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การค้นหาโปรตนีทีÉทาํหน้าทีÉในความทนเคม็ของข้าวดว้ยวธีิการทางโปรตโีอมกิส์
Proteomics-Based Analysis during Salt Stress in Rice Seedling
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Abstract
 Saline soil is one of the major challenges in rice production. Understanding changes in rice proteome 
in response to salt stress is important to underpin complicated molecular mechanisms underlying this important 
crop’s growth and yield production. Recent advances in proteomics analysis using mass spectrometry can 
enhance the study of plant proteins function in a deeper view. In this study, we aimed to explore qualitative 
and quantitative changes of proteins in rice after salt stress treatment.  Pokkali, KDML105, PTT1, RD85, and 
IR29 were used for the proteomics analysis under salt stress treatment. The experiments were conducted at 
the seedling stage by gradually increasing the NaCl concentration of the hydroponic solution from 8 dS/m 
to 12 dS/m within 3 days. After 0, 1, 2, 3, 4, and 7 days under the salinity condition, rice leaf samples were 
collected for protein extraction and preparation for LC-MS/MS-based shotgun proteomics analysis. Changes 
in Pokkali’s proteome in response to salt stress since the first day after salt stress treatment revealed several 
differentially expressed proteins involved in photosynthesis, reactive oxygen species (ROS) scavenging, ion 
homeostasis, and signal transduction pathway. KDML105, PTT1, and RD85 demonstrated changes in some 
proteins detected in Pokkali as the up-regulated proteins, although the level of the proteins expressed in 
these moderate tolerance varieties was slightly lower than in Pokkali which the highly tolerance variety. Our 
findings lead to the identification of genes encoding for the proteins involved in salt-tolerant mechanisms in 
rice such as ascorbate peroxidase, superoxide dismutase, glutathione-s-transferases, as well as abiotic 
stress responsive (ASR) protein. The development of molecular markers associated with the candidate genes 
identified here can be useful in salt-tolerant rice breeding using marker-assisted selection (MAS) technology.
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บทคัดย่อ
 ดนิเคม็จดัเป็นหนึÉงในปัญหาทางการเกษตรทีÉสาํคญั สามารถสรา้งความเสยีหายใหก้บัผลผลติขา้วได ้ การศกึษา
กลไกความทนเค็มในขา้วจึงเป็นสิÉงสาํคญัของการพัฒนาขา้วพันธุใ์หม่ใหท้นทานและปรบัตวัไดดี้ในสภาพดินเค็ม 
งานวิจัยนี Êมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอใชวิ้ธีการทางโปรตีโอมิกสใ์นการวิเคราะหโ์ปรตีนและปรมิาณสมัพทัธใ์นขา้วพนัธุ ์ Pokkali 
ขาวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 กข85 และ IR29 ทีÉมีความทนเคม็แตกตา่งกนั โดยปลกูในระบบไฮโดรโปนิกส ์ซึÉงไดร้บั
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คาํนาํ
 ดินเค็ม (saline soil) หมายถึง ดินทีÉมีเกลืออยู่ใน
สารละลายดินปริมาณมาก ทาํให้ดินขาดความอุดม
สมบรูณ ์จนสง่ผลกระทบตอ่การเจรญิเตบิโตและการสรา้ง
ผลผลิตของพืช เนืÉองจากการละลายของเกลือภายในดิน
ทาํใหร้ากของพืชดงึนํÊาจากดินมาใชไ้ดล้ดลง จนเกิดการ
ขาดนํÊา และการสะสมไอออนของเกลือทีÉมากเกินไปนัÊน 
ยงัเป็นพิษตอ่เซลลพื์ช พืชอาจแสดงอาการตา่งๆ เชน่ การ
ชะงกัการเจรญิของราก ใบไหม ้ลาํตน้แคระแกรน็ และยงั
ทาํใหเ้กิดความไม่สมดุลของธาตุอาหารในพืชอีกดว้ย 
ดินเคม็มีคา่การนาํไฟฟา้ของสารละลายทีÉสกดัจากดนิทีÉอิÉม
ตวัดว้ยนํÊามากกวา่ 2 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร (decisiemens 
per meter, dS/m) (กรมพฒันาทีÉดนิ, 2558) ดนิเคม็เกิดขึ Êน
ไดเ้องตามธรรมชาตจิากการสลายตวัของหินหรอืแร ่เกลอื
ทีÉมีอยูภ่ายในชัÊนดนิซึÉงอาจสะสมอยูภ่ายในดนิหรอืเคลืÉอน
ตวัไปกบันํÊา ทาํใหเ้กลือเคลืÉอนทีÉเขา้ใกลร้ะดบัผิวดินมาก
ขึ Êน และเมืÉอเกิดการระเหยของนํÊาเกลอืจงึเกิดการตกผลกึ
สะสมอยู่บริเวณผิวหนา้ดิน เรียกกระบวนการนี Êว่า soil 
salinization (Thomas and Middleton, 1993;  Vengosh, 
2003) ทัÊงนี ÊการนาํนํÊาเค็มจากใตด้ินมาใชป้ระโยชนแ์ละ
การทาํระบบชลประทานทีÉไมเ่หมาะสมทาํใหเ้กิดการแพร่
กระจายของเกลือไปตามพืÊนทีÉตา่งๆ ได ้ประเทศไทยมีพื ÊนทีÉ
ดนิเคม็ทัÊงดนิเคม็บก และดนิเคม็ชายทะเล ประมาณ 4.2 
ลา้นไร ่ในบรเิวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และ
ชายทะเลแถบภาคตะวนัออกและภาคใต ้(กรมพฒันาทีÉดนิ, 
2561)
 การปลกูขา้วพนัธุท์นเค็มเป็นวิธีการหนึÉงทีÉจะช่วย

