู่ด า พบว่า พันธุ์
เม็กซิโกมีระดับการแสดงของยีน JcGGPPS และ 
JcCS น้อยกว่าพันธุ์โคราชในเกือบทุกระยะการ
พัฒนาของเมล็ด และในสบูด าทัง้สองพันธุ์ถ้าการ
แสดงออกของยนี JcGGPPS เพิม่ขึน้ การแสดงออก
ของยนี JcCS กจ็ะเพิม่ขึน้ดว้ยเช่นกนั ถงึแมว้่าเมลด็
สบู่ด าจะมปีรมิาณโปรตีนสูงแต่ก็มีสารพษิฟอร์บอล
เอสเทอร์สูงด้วยเช่นกันโดยเฉพาะในบางพันธุ์   
เช่นพนัธุ์โคราช เป็นต้น การน าน ้ามนัและกากเมลด็
สบู่ด ามาใช้ประโยชน์จะต้องมกีารก าจดัสารพษิออก
ก่อน ซึง่ตอ้งใชก้ระบวนการทางเคมเีท่านัน้ ท าใหเ้สยี
ค่าใชจ้่ายสงู ดงันัน้ผลจากการศกึษาในครัง้นี้สามารถ
ใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการปรบัปรุงพนัธุ์สบู่ด าให้มี
การสร้างสารฟอร์บอลเอสเทอร์น้อยลงหรอืไม่มีเลย
ไดโ้ดยอาจใชก้ารแสดงออกของยนีใดยนีหนึ่งหรอืทัง้
สองยนีทีไ่ดจ้ากการศกึษานี้เป็นดชันีส าหรบัคดัเลอืก
สายพนัธุท์ีม่ปีรมิาณสารฟอรบ์อลเอสเทอรใ์นเมลด็ต ่า
ได้ แต่ทัง้นี้จ าเป็นต้องหาความสัมพันธ์ที่แน่นอน
ระหว่างระดบัการแสดงออกของยีนกบัปริมาณสาร
ฟอรบ์อลเอสเทอรใ์หไ้ดก่้อน 
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