ความเคม็เริÉมตน้ระดบั 8 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร และปรบัคา่ความเคม็เป็น 12 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร ในวนัทีÉ 3 ของการทดสอบ 
วิเคราะหก์ารเปลีÉยนแปลงของโปรตีนในตวัอยา่งขา้วทีÉไดร้บัความเคม็เป็นเวลา 0 1 2 3 4 และ 7 วนั ดว้ยวิธี LC-MS/
MS-based shotgun proteomics พบวา่ ขา้วพนัธุท์นเคม็ Pokkali สามารถเพิÉมปรมิาณการผลติโปรตีนหลากหลายชนิด
สงูขึ Êนอย่างมีนัยสาํคญั ตัÊงแต่วนัแรกจนตลอดระยะเวลาของการทดสอบ โดยโปรตีนเหล่านี Êทาํหนา้ทีÉเกีÉยวขอ้งกับ
กระบวนการสงัเคราะหแ์สง การสลายอนุมูลอิสระ และการธาํรงดุลไอออน ในขณะทีÉพนัธุท์นเค็มปานกลาง พนัธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 ปทมุธานี 1 และ กข85 มีการสงัเคราะหโ์ปรตีนบางชนิดเช่นเดียวกบัพนัธุ ์Pokkali แต่พบปริมาณ
นอ้ยกว่า ผลการวิจยัครัÊงนี Êทาํใหท้ราบชนิดของโปรตีนทีÉสาํคญัต่อการทนเค็มของขา้ว เช่น ascorbate peroxidase,  
superoxide dismutase, glutathione  เป็นตน้ ซึÉงสามารถนาํไปใชใ้นการพฒันาเครืÉองหมายโมเลกุลสาํหรบัการ
ปรบัปรุงพนัธุข์า้วทนเค็มต่อไป
คาํสาํคัญ: ขา้ว พนัธุ ์Pokkali  ขาวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1  กข85 IR29  โปรตีโอมิกส ์ความทนเคม็ 

รกัษาเสถียรภาพผลผลิตขา้วได ้จงึทาํใหก้ารพฒันาพนัธุ์
ขา้วทนเค็มเป็นเป้าหมายทีÉสาํคญัของนักปรบัปรุงพันธุ ์
โดยในอดีตทีÉผ่านมามีการใช้องค์ความรู ้ทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพในการปรบัปรุงพันธุ์ขา้วทนเค็มดว้ย
เครืÉองหมายโมเลกลุทีÉเชืÉอมโยงกบัลกัษณะความทนเค็ม
คดัเลือกพนัธุข์า้วไดส้าํเรจ็ ในขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ 105 
ทนเค็ม โดยใชโ้มเลกุลเครืÉองหมายทีÉใชใ้นการติดตาม
ลกัษณะความทนเคม็ ไดแ้ก่ RM140, B1.1-1 และ B1.1-11 
ซึÉงครอบคลุม  QTLs ทีÉควบคุมลักษณะทนเค็มบน
โครโมโซมทีÉ 1 (ดวงใจ และคณะ, 2550) นอกจากนีÊยงัมี
การใช้ยีนทนเค็มจากขา้วป่าพันธุ์ Dongxiang ไดแ้ก่ 
OsHKT1 (high-affinity potassium transporter), 
OsHKT7 และยีนทีÉทาํหนา้ทีÉสรา้ง transcription factor 
ตา่งๆ เชน่ zinc finger proteins (ZFPs), NAC (NAM, 
ATAF and CUC), MYB และ AP2/ERF (APETALA2/
ethylene response factor) เป็นกลุม่ของยีนทีÉมีรายงาน
วา่ มีการแสดงออกของยีนสงูมากในขา้วพนัธุ ์Dongxiang 
ทีÉอยู่ในภาวะเครียดเกลือ (salt stress) (Quan et al., 
2018) ซึÉงจะเหน็ไดว้า่ลกัษณะทนเคม็ในขา้วนัÊนตอ้งอาศยั
การทาํงานของยีนหลายยีนรว่มกนั และกลไกความทนเคม็
ในแตล่ะระยะการเจรญิเตบิโตของขา้วนัÊนแตกตา่งกนั จงึ
จาํเป็นตอ้งมีการศกึษาถงึกลไกทางชีววิทยาทีÉเกีÉยวขอ้งกบั
ความทนเค็มในขา้วเพืÉอใหท้ราบว่าการเจริญเติบโตของ
ขา้วพนัธุท์นเค็มในสภาวะทีÉในดินมีเกลือปริมาณสงูนัÊน
ตอ้งอาศยัการทาํงานของยีนใดบา้ง เพืÉอใหพ้ฒันาขา้วพนัธุ์
ทนเคม็ไดอ้ยา่งมีประสทิธิภาพ 
 เนืÉองจากปัจจบุนัขอ้มลูความสมัพนัธร์ะหวา่งกลไก
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ทนเคม็ในขา้วทีÉระดบัยีนและกลไกอืÉนๆ ทีÉเกีÉยวขอ้งยงัมีไม่
เพียงพอ กลไกการทนทานตอ่ความเคม็ในพืชนัÊนเป็นกลไก
ทีÉมีความซบัซอ้น เนืÉองมาจากการทาํงานรว่มกนัของยีน
หลายยีน นกัวิจยัจึงใหค้วามสาํคญักบัการใชเ้ทคโนโลยี
โอมิกสเ์พืÉอวิเคราะหก์ารเปลีÉยนแปลงทัÊงชนิดและปรมิาณ
ของโปรตีนทัÊงหมดทีÉเกิดขึ Êนในระหวา่งทีÉขา้วกาํลงัเผชิญกบั
ภาวะเครยีดเกลือ เนืÉองจากโปรตีนเป็นผลผลติโดยตรงจาก
การทาํงานของยีน และสามารถบ่งชี Êไดว้่า ยีนใดบา้งทีÉมี
การทาํงานในระหวา่งทีÉขา้วอยูใ่นสภาวะตา่งๆ 
 การวิเคราะหท์างโปรตีโอมิกสใ์นขา้วทนเค็มพบว่า
เกีÉยวขอ้งกบักลไกทางชีวโมเลกลุตา่งๆ ไดแ้ก่ การปรบัคา่
ความดนัออสโมตกิ (Nounjan et al., 2018; Sripinyowanich 
et al., 2013) การสลายอนมุลูอิสระ (reactive oxygen 
species, ROS) (Chutimanukul et al., 2019; Parveen 
et al., 2021) การซอ่มแซมความเสยีหายของเยืÉอหุม้เซลล์
และการปรบัเปลีÉยนการทาํงานของกระบวนการสงัเคราะห์
แสง (Chaudhry et al., 2021; Chutimanukul et al., 2018; 
Lekklar et al., 2019; Udomchalothorn et al., 2017) 
กลไกเหล่านี ÊมีการทํางานเชืÉอมโยงระหว่างกันผ่าน
กระบวนการ signal transductions pathway ทีÉเกิดขึ Êน
ผา่นการทาํงานของโปรตีน เชน่ calcium (Ca2+) signalling 
and Ca2+ binding proteins ทีÉตอ้งทาํงานรว่มกบัโปรตีน 
calmodulin 2 (Yuenyong et al., 2018)  และกระบวนการ
ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการทนเค็มอีกกระบวนการหนึÉงทีÉสาํคญัใน
พืช ไดแ้ก่ กระบวนการรกัษาภาวะธาํรงดลุทางไอออน (ion 
homeostasis) ทีÉเกิดขึ Êนโดยอาศยั salt overly sensitive 
(SOS) pathway ประกอบดว้ยการทาํงานของยีน และ
โปรตีนหลายชนิด ทาํหนา้ทีÉรว่มกนัในการทาํใหเ้กิดภาวะ
ธาํรงดลุของโซเดียมในพืช (Clarkson and Hanson, 1980; 
Tester and Davenport, 2003; Zhu, 2000) ซึÉงโปรตีนทีÉ
ทาํหนา้ทีÉใน SOS pathway ในขา้วมีหลายชนิด เชน่ SOS1 
ทาํหนา้ทีÉเป็น Na+/H+ antiporter และ SOS3 ทาํหนา้ทีÉรบั
สญัญาณจากแคลเซียมไอออน (Ca2+) เพืÉอกระตุน้การ
ทาํงานของ SOS2 ทีÉทาํหนา้ทีÉในการขนสง่โซเดียมไอออน 
(Na+) ออกจากเซลลพื์ช (Ji et al., 2013)

อุปกรณแ์ละวธีิการ
  วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรยีลทีÉมี 2 ปัจจยั 
ออกแบบการทดลองแบบสุม่ในบลอ็กสมบรูณ ์(randomized 

complete block design (RCB)) (5x3 factorial in RCB)
ดงันี Ê
 ปัจจยัทีÉ 1 พนัธุข์า้ว 5 พนัธุ ์ ไดแ้ก่ พนัธุ ์ Pokkali 
(พนัธุท์นเค็ม) พนัธุท์นเค็มปานกลาง ไดแ้ก่ ขาวดอกมะล ิ
105 ปทุมธานี 1 กข85 และพนัธุอ์่อนแอต่อความเค็ม 
(IR29) 
 ปัจจยัทีÉ 2 ความเขม้ขน้ของเกลือทีÉใชท้ดสอบมีค่า
การนาํไฟฟา้ 3 ระดบั คือ  ระดบั 0 8 และ 12 เดซซีิเมนส์
ตอ่เมตร (dS/m) ทาํการทดลอง 3 ซํÊา

1. การทดสอบความทนเค็มระยะกล้าในระบบ
ไฮโดรโปนิกส ์(hydroponic)
 การปลกูขา้วทดสอบเริÉมจากแช่เมล็ดพนัธุข์า้วใน
คลอรอ็กซค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที ลา้ง
ทาํความสะอาดดว้ยนํÊากลัÉนก่อนทาํการเพาะขา้ว จากนัÊน 
2 วนั นาํเมล็ดขา้วทีÉเพาะงอกแลว้ใส่ลงในช่องแผ่นโฟม
ขนาด 1x1 เซนตเิมตร ชอ่งละ 1 ตน้ โดยมีตาขา่ยรองดา้น
ลา่ง แผน่โฟมมีขนาด 1x1.25 เมตร นาํไปวางในกระบะ
ขนาด 1x1.25 เมตร ทีÉบรรจสุารละลายธาตอุาหารตามสตูร
ของ Yoshida (Yoshida et al., 1976) เมืÉอตน้ขา้วอาย ุ21 
วนั เตมิเกลอืโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ปรบัระดบัความเคม็
ทีÉคา่การนาํไฟฟา้ 8 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร และปรบัคา่ความ
เป็นกรด-ดา่ง (pH) ใหอ้ยูที่Éระดบั 5-5.5 ทกุ 2 วนั เมืÉอตน้
ขา้วอาย ุ23 วนั ปรบัระดบัความเคม็ทีÉคา่การนาํไฟฟา้ 12 
เดซซีิเมนสต์อ่เมตร และปรบัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง ใหอ้ยู่
ทีÉระดบั 5-5.5 ทกุ 2 วนั ทาํการเก็บตวัอย่างใบขา้วเพืÉอ
วิเคราะหโ์ปรตีน ภายหลงัจากไดร้บัเกลอืโซเดียมคลอไรด ์
เป็นเวลา 1 2 3 4  และ 7 วนั (ขา้วอาย ุ22  23  24  25 
และ 28 วนั) จาํนวน 5 ซํÊา
 บันทึกลักษณะของขา้วเพืÉอประเมินความทนต่อ
ความเค็มตามหลกัการ standard evaluation system 
(SES) (IRRI, 2002) โดยใหร้ะดบัความทนตอ่ความเค็ม
ตามระบบคะแนน 1 ถงึ 9 (1 = ทนเคม็มากทีÉสดุ และ 9 = 
ออ่นแอมากทีÉสดุ) (Table 1) 

2. การวเิคราะหท์างโปรตโีอมกิส์
 2.1 การสกดัและเตรยีมตวัอยา่งโปรตนีจากตวัอยา่ง
ใบขา้ว
  - บดตัวอย่างใบข้าว (นํÊาหนัก 5 กรัม) ใน
ไนโตรเจนเหลวใหเ้ป็นผง นาํไปสกดัโปรตีนทัÊงหมดดว้ย 
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extraction buffer (ประกอบดว้ย 0.5 M Tris–HCl, pH 8.8, 
2% v/v NP-40, 20 mM MgCl

2
, 2% v/v  2-mercaptoethanol, 

1% w/v PVPP, 1 mM PMSF, 40 mM NaF และ 15 μl of 
cocktail) ปรมิาตร 10 มิลลลิติร
  - แยกชัÊนของสารละลายดว้ย PEG 4000 ก่อนจะ
ทาํการตกตะกอนโปรตีนดว้ย ice-cold acetone 4 ครัÊง 
ครัÊงละ 2 ชัÉวโมง ทีÉอณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส 
  - ละลายตะกอนดว้ย incubation buffer (IB) 
(ประกอบไปดว้ย 30 mM MES, 30 mM imidazole, 8 M 
urea, 0.1 M potassium aspartate, 0.1 M sodium 
glutamate และ 0.25% w/v CHAPS) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร วัดปริมาณโปรตีนทีÉไดโ้ดยใชวิ้ธี Bradford 
Assay (Bradford, 1976)

  - นาํไปเก็บรกัษาไวที้Éอณุหภมิู -80 องศาเซลเซียส 
เพืÉอรอการวิเคราะหต์อ่ไป
 2.2 การวเิคราะหโ์ปรตนีดว้ยวธีิ label-free shotgun 
proteomics
  - ตวัอย่างโปรตีนทีÉสกัดไดจ้ากขอ้ 2.1 ทาํการ
เจือจางดว้ย 50 mM NH

4
HCO

3
 ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ย 

(final concentration) เทา่กบั 0.5 มิลลกิรมัตอ่มิลลลิติร 
เตมิ 100 มิลลโิมลตอ่ลติร dithiothreitol ใหมี้ความเขม้ขน้
สดุทา้ย เทา่กบั 10 มิลลโิมลตอ่ลติร บม่โปรตีนทีÉอณุหภมิู 
56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ก่อนเจือจาง 10 เทา่ 
ดว้ย 250 มิลลโิมลตอ่ลติร 2-iodoacetamide บม่ในทีÉมืด
เป็นเวลา 60 นาที
 - ยอ่ยโปรตีนดว้ยเอนไซม ์ trypsin อตัราสว่น 1:50 
(เอนไซม:์โปรตีน) บม่ทีÉอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 12 ชัÉวโมง โปรตีนทีÉยอ่ยแลว้ทาํใหแ้หง้และเก็บรกัษา
ไวอ้ณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะทาํการวิเคราะห์
 - การวิเคราะห์ด้วยเครืÉอง LC-MS/MS ระบบ 
nanoLC-system high resolution 5600 TripleTOFTM 
(AB-Sciex, Concord, Canada) นาํตวัอยา่งโปรตีนทีÉตดั
ย่อยเป็นสายเปปไทดแ์ลว้ขา้งตน้มาละลายดว้ย 0.1% 
formic acid ปรมิาตร 20 ไมโครลติร นาํไปฉีดเขา้สูร่ะบบ 
nanoLC-system โดยใช ้mobile phase A (0.1% formic 
acid in water) และ mobile phase B (95% acetonitrile 
with 0.1% formic acid)  ตวัอยา่งโปรตีนจะถกูแยกดว้ย
คอลมัน ์Acclaim™ PepMap™  100 C18-LC Columns 
(Thermo Scientific) โดยใชวิ้ธี linear gradient และ 
constant flow rate ทีÉ 0.3 มิลลลิติรตอ่นาที 

 - การวิเคราะหด์ว้ย mass spectrometry ใชร้ะบบ 
data-independent acquisition (DIA) mode คา่ mass 
range เทา่กบั 350-1800 m/z 
 - วิเคราะหช์นิดของโปรตีนจาก raw MS-Spectra ทีÉ
ไดด้ว้ยโปรแกรม ProteinPilotTM software 5.0.2 โดยใช ้
paragon algorithm รว่มกบัฐานขอ้มลูขา้ว Oryza sativa 
จาก UniProt 
 - นาํผลชนิดและปรมิาณของโปรตีนทีÉไดม้าทาํการ
วิเคราะหก์ลไกทัÊงหมดทีÉเกีÉยวขอ้งกับความทนต่อความ
เคม็ 
3. การวเิคราะหข้์อมูลทางสถติิ
 การวิเคราะหเ์ปรียบเทียบหาชนิดโปรตีนทีÉมีการ
แสดงออกแตกตา่งกนั  (differentially expressed protein 
(DEP)) ระหว่างพันธุ์ขา้วทนเค็ม (Pokkali) และพันธุ์

Table 1 Scale of salt tolerance in rice standard evaluation system for rice (SES)

 Score                          Observation                                              Tolerance level

 1 Normal growth Highly tolerant (HT)
 3 Nearly normal growth Tolerant (T)
  (leaf tips or few leaves whitish and rolled) 
 5 Growth severely retarded Moderately tolerant (MT)
  (most leaves rolled; only a few are elongating) 
 7 Complete cessation of growth Susceptible (S)
  (most leaves are dry; some plants dying) 
 9 Almost all plants are dead or dying Highly susceptible (HS)
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ออ่นแอตอ่ความเคม็ (IR29) โดยใชวิ้ธี two sample t-test 
และ Bonferroni correction แสดงผลการวิเคราะหด์ว้ย 
heatmap และ volcano plot โดยใชโ้ปรแกรม R (R Core 
Team, 2022) 
 การแปรผล โปรตีนชนิดทีÉมีการเปลีÉยนแปลงปรมิาณ
เพิÉมขึ Êนหรอืลดลงมากกวา่ 2 เทา่ (fold change > 2) และ
มีคา่ adjusted P value < 0.05 จะจดัเป็นโปรตีนทีÉมีการ
เปลีÉยนแปลงปรมิาณอยา่งมีนยัสาํคญั 
 ดาํเนินการทดลองทีÉ สถาบนัวิทยาศาสตรข์า้วแห่ง
ชาต ิและศนูยวิ์จยัขา้วคลองหลวง  ระหวา่งเดือนตลุาคม 
2564 - กนัยายน 2565

ผลการทดลองและวจิารณ์
 ผลการประเมินความทนเค็มของขา้วทัÊง 5 พันธุ ์
พบวา่ ขา้วทกุพนัธุมี์ความสามารถในการทนตอ่ความเคม็
ไดใ้นระยะเวลา 1-4 วนัของการทดสอบ และ 7 วนัหลงัจาก
การทดสอบ โดยพนัธุ ์IR29 แสดงอาการขาดนํÊา ใบเปลีÉยน
เป็นสีนํÊาตาลและไม่สามารถทนต่อความเค็มในการ
ทดสอบได ้ ในขณะทีÉพนัธุข์าวดอกมะล ิ 105 ปทมุธานี 1 
และ กข85 มีความทนเคม็ปานกลาง สว่นพนัธุ ์Pokkali มี
ความทนทานตลอดการทดสอบ (Table 2)
 ผลการวิเคราะหค์วามแตกตา่งของชนิดและปรมิาณ
โปรตีนทีÉเกิดขึ ÊนจากการทดสอบในสภาวะทีÉมีความเขม้ขน้
ของสารละลายเกลือระดบั 8 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร เป็นเวลา 
1 วนั ระหวา่งขา้วพนัธุ ์Pokkali และ IR29 (Fig. 1) พบชนิด

ของโปรตีนทีÉมีการแสดงออกแตกต่างกนั (differentially 
expressed proteins (DEPs)) จาํนวน 112 ชนิด โดย
โปรตีนสาํคญัทีÉปรมิาณเพิÉมสงูขึ Êนอยา่งมีนยัสาํคญัในพนัธุ ์

Pokkali ไดแ้ก่ กลุ่มโปรตีนทีÉทาํหนา้ทีÉในกระบวนการ
สงัเคราะหแ์สง เชน่ photosystem  II (PS II) protein D1, 
PS II protein D2, chlorophyll a/b binding protein, 
glutaredoxin, thioredoxin สอดคลอ้งกับผลจากการ
ศกึษาวิจยัทีÉผา่นมาวา่ การทีÉพืชสามารถคงประสทิธิภาพ
ของกระบวนการสงัเคราะหแ์สงและการขนสง่อิเลก็ตรอน
เอาไวไ้ดน้ัÊน เป็นสิÉงสาํคญัทีÉทาํใหส้ามารถทนตอ่ความเคม็
ได ้(Sudhir and Murthy, 2004; Yang et al., 2020) รวม
ทัÊงพบโปรตีนทีÉทาํหนา้ทีÉในการซอ่มแซมความเสยีหายของ
สารพนัธกุรรม (DNA repair) ในขา้ว และการตอบสนอง
ตอ่ไอออนของเกลือในปรมิาณสงู ไดแ้ก่ ATP-dependent 
DNA helicase และ von Willebrand factor A protein ซึÉง
การซอ่มแซมความเสียหายของสารพนัธุกรรม เป็นกลไก
หนึÉงทีÉทาํใหพื้ชทนตอ่ความเคม็ได ้(Karkute et al., 2022; 
Macovei et al., 2014; Tuteja et al., 2013)  
 พนัธุ ์ Pokkali พบโปรตีน Bowman-Birk inhibitor 
1-2 (BBI) ในปรมิาณสงูมากตัÊงแตว่นัแรกของการทดสอบ 
ซึÉงมีรายงานว่าโปรตีนในกลุม่ Bowman-Birk protease 
inhibitor ทาํหนา้ทีÉในกลไกความทนแลง้ และทนเคม็ในพืช
ผา่นทางกลไกการสลายอนมุลูอิสระ (Malefo et al., 2020; 
Shan et al., 2008) ผลการทดลองครัÊงนี Êยงัพบวา่ พนัธุ์
ปทมุธานี 1 มี BBI ปรมิาณสงูอยา่งมีนยัสาํคญัเชน่เดียวกนั  
นอกจากนีÊยังพบโปรตีน peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase เป็นโปรตีนกลุม่ cyclophilin ในพนัธุ ์Pokkali  
ปรมิาณสงูมาก ซึÉงมีรายงานว่าขา้วพนัธุท์นเค็มจะมีการ
สงัเคราะหโ์ปรตีนชนิดนีÊเพิÉมขึ ÊนเมืÉอตอ้งเผชิญกับภาวะ
เครยีดเกลอื (Ruan et al., 2011; Trivedi et al., 2013) 

Table 2  Salt tolerant level of Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105, Pathum Thani 1 and RD85 
after salt stress treatment

       Rice variety                                                   Score - tolerant level
  0 DAS 1 DAS 2 DAS 3 DAS 4 DAS 7 DAS
Pokkali (tolerant) 1 - HT 1 - HT 1 - HT 1 - HT 3 - T 3 - T
IR29 (susceptible) 1 - HT 1 - HT 1 - HT 3 - T 3 - T 7 - S
Khao Dawk Mali 105  1 - HT 1 - HT 1 - HT 3 - T 3 - T 5 - MT
Pathum Thani 1  1 - HT 1 - HT 1 - HT 3 - T 3 - T 5 - MT
RD85 1 - HT 1 - HT 1 - HT 3 - T 3 - T 5 - MT

DAS = Days after salt stress treatment
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Fig. 1 Heatmap demonstrated significant changes in protein abundance in Pokkali, Khao Dawk Mali 105 
(KDML105), Pathum Thani 1 (PTT1), RD85 and IR29 after 1 day of salt stress treatment



12 Thai Rice Research Journal, Vol. 14 No. 2, July - December 2023

Fig. 2 Heatmap demonstrates significant changes in protein abundance in Pokkali, Khao Dawk Mali 105 
(KDML105), Pathum Thani 1 (PTT1), RD85 and IR29 after 3 days of salt stress treatment
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Fig. 3  The volcano plot illustrates differentially expressed proteins (DEPs) in Pokkali versus IR29 after 7 days 
of salt stress treatment (7DAS). The blue points represent 112 significant DEPs with both fold change 
(FC) greater than 2 and Bonferroni’s adjusted P value lower than 0.05. The dashed horizontal line 
shows -log

10
 of the adjusted P values cut-off (-log

10
(0.05) = 1.3), and the two dashed vertical lines 

indicate the fold change cut-off (log
2
FC > 1). NS = non-significant DEP

นอกจากนีÊพนัธุ ์Pokkali ยงัมีการสงัเคราะหก์ลุม่โปรตีนทีÉ
ทาํหนา้ทีÉในกระบวนการสลายอนมุลูอิสระ ไดแ้ก่ cytosolic 
superoxide dismutase, ascorbate peroxidase และ 
peroxidase ชนิดตา่งๆ หลายชนิด ซึÉงมีบทบาทสาํคญัใน
กลไกความทนเค็มในพืชดว้ยการสลายอนมุลูอิสระทีÉเกิด
จากการมีไอออนของเกลอืในปรมิาณทีÉสงูจนเกินไป (Kim 
et al., 2018; Rossatto et al., 2017; Sanyal et al.,  2022; 
Tsai et al., 2005; Wang et al., 2020) และทีÉสาํคญัพบ
วา่ พนัธุ ์ Pokkali ผลติโปรตีน salt stress root protein 
(RS1) ซึÉงเป็นโปรตีนในกลุม่ developmentally regulated 

plasma membrane polypeptides (DREPPs) ทีÉทาํหนา้ทีÉ
หลกัในระบบสง่สญัญาณ (signal transduction) ในพืช
ผา่นทางการรวมตวักบั Ca2+ และ calmodulin (Yamada 
et al., 2015) 
 ขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 และ กข85 
พบโปรตีนหลายชนิดมีปรมิาณสงูขึ Êน หลงัการทดสอบเป็น
เวลา 1 วนั โดยสว่นใหญ่เป็นโปรตีนทีÉทาํหนา้ทีÉสลายอนมุลู
อิสระ การธํารงดุลไอออนและโปรตีนทีÉท ําหน้าทีÉใน
กระบวนการสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับทีÉพบในพันธุ ์
Pokkali โดยผลการวิเคราะหค์วามเปลีÉยนแปลงของโปรตีน
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transferase T3 ทาํหนา้ทีÉสลายอนมุลูอิสระ และทาํใหพื้ช
อยูร่อดในสภาวะแวดลอ้มทีÉมีความเขม้ขน้ของสารละลาย
เกลอืสงูได ้(Sharma et al., 2014; Wang et al., 2020) 
รวมทัÊงโปรตีนทีÉทาํหน้าทีÉสังเคราะหส์าร spermidine 
โปรตีนชนิดต่างๆ ทีÉสาํคญัต่อความสามารถในความทน
เคม็ของขา้วแสดงใน Table 3 

สรุปผลการทดลอง
 การวิเคราะหท์างโปรตีโอมิกสเ์พืÉอคน้หาโปรตีนทีÉ
ทาํหนา้ทีÉในกลไกทนต่อความเค็มในขา้วพันธุ ์ Pokkali 
(พนัธุท์นเคม็) พนัธุท์นเคม็ปานกลาง (ขาวดอกมะล ิ 105  
ปทมุธานี 1  กข85)  และพนัธุอ์อ่นแอตอ่ความเคม็ (IR29) 
ทีÉปลกูทดสอบในระบบไฮโดรโปนิกส ์พบวา่ ขา้วจะสามารถ
ทนเคม็ได ้หากสามารถควบคมุกระบวนการสงัเคราะหแ์สง
ใหเ้กิดขึ Êนไดต้ามปกติ ควบคูไ่ปกบัการสลายอนมุลูอิสระ 
การรกัษาภาวะธาํรงดลุไอออน และกาํจดัอนมุลูอิสระทีÉ
เป็นพิษตอ่เซลลไ์ดต้ัÊงแตเ่ริÉมตน้เผชิญกบัภาวะเครยีดเกลือ 
และจากการเชืÉอมโยงชนิดของโปรตีนตา่งๆ ทีÉไดจ้ากการ
วิจัยนี Êไปสู่ยีนทีÉทาํหน้าทีÉสังเคราะหโ์ปรตีนดังกล่าวได้
สามารถนาํไปสู่การพฒันาเครืÉองหมายโมเลกุลสาํหรบั
ปรบัปรุงพนัธุข์า้วทนเคม็ใหมี้ประสทิธิภาพตอ่ไปในอนาคต

คาํขอบคุณ
 ขอขอบคุณผูร้่วมดาํเนินงานวิจัย และเจา้หนา้ทีÉ 
สถาบันวิทยาศาสตร์ข้าวแห่งชาติและศูนย์วิจัยข้าว
คลองหลวงทกุท่าน ทีÉปฏิบตัิงานทัÊงในแปลงทดลองและ
หอ้งปฏิบตัิการ และอาํนวยความสะดวกในงานวิจยัจน
สาํเรจ็ลลุว่งไปดว้ยดี

เอกสารอ้างองิ
กรมพัฒนาทีÉดิน. 2558. สภาพทรพัยากรดินและทีÉดินของ

ประเทศไทย. กรุงเทพฯ. 340 หนา้.
กรมพฒันาทีÉดนิ. 2561. แผนบรหิารจดัการทรพัยากรดนิปัญหา

ของประเทศไทยระยะ 20 ปี (2561-2580). กรุงเทพฯ. 
266 หนา้.

ดวงใจ สรุยิาอรุณโรจน,์ อภิชาต ิวรรณวิจิตร, สมวงศ ์ตระกลูรุง่ 
และธีรยทุธ ์ตูจิ้นดา. 2550. การปรบัปรุงพนัธุข์า้วให้
ทนเค็มและมีคุณภาพหุงตม้ดี. วารสารวิชาการขา้ว 
1(1): 29-43.

Asif, S., E. Kim, Y. Hee. Jang, R. Jan, N. Kim, S. Asaf, L. 

ในขา้วทีÉปลกูทดสอบในระบบไฮโดรโปนิกสที์Éความเขม้ขน้
ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ระดบั 8 เดซซีิเมนสต์อ่เมตร เป็น
เวลา 2 วนัหลงัการทดสอบ พบความเปลีÉยนแปลงของชนิด
และปริมาณของโปรตีนเช่นเดียวกับความเค็มทีÉระดับ
เดียวกนัเป็นเวลา 1 วนั และ 3 วนัหลงัการทดสอบ ทีÉมีการ
ปรบัคา่ความเค็มเป็น 12 เดซิซีเมนสต์อ่เมตร โดยพบวา่
พันธุ์ Pokkali และ IR29 มีโปรตีนทีÉมีการแสดงออก
แตกตา่งกนั จาํนวน 33 ชนิด (Fig. 2)  ซึÉงโปรตีนสว่นใหญ่
ทีÉมีปริมาณเพิÉมมากขึ Êนในพันธุ์ Pokkali เป็นโปรตีนทีÉ
ท ําหน้าทีÉในการสลายอนุมูลอิสระ กลไกการธํารงดุล
ไอออน กระบวนการสงัเคราะหแ์สงและการเคลืÉอนยา้ย
อิเล็กตรอนเช่นเดียวกับทีÉพบในช่วง 1-2 วันแรกของ
การทดสอบ และทีÉน่าสนใจคือ พบโปรตีน fasciclin 
arabinogalactan  ซึÉงเป็นโปรตีนทนเคม็ทีÉสาํคญัในพืชเพิÉม
สูงขึ Êนอย่างมีนัยสาํคญั ในพันธุ ์ Pokkali หลงัจากการ
ทดสอบความเคม็เป็นเวลา 3 วนั (Ma and Zhao, 2010; 
Olmos et al., 2017) 
 ผลการวิเคราะหค์วามแตกตา่งของชนิดและปรมิาณ
โปรตีนทีÉเกิดขึ ÊนจากการทดสอบในสภาวะทีÉมีความเขม้ขน้
ของสารละลายเกลือสงูเป็นเวลา 7 วนั โดยเปรยีบเทียบ
ระหวา่งพนัธุ ์Pokkali และ IR29 (Fig. 3) พบมีโปรตีนทีÉมี
การแสดงออกแตกต่างกนั จาํนวน 262 ชนิด โดยพนัธุ ์
Pokkali พบโปรตีน abiotic stress responsive 2 หรอื 
ABA-, stress- and ripening-induced (ASR) ซึÉงเป็น 
กลุ่มโปรตีนทีÉทาํหน้าทีÉในกระบวนการสังเคราะหแ์สง 
การเคลืÉอนยา้ยอิเลก็ตรอน การธาํรงดลุไอออน และสลาย
อนมุลูอิสระปริมาณเพิÉมสงูขึ Êนอย่างมีนยัสาํคญั ภายใต้
ภาวะเครยีดเกลือเป็นเวลา 7 วนัหลงัการทดสอบ  และเป็น
โปรตีนทีÉเป็นผลผลติของยีน OsASR6 ทีÉมีการศกึษาวา่เป็น
โปรตีนทีÉทาํใหข้า้วมีความทนตอ่ทัÊงภาวะเครยีดออกซเิดชนั
(oxidative stress) และภาวะเครยีดเกลอื โดยขา้วทีÉมีการ
สังเคราะห์โปรตีนชนิดนีÊเพิÉมสูงขึ Êนจะมีปริมาณของ 
malondialdehyde (MDA), H

2
O

2
 และ Na+/K+ ratio ลดลง

และทนทานต่อความเค็มได ้ (Zhang et al., 2022a) 
นอกจากนีÊพนัธุ ์ Pokkali ยงัมีการสรา้งโปรตีนทีÉทาํหนา้ทีÉ
สลายอนมุลูอิสระและสรา้งความตา้นทานตอ่ภาวะเครยีด
ออกซเิดชนั เพิÉมขึ Êนหลายชนิดหลงัการทดสอบเป็นเวลา 7 
วัน ซึÉงหนึÉงในโปรตีนเหล่านี Êได้แก่ glutathione-s-
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